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1 Uvod
1.1 Hybridni zony

Hybridni zony (HZ) byly podle Barton & Hewitt (1985) definovany jako uzké
geografické oblasti, kde se setkavaji geneticky odlisné populace, které se rozmnozuji a
produkuji hybridni potomstvo. HZ mohou byt i jen nékolik set metra $iroké a zaroven
nékolik set kilometrd dlouhé. Tvofi se u Siroké Skaly organismu; napf. u mysi (Mus
musculus/ domesticus), kunék (Bombina bombina/ variegata), nebo riznych hmyzi
(Papilio machaon; Gryllus pennsylvanicus/ firmus; Barton & Hewitt, 1985; Rand &
Harrison, 1989; Sperling & Harrison, 1994). HZ puisobi na genomy jako polopropustné
membrany, které brani toku gend zapojenych do reprodukéni izolace a genli na né
vazanych, ale také umoznuji introgresi vyhodnych alel. Oblasti genomu, které pronikaji
snadnéji nez genetické pozadi, nejspiSe obsahuji adaptivni varianty, nebo naopak podléhaji
slabsi purifikujici selekci (Zielinski et al., 2019). Migrace organismu a jejich gamet
Vv prostiedi vede pak k Sifeni genetickych variant dovniti HZ i pfipadné napftic. Tok genti
mezi populacemi je tedy zakladnim evoluénim procesem, ktery pusobi spolu s ostatnimi
(ptirodni vybér, geneticky drift atd.) a tak definuje evoluc¢ni trajektorii populaci (Gompert
etal., 2017).

Z taxonomického hlediska Ize hybridni zony chapat jako kontakt populaci vymezenych
genetickymi bariérami a také jako kontakt populaci udrZzovanych v rovnovaze diky selekci
(Barton & Hewitt, 1985). Biologické druhy jsou definovany jako soubory realné nebo
Z toho vyplyva, ze HZ obsahuji populace reprodukéné od sebe izolované, v tom smyslu,
ze se pii kontaktu neslucuji do jedné populace. V piipad¢ druhl setkévajicich se vHZ a
produkujicich hybridy Ize fici, Ze se jedna o ,,ko-adaptivni* druhovy koncept, ve kterém
druhy tvoii ,,harmonicky integrované komplexy gent, jejichz vzajemnd interakce
maximalizuje fitness jedincti. Rozbitim téchto komplexi dochazi k poklesu fitness (Barton
& Hewitt, 1985). Hybridni zony tedy dokazuji, Ze odlisné genetické linie mohou pfetrvavat
navzdory probihajicimu toku gent, coz je v rozporu s tradi¢nimi interpretacemi konceptu
biologickych druhti (Gompert et al., 2017).

Z hlediska popula¢ni genetiky je na hybridni zony nahliZeno jako na soubory gradientli
(tj. kliny) ve frekvencich alel nebo kvantitativnich rysi podél geografické linie (Barton &
Gale, 1993). Na zakladé toho Ize popsat HZ nékolika zptsoby. Jednim znich je
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rekonstruovani fylogenetickych vztahit mezi riznymi geny v genomu, pokud jsou
k dispozici sady uzce propojenych markerd (napt. sekvence DNA). Tam, kde je
reproduk¢ni bariéra silna, se populace mtize shlukovat kolem parentalnich a F1 genotypu,
takze fazeni do rtznych rekombinantnich typl se stavd pfirozenéjsi. Rozdil v
pravdépodobnosti vzniku alel ndhodné nebo s urcitou selektivni vyhodou postupné
ustupuje v zavislosti na sile selekce, ktera ptisobi proti pienosu alel dalSich lokusu, které
jsou v silné genetické vazbé (tj. v nizké vzdalenosti na chromozomu). Frekvence rtiznych
genotypi v HZ vypovida o celkové sile selekce, poctu zapojenych genti, rychlosti
individualniho $ifeni a schopnosti, s jakou alely pfechazeji z jednoho genofondu do
druhého (Barton & Gale, 1993). Pozice a tvar klin vysvétluji evoluéni procesy zapojené
do tvorby hybridnich zén. Zda lokusy odrézeji starS$i nebo probihajici demografické
procesy (v€. pohybu HZ a adaptivni introgrese) zavisi na faktorech jako je pocet
bariérovych lokusti a jejich distribuce v genomu, rychlost mutaci a rekombinace.
Bariérové lokusy jsou geny zabranujici uplnému slouceni dvou odlisnych populaci.
K ptekonani efektu vazeb u vice bariérovych gent a zplsobeni toku napti¢ HZ musi byt

pozitivni selekce na jediném genu neimérné silna (van Riemsdijk et al., 2019).

Hybridni zony jsou pravdépodobné udrzovany rovnovahou mezi selekci a disperzi
druhu (Barton, 2001). Jednak mohou existovat stabilni hybridni zony udrzované
intragenomickou selekci proti hybridim, ktera pfedstavuje bariéru pro tok genll mezi
populacemi. Na druhou stranu miZe byt divergence vyvolavana vyhradné adaptaci na
proménlivé prostiedi. Ackoli vétSina hybridnich genotypti mize byt nevyhovujici, mohou
ptispét k adaptaci bud’ introgresi jednotlivych alel nebo vytvofenim rekombinantniho
genotypu. Obecné se predpoklada, Ze se fitness odviji predev§im od pfirozené¢ho vybéru,
Ize tedy ocekavat, ze produkovani hybridi (F2 populace nebo populace zpétného kiizeni)
budou mit mensi fitness neZ jejich rodice. Tyto rekombinantni genotypy nikdy pfedtim
neprosly selekci, a proto by mély byt hiife adaptovany. V nékterych piipadech v§ak mohou
byt hybridni jedinci vyhodnéjsi: (Barton, 2001).

1. Hybridni populace méa rozmanitou $kalu genotypl, z nichz n€ktery mize byt
2. Linie, kterd spojuje puvodni populace, je promitina do populace F», za
piedpokladu, Ze ptivodni alely nebyly ztraceny diky divergenci a ze parentalni

linie je velmi Gspésna i v soucasném prostiedi.



3. Pokud je fitness urCovéano interakcemi mezi nezavislymi sadami gent, pak
mohou rekombinantni genomy obsahujici neporusené sady alel mit fitness

stejnou nebo lepsi nez rodi¢ (Barton, 2001).

Studium hybridnich zon v ptirod¢ je zasadni pro pochopeni evolu¢nich procesi
(speciace) a poskytuje moznost nahlédnout do postzygotickych izola¢nich mechanismu
(Pinto et al., 2019). V HZ probiha speciace mezi odlisSnymi liniemi, coz vede k posileni
reprodukénich bariér nebo k splynuti bariér (zruSeni speciace; Frayer & Payseur, 2021).
Diusledky hybridnich zon mohou byt spojeny s vytvoienim kanalu pro Sifeni adaptivnich
alel mezi druhy a s posilovanim genetickych inkompatibilit (Gompert et al., 2017). Realné
hybridni zoény se od teoretickych modelt HZ mohou v tomto ohledu casto lisit.
V nékterych ptipadech mohou byt takové odchylky dulezité, protoze vedou k nepfesnym

odhadiim parametrd. V jinych piipadech mohou naznafovat zdsadni rozdily od evolu¢ni

dynamiky linii popisovanych modely (Futuyma & Shapiro, 1995).

1.1.1 Typy hybridnich zén

Hybridni zény mohou ojedinéle vzniknout primarni diferenciaci (in situ) napfti¢
gradientem prostiedi (napt. u ptaka: Phylloscopus trochiloides, Cercotrichas coryphaeus,
Zonotrichia capensis, Indicator indicator; Toews & Brelsford, 2012). Piedevsim ale
vznikaji sekundarnim kontaktem dfive alopatrickych populaci. Pro rozliSeni primarni ¢i
sekundarni HZ je zapotfebi znat evolucni historii populaci, kterou lze odvodit
z genomickych dat (Gompert et al., 2017; Toews & Brelsford, 2012). Podle Futuyma &
Shapiro (1995) je Casto problematické primarni a sekundarni zony spolehlivé odlisit,
protoze kliny mohou byt studovany v oblastech snizkou hustotou populace nebo
oblastech, kde doslo k pferuseni toku genil, které jsou ve vazebné nerovnovaze, ale

zaroven vytvareji prekazku i pro tok neutralnich alel (Futuyma & Shapiro, 1995).

Pokud HZ pftetrvavaji dostate¢né dlouho, ¢ast nebo cely genom hybridd se piiblizi
k rovnovaze mezi migraci alel a selekci proti nim. Nedavné studie HZ zahrnuji celé nebo
¢asti genomu, které by se mohly odchylit od ofekavané rovnovahy migracni selekce.
Soucasné hybridni zoény tak mohou byt kombinaci lokust a jedinct, kterd odrazi nedavnou

nebo dlouholetou hybridizaci (Gompert et al., 2017).

Z hlediska ekologickych interakci muze existence hybridnich zon vyplyvat z toho, Ze
(Futuyma & Shapiro, 1995):



1. Hybridni jedinci maji mensi fitness v disledku interakce s jejich Zivotnim
prostiedim.
novém prostiedi, kdy klina HZ odpovida selek¢nim koeficientim. HZ zde
zavisi predevsim na selekci, nezdvisle na migraci.

3. Hybridni jedinci jsou méné zdatni, nez ,.Cisti* jedinci kvili vnitini genetické
inkompatibilité, bez enviromentalni slozky piirodniho vybéru (Futuyma &
Shapiro, 1995).

Na zaklad¢ téchto bodu I1ze hybridni zony rozdélit na HZ s endogenni nebo exogenni
selekci. Exogenni selekce probiha, kdyz jsou HZ udrzovany adaptaci na rtizna prostiedi.
Endogenni selekce nastava v ptipad€ ztraty zdatnosti hybridl uvniti zény bez ohledu na
vnéjsi prostiedi (Barton, 2001). Hybridni zony, které podléhaji ztraté vnitini zdatnosti u
hybridd, tj. endogenni selekci, jsou popsany tzv. modelem tenznich zon (Gompert et al.,
2017). Tyto tenzni zoémy popsané Key (1968) maji tendenci se tvofit tak, aby se
minimalizovala jejich délka (hladka linie zony kontaktu), ptic¢emz si udrzuji stabilni tvar a
pohybuji se v prostiedi (Barton & Hewitt, 1985). Predpoklada se, ze tenzni zony jsou
situovany v oblastech s nizkou hustotou populace a mohou byt udrzovany fyzickymi

bariérami omezujicich migraci (Gompert et al., 2017).

Dal$im typem jsou tzv. mozaikové hybridni zony (Vines et al., 2003). Ty jsou velmi
vazané na gradienty prostiedi a vznikaji mezi ekologicky odliSnymi druhy hybridizujicimi
v siti (mozaice) habitatt, kdy Casté kiizeni v malém méfitku, mize narusit druhové
rozdily, které by jinak byly zachovany v klasické klinalni hybridni zoné. Zejména zde
probiha rychlé naruSovani neutralni divergence stanovujici horni hranici doby, po kterou
mohou rozdily v markerovych lokusech ptetrvavat (Vines et al., 2003). Mozaikova HZ
naznacuje dvé trovné divergence: strmé piechody mezi populacemi v rdmci zony kontaktu

a Sirokou klinalni variabilitu napii¢ zonou (Rand & Harrison, 1989).

1.1.2 Dynamika hybridnich z6n

Kromé vyse uvedenych rozdéleni existuji i hybridni zony stabilni nebo dynamické
(tj. pfechodné nebo kolisavé v geografickém méfitku a s ohledem na genetickou
dynamiku; Futuyma & Shapiro, 1995; Pinto et al., 2019). K pohybu hybridni zény dochazi,
kdyz ma jeden rodiCovsky druh vyssi zdatnost nez druhy, napt. diky konkuren¢nim

vyhoddm, asymetrickym hybridnim efektim na fitness nebo zméné prostiedi
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(van Riemsdijk et al., 2019). Teorie naznacuji, ze hybridni zény se mohou pohybovat
prostorem i v rozsahu desetileti. Pohyb hybridnich zoén lze odvodit ze zmény orientace
introgrese neutralnich alel. Hybridni zony se mohou pohybovat v reakci na zmény
prostiedi, kvuli rozdilim v kondici mezi jednotlivci, zménam v hustoté populace nebo
mife rozptyleni populace v prostoru (Gompert et al., 2017). Dynamické hybridni zony
mohou zahrnovat také oblasti, kde doSlo k pfemisténi organisma kvuli lidské ¢innosti.
Vzhledem Kk rtiznorodé povaze mnoha stanovist,, je pravdépodobné, Ze slozeni soucasnych
hybridnich zon mtze byt interakci lokusi a jedincti, kterd odrazi nedavnou i dlouhodobou
hybridizaci. Maze se naptiklad jednat o arealy druhd, které v historii opakované
prochazely klimatickymi vykyvy (Gompert et al., 2017). Piedpoklada se, ze uzké hybridni
z6ny mohou pietrvavat tisice let za pfedpokladu, ze doslo ke kontaktu mezi populacemi
izolovanymi v pleistocennich refugiich brzy po tstupu posledniho ledovce (Futuyma &
Shapiro, 1995). Vétsina HZ vzniklych sekundarnim kontaktem se vytvorila v holoarktické
oblasti, pficemz epizody izolace druhu v jiznich refugiich, kdy bylo klima na severu
neptiznivé, se stiidaly s epizodami interakce druht v severnich oblastech (Arntzen et al.,
2017). Vseobecné se uznava, ze pleistocenni klimatické zmény ovlivnily vétSinu druht
obyvajicich mirny pas a zplsobily posuny nebo fragmentaci arealli, opakovanou moznost
sekundarnich kontaktd, lokalni vymirani nebo demografické vykyvy (Babik et al., 2005).
Mimo jiné mohly vést ke vzniku zasadnich zmén uvnitf a mezi alopatrickymi,

parapatrickymi i sympatrickymi populacemi (Futuyma & Shapiro, 1995).

Dynamika hybridnich zon je kromé& demografickych a enviromentalnich faktort fizena
také genetickym driftem (Frayer & Payseur, 2021). Drift zptisobuje diferenciaci frekvence
alel mezi subpopulacemi, coz vede ke strméjsi kliné HZ, dokonce i na neutralnich
lokusech. MlZe mit v HZ velky vliv, protoze se pfedpoklada, ze hybridni zény budou
v mnoha piipadech tzké. Pokud je selekce proti hybridim silnd, nizka zdatnost hybrida
muZe omezit rist populace. Hybridni zony se obecné u volné zijicich organismu vyskytuji
na okrajich aredlti druhli (s malou hustotou populace), které mohou byt navic velmi
fragmentované. Pro pochopeni pozorované genetické diferenciace a vlivu driftu v hybridni
zOn¢ je pak zasadni informace o genomickém patternu. V prubéhu ¢asu se usporadani geni
od pfedkl napii¢ chromozomem méni, protoZze meiotickd rekombinace $tépi segmenty
zdédéné z kazdé linie. Migrace ma tendenci homogenizovat alelové frekvence mezi
subpopulacemi, ¢imZ je zpomalena genomicka diferenciace, a navic miize zpiisobit az

uplné nahrazeni nékterého chromozomu, ktery byl rekombinovan (Frayer & Payseur,

-5-



2021; Wright, 1931). Drift ovliviwuje rychlost, s jakou jsou ¢asti genomi piedkid fixovany
nebo vytraceny z hybridni populace. Zaélenéni driftu do analytickych modeli tedy 1épe
popisuje chovani prfedkl v hybridnich populacich. Omezeni migrace v metapopulaci mtize
usnadnit tamni adaptaci, zatimco kdyZz je migrace vysokd, subpopulace se zacnou
projevovat jako jedna panmiktickd populace. Hybridni zony mohou zahrnovat migraci i ze
zdrojovych populaci, kterd HZ dopliuje o kombinace alel z oblasti mimo zony kontaktu

(Frayer & Payseur, 2021).

Obecné plati, ze pohyb HZ poskytuje presvédCivy priklad evoluce v praxi, takze
piedpoklad, ze jsou HZ stabilni je ¢asto milné (Gompert et al., 2017). Diky dynamice
hybridnich zén Ize sledovat relativni role selekce a driftu pfi vytvareni asymetrické
introgrese a pomaha vysvétlit, pro¢ urité genomové oblasti (jako mtDNA) pronikaji
Castéji nez jiné. Dlouhé hybridni z6ny nabizeji moznost pro srovnévaci analyzu vzorcu
klinové shody napfi¢ lokusy a transekty. HZ tak mohou informovat jak o mechanismech
izolace druhti, tak o dynamice hybridnich zon, napf. pokud se useky HZ lisi
v ekologickych proménnych nebo/v nacasovani a prostorovém uspotadani sekundarniho
kontaktu, Ize ziskat pohled na relativni role neutrdlnich (pasivni diftizi) a adaptivnich

faktort (Arntzen et al., 2017).

Introgrese se miiZze mezi genomickymi oblastmi liSit v zavislosti na sile selekce
pusobici proti nebo ve prospéch vymény genti (Zielinski et al., 2019). Dfive se obecné
predpokladalo, Ze oblasti genomu s vyssi diferenciaci jsou méné ovlivnény introgresi,
jelikoz obsahuji geny, které jsou rizné distribuované mezi druhy, a jsou spojeny se
zakladni reprodukéni izolaci. Divergované oblasti v genomu se mohou objevit v tplné
izolaci v mistech s nizkou rekombinaci, kde selekce na propojenych mistech snizuje
diverzitu (Zielinski et al., 2019). Podle van Riemsdijk et al. (2019) se piedpoklada, ze
introgrese zpusobend pohybem hybridnich zén vice ovliviiuje neutralni lokusy
distribuované nahodné napii¢ genomem, coz vede ke genetickym stopam vytlaCovanych
druhtt v populacich Sitficich se druhli. Naopak pii adaptivni introgresi mohou alely
prostupovat ptes hybridni zonu, bez ohledu na to, zda se hybridni zona pohybuje nebo je
stabilni, protoZe alela pfenasi sviij pozitivni efekt. Adaptivni introgrese ovliviiuje lokusy,
které jsou na chromozomu blizko sebe (ve fyzické vazb€), anebo lokusy funkéné
interagujici s jinym lokusem (funkéni vazba). Adaptivni introgrese se ucastni pouze
zlomek genomu, zatimco pohyb hybridnich zén vede k introgresi celého genomu. Vliv

introgrese je vétsi pro uzké HZ, kde je selekce proti hybridim vétsi, protoze v uzké HZ je
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vzdalenost mezi geneticky odlisnymi jedinci mens$i (van Riemsdijk et al., 2019). Sila i
genomové vzorce introgrese se mohou v hybridni zoné lisit, takze je klicové studovat
nekolik transektt napti¢ HZ kvili ovéteni struktury ,,genomové krajiny* z hlediska miry
introgrese, kterd informuje o vlivu izolace napfi¢ arealy druhd. Rozdily v introgresi mezi
transekty mohou byt zplisobeny rozdily ve stafi sekundarniho kontaktu, protoze ¢im delsi
je uplynula doba od kontaktu, tim vétsi Sance je na vznik neutralni introgrese. Pokud
nektery druh vykazuje urCitou vnitini genetickou strukturu, budou rizné evolucni linie
hybridizovat v riznych ¢astech HZ podle odlisného scénafe. A pokud nékteti jedinci maji
mén¢ alel nekompatibilnich s alelami jiného druhu, introgrese by mohla byt snazsi kvili
slabsi selekci proti hybridim. Vnitrodruhové diferenciace v genetické struktufe mohou
tedy zpisobit riznou miru introgrese mezi druhy v zoné kontaktu (Zielinski et al., 2019).
Podle Barton (2001) vznika reprodukéni izolace na zakladé speciace jako vedlejsi efekt
divergence, ktera je fizena selekci. Postzygoticka reproduk¢éni izolace mtize byt udrzovana
Vv prostiedi pouze pomoci urcitého druhu genové interakce. Hybridni genotypy budou mit
tendenci k niz§imu fitness ve srovnani se zdatnosti jejich rodi¢u, ktera je na potomky

nepiedatelna (Barton, 2001).

Z vyse uveden¢ho vyplyva, ze rozsah divergence je dalSim faktorem definujicim
hybridni zony (Gompert et al., 2017). Neplati, ze sexualn¢ vzniklé zygoty se nahodné
stanou hybridy; naopak jsou hybridi vysledkem k#iZeni rodi¢t z rtiznych linii. Dusledkem
tohoto kiiZeni je fakt, ze HZ budou obsahovat vice heterozygotnich jedinct a vice lokust
se stfedni frekvenci alel s atypickou vazebnou nerovnovéhou (linkage disequilibrium), coz
je parova asociace mezi lokusy. Spolu s fyzicky nespojenymi lokusy je vazebna

nerovnovaha genu charakteristickym rysem HZ (Gompert et al., 2017).

1.1.3 Typy dat vyuZivajici se ke studiu hybridnich zén

Pomineme-li star$i typy dat (zahrnujici napf. alozymova, jednogenova nebo
mikrosatelitni data) lze pfi studiu hybridni zony metodami high-throuput sekvenovani
pouzit tii typy genomickych dat lisicich se informaci, kterou poskytuji (Gompert et al.,
2017). 1. Genomicka data typu I: zahrnuji velky dataset jednonukleotidovych
polymorfismu (tj. tisice az stovky tisic variant; SNP), které jsou analyzovany bud’ bez
referen¢niho genomu nebo s pomoci velice fragmentovaného genomu. Tento zpiisob je
typicky pro genotypovani pomoci sekvenovani nebo podobné soubory dat (napt. RAD

sekvenovani) generované pro organismy, pro které neni k dispozici dobfe poskladany



genom. Do této kategorie spada i selektivni sekvenovani vybranych ¢asti genomu (napf.
exomy), pro jejichz analyzu je nutné mit pouze referenéni transkriptom. Tento typ dat
poskytuje dostatecné mmnozstvi informaci k pfesnému odhadu klicovych parametri
hybridizace, jako jsou hybridni indexy, frekvence miseni linii a k méfeni miry a variability
introgrese. 2. Genomicka data typu II jsou velké datasety SNP, které byly ziskany
namapovanim na referenéni genom obsahujici dlouhé scaffoldy nebo dokonce celé
chromozomy. Tato data umoziuji pfifadit rizné ¢asti genomu k parentalnim liniim u
hybridi a odhadnout miru introgrese a vliv selekce na rliznd mista v genomu.
3. Genomicka data typu III jsou celogenomova resekvenovana data namapovana na velmi
dobfe poskladany referencni genom, idedln¢ i dobfe anotovany. Data poskytuji kromé vyse
popsan¢ho 1 informace o hranicich mezi ¢astmi chromozomi zdédénych od parentalnich
linii a snizuji riziko opomenuti nékterych zédsadnich evoluénich mechanismi ovliviiujicich

HZ z divodu nizké chybovosti dat (Gompert et al., 2017).

Spolu s jadernym genomem se pii studiu HZ védci ¢asto zaméfuji i na strukturu
mtDNA dat, kterd se oproti jadernému genomu li$i v mnoha dalSich ohledech jako je:
ploidie, zplisob pfenosu, stupeil rekombinace (u vétSiny ZzivoCichi vSak neprobihd),
efektivni velikost populace, rychlost mutace, opravné mechanismy genomu apod. (Ballard
& Whitlock, 2004). Z hlediska populacni genetiky je hlavni rozdil v tom, Ze je mtDNA
haploidni a obvykle se dédi pouze materndln€. To znamena, Ze existuje jen jedna kopie
mtDNA na kazdou samici, ktera je piedavana do dalsi generace. Naproti tomu jaderny
genom ma Ctyfi kopie autosomalni DNA (diploidni samci a samice), takze celkova
efektivni velikost populace mtDNA je ¢tvrtinova. Déle selekce na mitochondrie ptisobi
mnohem mirnéji nez na jaderny genom a zaroven je mira mutaci obecné vyssi nez u
jaderného genomu, coz umoznuje malym populacim akumulovat §kodlivé mitochondrialni

mutace (Ballard & Whitlock, 2004).

Zmény v mtDNA genomu hraji zasadni roli pii hybridizaci, protoze se zmény mohou
projevit niz§i zdatnosti celého organismu (Ballard & Whitlock, 2004). Uginky
mitochondrialni zdatnosti jsou zavislé na prostiedi, ve kterém se organismus nachdzi, a na
jaderném genotypu v organismu. Protoze je mtDNA ¢ésteCné zavisld i na jaderném
genomu, mohou mutace na proteinech importovanych do mitochondrie zasadné ovlivnit
chovani mtDNA. Selekce jadernych gent muze ovlivnit sledovanou rychlost evoluce
v mitochondriich a potencionalné i frekvenci haplotypti mtDNA v populacich (Ballard &
Whitlock, 2004).



Kombinace jadernych markeri a mitochondridlni DNA poskytuje §ir$i pohled na
studované fylogenetické a fylogeografické hypotézy (Toews & Brelsford, 2012). MtDNA
se pouziva k feSeni otdzek v SirSim Casovém ramci tykajici se napt. struktury populace,
kde je ¢asové méftitko kratsi, anebo fylogeneze, kde je casové métitko mnohem delsi. Diky
mtDNA Ize urcit pfibuznost sesterskych druhli, zejména u sympatrickych populaci
(Ballard & Whitlock, 2004). Také pomaha sledovat dynamiku HZ, kdy se haplotypy
mtDNA nachézeji na riznych genetickych pozadich jednotlivych linii napfic transektem

(Hofman & Szymura, 2007).

Mezi mitochondrialnim a jadernym genomem se mohou vytvofit genetické odchylky
(Ballard & Whitlock, 2004): Béhem obdobi geografické izolace (napf. v glacialnich
refugiich) mohly separované populace akumulovat mutace ve svych mitochondriich 1
jadernych genomech, které se pomoci selekce nebo genetického driftu rozsitily. Protoze
dynamika klimatickych cykld neni symetrickd, nemusi se symetricky projevovat ani
zmény v genomu Vreakci na zmény prostiedi. Po sekundarnim kontaktu tak mohla
vzniknout hybridni zéna v disledku odlisné miry toku genli mezi témito dvéma genomy.
Nejbéznéjsim projevem téchto inkompatibilit je asymetrickd introgrese mtDNA
(Melo-Ferreira et al., 2012; Toews & Brelsford, 2012). Vzhledem k tomu, ze mtDNA je
vice nachylné k introgresi nez jaderny genom, méla by data odhalovat vzacné hybridizaéni
udalosti, ale uz nemusi vypovidat o rozsahu toku genti (Good et al., 2015). Podle Ballard
& Whitlock (2004) existuji dva hlavni faktory zptisobujici Castéjsi introgresi u mtDNA:
selekce a drift. 1. Selekce zpUsobi introgresi v piipad¢, ze fixace alely v jedné populaci
zpusobené selekci povede k fixaci stejné alely v druhé populaci. To plati zejména
v piipad¢, kdy tyto dvé populace kolonizovaly tplné nové prostiedi odlisné od habitatu
spolecného predka. 2. Geneticky drift mize zpusobit fixaci lehce Skodlivych alel v malé
populaci, coz se projevi sniZzenou fitness oproti jiné piibuzné sympatricky se vyskytujici
populaci. Selekce pak povede k introgresi mtDNA u populace s vyssi fitness na uroven

druhé populace s nizsi fitness.

Inkompatibility mezi mitochondridlnim a jadernym genomem mohou byt zpiisobeny
adaptivnimi procesy, pokud selekce upifednostiiuje vyhodné mitochondridlni varianty
(Toews & Brelsford, 2012). Demografické rozdily mohou zpisobit inkompatibilitu, pokud
mezi dvéma druhy existuji velké rozdily ve velikosti nebo rozsiteni populaci nebo pokud
je u druhu vychylen pomér pohlavi. Napt. je-li pomér pohlavi vychylen k samicim, bude

vice podporovana introgrese mtDNA kvtli rozdilné produkci potomkt. Inkompatibility
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muze zpusobovat i pohyb (dynamika) hybridni zony, kdy vétSina jadernych markert bude
nasledovat geograficky posun a mtDNA za sebou zanecha stopu (,,gene surfing®). U
hmyzu ma dulezitou roli pfi vzniku inkompatibilit infekce bakteriemi rodu Wolbachia
(tj. infikované samice kiiZzené s neinfek¢nim samcem vykazuji mensi ztraty na kondici;
Toews & Brelsford, 2012). Na inkompatibilitu v jaderném nebo mtDNA genomu mohou
pusobit i vnitini faktory, jako jsou cytonukledrni interakce nebo mozaikovy vyvoj

reprodukéniho izola¢niho mechanismu (Reid et al., 2010).

Analyza genetické struktury hybridnich populaci a modelt zobrazujicich distribuci
segmentll genomu (a jejich asociaci) V prostoru umoziuji kvantitativni hodnoceni sil
pusobicich v hybridnich zénach. Hybridni zony také poskytuji pohled na dlouhodobé
ucinky hybridizace a rekombinace §tépici ko-adaptované genové komplexy, coz je proces

usnadnujici introgresi a zabranujici diferenciaci (Hofman & Szymura, 2007).

1.1.4 Hybridni zény u parazith

Dle Boecklen & Howard (1997) jsou hybridni zony idealni oblasti, ve kterych lze
zkoumat mimo jiné i evolu¢ni mechanismy, které jsou zdkladem pro interakce hostele a
parazita. Parazité jsou v piirod¢ vSudyptitomni, néktefi jsou velmi hostitelsky specificti a
maji tésny koevolucni vztah se svymi hostiteli. Vyvijeji na své hostitele rizné selekéni
tlaky, a tim vznikaji rizn¢ velké naroky na fitness hostitele (Cozzarolo et al., 2018;
Theodosopoulos et al., 2019). Kdyz jsou hostitelské populace na né&jaky ¢as izolovany,
diverguji jak hostitelé, tak jejich parazité a pti sekundarnim kontaktu mize vzniknout HZ
u parazita i hostitele. Castym znakem vysoce specifickych parazitii jsou absence volng
zijictho stadia a absence mezihostitele. V takovém piipad€¢ by hybridizace méla
prob&hnout u parazita stejné¢ jako u volné Zijicich organismil: podporovat divergenci a
odhalovat bariéry toku genti, umoziovat pienos adaptivnich vlastnosti, homogenizovat
genotypova uskupeni apod. HZ paraziti by méla byt vSak uzsi nez zéna hostitele, protoze
kratSi generacni doba paraziti umoznuje vétsi divergenci (Goiiy de Bellocq et al., 2018;
Wasimuddin et al., 2016). Hybridni zony tedy v souvislosti s evoluci hostitele a parazita
mohou hrat velkou roli pii utvatfeni druhovych reprodukénich bariér v oblasti mozného
kiiZzeni a poskytuji idealni model pro studium vlivu paraziti na speciaci hostitell
(Cozzarolo et al., 2018). Dopady parazitti na druhové bariéry hostitele, 1ze také sledovat
diky pochopeni eko-imunologie, ekologie spoleCenstva parazitli a casoprostorovych zmén

napfi¢ populacemi (Theodosopoulos et al., 2019).
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Evolu¢ni historie a zplisob zivota parazita, tj. mira hostitelské specifity, zplisob
pfenosu, slozitost zZivotniho cyklu a mira prevalence, hraji zésadni roli pfi utvafeni
genetické struktury v HZ (Goiiy de Bellocq et al., 2018). Hostitele vétSinou parazituje vice
parazitli najednou (koinfekce), takze je nutné zohlednit i jejich interakce zavisejici na stavu
a imunité hostitele (Theodosopoulos et al., 2019). Na hybridni zonu lze tedy také nahlizet
jako na ,seSit¢” aredly pro podmnozinu komunity paraziti. Fluktuace prostiedi
V dlouhodobém horizontu vystavuje mnoho druhti cyklim izolace i hybridizace, které
umoziuji vznik 1 takto ,seSitych® areali pro spoleCenstvi organismil spojenych
s hostitelem — holobiontem (hostitel + jeho symbionti/parazité; Goily de Bellocq et al.,
2018). Komunity paraziti se méni s migraci a geografickou distribuci hostitele, danou
ekologickymi podminkami v krajiné. V lokalnim méfitku se parazité mohou ptesouvat
sezonn¢ a mohou se liSit v zavislosti na Zivotnim cyklu hostitele. Studium interakci mezi
hostitelem a parazitem v lokalnim a regionalnim méfitku ma nejvétsi smysl v pripadé HZ,
které pokryvaji velkou geografickou oblast nebo se pohybuji v ¢ase (jsou dynamické), coz
by mohlo vysvétlit variabilitu v interakcich hostitel-parazit nebo pfimé a nepiimé vztahy
mezi parazity vramci jednoho hostitele i mezi vice hostiteli. Porovnani hybridd a
rodi¢ovskych organismti nasledné vede k urceni struktury spolecenstva parazitl a zjisténi

rychlosti hybridizace a fitness hybrida (Theodosopoulos et al., 2019).

Stale vice se ukazuje, ze imunitu utvafeji zejména ekologické interakce u volné Zijicich
zpusobenych parazity. Imunitni systém je velmi dynamicky a rozdily v sile imunity mohou
mit zdsadni dopady na fitness a preziti hostitele 1 pfenos paraziti mezi hostiteli. Zmény
V imunitnim systému mohou byt zplsobeny genetickymi rozdily nebo fenotypovou
plasticitou v zavislosti na prostfedi (Theodosopoulos et al., 2019). U¢inek paraziti na
druhové bariéry zavisi na tom, do jaké miry ovliviiuji zdatnost hostitele, coz je dano mj.
virulenci paraziti. Virulence se mtize liSit napt. na zékladé rocniho obdobi, genotypu
parazita a ekologického kontextu. V ptipadech, kde je virulence parazita ptili§ nizka,
nemusi byt selekce proti parazitismu dostate¢né silnd, aby naruSila druhové bariéry:
hybridni jedinci nebudou dostatecné zdatni a tok geni mezi rodi€ovskymi populacemi
bude omezeny. Na druhou stranu, rychle se $ifici varianty genomu mohou pfednostné
obsahovat vyhodné (neznamé) geny pro oslabeni imunitniho systému hostitele.
V ptipadech s vysokou virulenci u rodicovskych populaci, by selekce mohla uptednostnit

hybridy, ktefi jsou méné ovlivnéni parazitem (napiiklad diky vétsi diverzité¢ imunogentl),
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coz by potencidlné vedlo ke zpétnému kiizeni hybridi a toku gent (Goiiy de Bellocq et

al., 2018; Theodosopoulos et al., 2019).

V oblastech, kde hybridizuji odlisné hostitelské¢ linie, by rekombinace napiic
generacemi hybridd mohla narusit shluky ko-adaptovanych genti, ¢imz by se snizila
zdatnost hybridii vzhledem k rodi¢ovskym genotyptim. Také pokud existuje silné specifita
mezi parazity a genomem hostitele, mize se u hostitele vyvinout specificka rezistence.
V tomto ptipad¢ parazité dale snizuji jiz narusenou zivotaschopnost hybridnich hostiteli,
takze hybridi by méli byt nachyInéjsi k infekci parazity od obou rodi¢ovskych druht,
protoze by postradali odolnost, kterou si rodi¢ovské druhy vyvinuly ke svym specifickym

parazitim (Goiiy de Bellocq et al., 2018).

Naopak v nékterych piipadech maji hybridi prospéch z hybridizace, coz se projevuje
napt. mensi infekci paraziti nebo niz$imi naklady na parazitismus. Heterozygotni jedinci
maji dostupnost k SirSimu spektru rezistentnich alel a k tzv. transgresivnim vlastnostem,
takze hybridi rané generace mohou mit lepsi imunitu néz rodi¢ovské druhy (tj. hybridni
vitalita). Hybridni hostitel¢ také mivaji vétsi diverzitu MHC alel a dalsi projevy
transgresivnich znakt souvisejicich napt. s velikosti téla, svalovou hmotou, a proto jsou
schopni Iépe bojovat s uréitymi parazity (Cozzarolo et al., 2018; Theodosopoulos et al.,
2019). Ekologicky kontext v§ak miize hybridy vystavit naopak vétsi rozmanitosti paraziti,
zvySenému riziku infekce parazity a snizovani jejich schopnost reakce na infekci. Dale
mohou byt hybridi nachyInéjsi vici parazitismu kvili kombinaci dalSich fyziologickych
stresorl a omezeni zdroji, mize byt u nich zaznamenano snizeni kognitivnich schopnosti,
metabolismu a atraktivity pro potenciondlni partnery. Pokud je divergence mezi
hybridizujicimi druhy vysokd, je pravdépodobné, Ze vliv parazitismu na hybridy
v kombinaci s dal§imi mechanismy, které jsou zakladem pro zdatnost hybridi, povedou
ke snizeni toku genlt mezi rodi€ovskymi druhy a druhové bariéry zlistanou zachovany

(Theodosopoulos et al., 2019).

Je také dulezité vzit v ivahu toleranci vici parazitismu (Theodosopoulos et al., 2019).
Tolerantni jedinci mohou byt velmi parazitovani, a pfesto se u nich nemusi neprojevit
nepiiznivé ucinky na fitness. Tolerance mlize byt ovlivnéna ekologickymi interakcemi a
nemusi byt konzistentni napifi¢ populacemi. Zaroven pomahd vysvétlit nékteré
Casoprostorové odchylky pozorované v reakci hybridnich hostitelt na parazitismus.

Selekce vyvolana parazitismem miize podporovat naruseni nebo udrzovani druhové
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bariéry diky toku genti mezi rodicovskymi druhy nebo nemusi mit zadny vliv na dynamiku
HZ. Podle review publikace Theodosopoulos et al. (2019) parazité ¢asto usnadiuji tok
genll mezi rodicovskymi druhy hostitelil, coz vede k rozpadu druhové bariéry (41 %), ale
také omezuji tok genli a udrzuji druhové bariéry (37 %). Nejvice nachylné druhy na

naruseni druhové bariéry jsou ptaci, ryby a obojzivelnici (Theodosopoulos et al., 2019).

Hostitelé se pfi sekundarnim kontaktu potkaji tam, kde prostiedi umozni soubézny
vyskyt obou populaci, takze Casto kolonizuji stejné aredly jako pied izolaci (vznik
sympatrie; Goiiy de Bellocq et al., 2018). Zivotnim prostiedim pro parazity jsou viak jejich
hostitelé. Pti kontaktu s vice hostiteli maji parazité potencidlné ptistup ke dvéma velmi
odlisnym prostfedim v zavislosti na divergenci hostitelit a jejich ,ko-divergenci*
S parazity. Parazit kolonizujici takovy nové dostupny prostor (,,host switching™) by mohl
mit vyrazné lepsi dopad na jeho potomstvo. Pokud se beéhem izolace u parazita vyvine
alela rusici u¢inek genu hostitele, ke kterému je jiny hostitel lhostejny, 1ze ocekavat rychlé
roz§ifeni a introgresi nebo se jedna o adaptaci na nové hostitelské prostiedi a konkurenci
S jiz pfitomnymi parazity, pfizpisobenymi tomuto prostiedi (Goilily de Bellocq et al.,
2018). V ptipadé mimotadné velké divergence mohou parazité rizné speciovat v systému,
kde jejich hostitelé stale hybridizuji pfi sekundarnim kontaktu. Ve fazi sekundarniho
kontaktu parazitli jsou jeho nasledujici generace bud’ konkuren¢né vylouceni, udrzuji
koexistenci nebo nasleduji hostitele. Tento extrém je dulezity pro odhad ko-fylogeneze
hostitele/parazita (Goiiy de Bellocq et al., 2018). Uginky parazitismu se obecn& lisi
Vv zavislosti na komunité paraziti a asoprostorovému uspotadani v rdmci hybridni zony
(Theodosopoulos et al., 2019). Pokud se hostitelé zijici sympatricky vyskytuji na stejnych
mistech jako pied izolaci (geografickou i ¢asovou), miiZze byt naruSen vysoce specificky
vztah mezi hostitelem a druhem parazita. Sympatrie tedy neni vzdy vhodnym indikatorem

pravdépodobnosti prichodu parazita pres HZ hostitele (Wasimuddin et al., 2016).

Identifikace funk¢nich znak, jako jsou rezistentni alely, které budou pravdépodobné
podléhat introgresi v hybridni zon€ nebo zméni vysledné fitness infikovanych jedinct, tak
odhali druhové bariéry (Theodosopoulos et al., 2019). Promichani v genomech hybridnich
organismi muize vést k variabilitim mimo jiné v jejich imunologické funkci (napf.
rekombinace alel imunitniho genu) a ekologickych interakcich (napft. vyuZzivani stanovist,
kompetice o zdroje). Takova variabilita miZze mit vyrazné ovlivnit reakce hostitele na
parazitismus (Theodosopoulos et al., 2019). Odpovéd genotypu parazita na genotyp

hostitele mize byt hodnocena podél genetického kontinua (hybridni index). Lze vytvaret
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a testovat linedrni a nelinearni modely, které zachycuji zékladni biologické rysy pro

hypotézy zalozené na jednoduchych kategoriich (Boecklen & Howard, 1997)

Selekce proti hybridiim je nezbytna pro udrzeni vazebné nerovnovahy a $itky kliny,
pficemz hostitel je jednim z hlavnich faktorii pro odhadnuti prevalence a diverzity
(Cozzarolo et al., 2018). Tvar kliny hybridni zony parazita byva také strméjsi nez jejich
hostitele, coz naznacuje, ze hybridizace parazita muze byt omezengjsi nez hybridizace
hostitele. Omezeni hybridizace parazitii ziejmée vyplyvaji z kombinace faktord, tj. vnitini
selekce proti hybridiim spojena se selekci parazita a vnéjsiho prostiedi, kterou uplatiuji
jejich hostitelé, interakce s ostatnimi holobionty, vnéjs$i bariéry plsobici na hostitele,
pricemz vSechny vnitini bariéry holobionta mohou podléhat genetickym vazebnym silam

(Goliy de Bellocq et al., 2018).

Piikladem hybridni zény ve vztahu hostitele a parazita je HZ tvofena Mus musculus
domesticus (mysi zapadoevropskou) a Mus musculus musculus (mysi stiedoevropskou), a
nékolika parazitickymi organismy s rtiznou mirou hostitelské specifity (Kvac et al., 2013).
Poddruhy mysi ve stiedni Evropé vytvaieji HZ se silnou centralni bariérou pro tok genti a
nékolik studii se vénovalo struktufe paraziti napti¢ transektem svych hostiteld. Studie
mysiho cytomegaloviru (MCMV) a kryptosporidii druhu Cryptosporidium tyzzeri odhalily
vys$s§i miru diverzifikace parazita oproti hostiteltim; existenci dvou odlisnych linii parazita,
kdy kazda z nich infikovala jiny poddruh mysi (Cizkova et al., 2018; Kvac et al., 2013).
Navic nebyla prokdzana hybridizace parazit uvniti HZ, pfestoZze se v laboratornich
podminkach povedlo tspésné zkiizit C. tyzzeri z obou linii. Odlisnou populacni strukturu
parazita objevili Wasimuddin et al. (2016), ktefi se zabyvali hostitelsky vysoce specifickou
hlistici Trichuris muris ve stejné oblasti HZ poddruhtt mys$i domaci. Piestoze by se dalo
oc¢ekavat, Ze parazit s piimym hostitelskym cyklem a nepohyblivym volné Zijicim stadiem,
ktery infikuje nové hostitelé, bude ko-speciovat se svym hostitelem, nenasledoval parazit
v tomto ptipad€ svého hostitele, ale geneticky tok mezi obéma poddruhy mysi napiic HZ
byl udrZzovan pomoci alternativnich hostiteld (pfedev§im mySic rodu Apodemus;
(Wasimuddin et al., 2016). Existenci hybridni zony u dvou parazitickych organismi napfic
HZ mysi domaci detekovali Gotiy de Bellocq et al. (2018). U houby Pneumocystis murina
a hlistice Syphacia obvelata zjistili, Ze diky vy$si mutacni rychlosti parazitd je jejich HZ
signifikantn¢ uzsi oproti HZ jejich hostitelt (Gotiy de Bellocq et al., 2018).

-14 -



Dalsim piikladem je HZ tvofena lesnacky Setophaga coronata coronataas.
c. auduboni ve Skalnatych horach (USA), u kterych byly zkoumany hemosporidie
(Plasmodium, Haemoproteus, Leucocytozoon) a jejich vliv na hybridni jedince, rodi¢ovské
poddruhy a vytvaieni postzygotickych reproduk¢nich bariér (Cozzarolo et al., 2018). Bylo
zjisténo, ze prevalence, intenzita ani diverzita parazitti se vyznamné nelisila naptic HZ
hostiteld. Jako vyznamny faktor ovliviwjici parazitémii se ukazala nadmotska vyska

(Cozzarolo et al., 2018).

1.2 Model Apodemus-Polyplax
1.2.1 Distribuce mySic r. Apodemus

Mysice rodu Apodemus jsou b&zné se vyskytujicimi druhy hlodaved v Evropé
(palearktické oblasti), pficemz nejrozsifengj$imi jsou mysSice Apodemus sylvaticus a
Apodemus flavicollis (Martint et al., 2018). Tyto dva fylogeneticky (oddéleny pied 4 mil.
let) i ekologicky velice ptibuzné druhy se lisi svou ¢tvrtohorni evolucni historii. Béhem
posledniho glacidlniho obdobi tyto druhy odliSné reagovaly na klimatické oscilace a
uchylily se do odlisnych refugii. Konkrétné A. sylvaticus prosel vyraznym hrdlem lahve
(,,bottleneck™) béhem zalednéni a usadil se v refugiu na Pyrenejském poloostrové a
Vv oblasti Apeninského a Balkanského poloostrova, zatimco A. flavicollis se uchylil
do nékolika velkych refugiich, které se nachazely na tizemi Apeninského a Balkanského
poloostrova, dnesniho Turecka a na Blizkém vychodé. Po otepleni oba druhy
rekolonizovaly Evropu, kdy A. sylvaticus migroval zejména z Pyrenejského poloostrova
(ostatni populace byly izolovany pohotimi) a A. flavicollis se rozsifil hlavné z oblasti

Apeninského a Balkanského poloostrova (Michaux et al., 2005).

Na zakladé fylogeografické analyzy (Martinli et al., 2018) vytvafeji mysSice
A. flavicollis dvé mitochondrialni linie, jejichz geograficka distribuce se z velké ¢asti
prekryva a casto se vyskytuji sympatricky na identickych lokalitaich. Multilokusové
analyzy ukazaly, ze po sekundarnim postglacidlnim kontaktu nasledoval frekventovany
tok gend, a rekolonizované populace se promichaly napfi¢ Evropou. Na uzemi
severozapadnich Cech pak utvofily panmiktickou populaci (nepublikovana SNP data
kolegti). Druh A. sylvaticus se podle mtDNA analyz rozdélil do tii geneticky odlisnych
klastrti (Martind et al., 2018), jejichz blizsi popis neni nutné zde uvadét vzhledem k tomu,
ze tento druh mysSice neni hostitelem podilejicim se na vzniku HZ linii parazita

studovaného v této praci (viz nize).
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1.2.2 Hostitelska specifita vsi Polyplax serrata

Ves Polyplax serrata je trvalym (permanentnim) krev sajicim parazitem s vysokou
hostitelskou specifitou (Martinu et al., 2020). Pfenasi se témét vyhradné pii fyzickém
kontaktu hostitell a vykazuji velmi vysokou troven koevoluce se svym hostitelem.
Genealogie linii v§i P. serrata a jejich hostitelskych druhit rodu Apodemus je velice
komplexni a zavisi na mnoha ekologickych rysech (Martinii et al., 2018). PredevSim
nejednotna evolud¢ni historie nejbéznéjsich evropskych druhi A. sylvaticus, A. flavicollis a
A. agrarius méla dopad na genealogie jejich parazitl, véetné endoparazitickych helminti
a ektoparazitli, jako jsou vs$i P. serrata. V dusledku rtiznych generacnich dob, a tedy i
rychlosti molekularni evoluce, mohou populace hostitele a parazita dospét do riznych

stupiii genetické diferenciace béhem své separace (napft. v refugiich; Martini et al., 2018).

Fylogeneticka analyza zalozena na mtDNA fragmentu pro cytochrom oxidazu | (COI)
ukazala, ze se v§i P. serrata rozdélily do n€kolika linii s odlisSnou mirou hostitelské
specifity (Martini et al., 2018; Stefka & Hypsa, 2008). Za prvé na linii Aa parazitujici na
A. agrarius a A. uralensis. Za druhé linie Asp parazitujici A. peninsulae. Tyto dvé linie se
vyskytuji spiSe na Blizkém vychodé¢ a centralni Asii, nicmén¢ jejich arealy zasahuji i do
sttedni Evropy. Dale na linii N (nespecifickou), ktera parazituje jak A. sylvaticus, tak A.
flavicollis na celém uzemi Evropy. Povazuje se za vice generalistickou a také by méla mit
vys§i uroven toku gend, protoZze ma vice piilezitosti na nalezeni vhodného hostitele
(Martint et al., 2018). Posledni mitochondrialni linii je linie S (specificka), parazitujici
pouze A. flavicollis. V linii S se projevuje nizka geneticka diverzita a vyssi Groven izolace
(Martini et al., 2018). Zaroven u linie S vznikla zajimava situace. Navzdory obecnym
predpokladim o distribuci parazita nasledujici svého hostitele, pfi postglacialni
rekolonizaci linie S neutvofila jednolitou populaci napfi¢ Evropou jako jeji hostitel, ale
vytvorily se dva geneticky odliSné klastry (mitochondridlni sublinie) se vzdjemné
exkluzivni distribuci a uzkou zénou kontaktu. Tyto dvé haplotypové sublinie, SW
(specificka zapadni) a SE (specifickd vyhodni), se neprolnuly v misté sekundarniho
kontaktu narozdil od svého hostitele A. flavicollis (Martint et al., 2018, 2020).

K ziskani prvni ptedstavy o projevu sekundarniho kontaktu na evoluci vsi P. serrata
byly analyzovany Martint et al. (2020) tfi druhy metagenomickych dat: 1. Jaderné SNP.
2. Kompletni mitochondridlni genomy, které jsou u vsi P. serrata rozdéleny do 11

minichromozomu. 3. Kompletni genomy symbiotické baterie Legionella polyplacis.
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Neschopnost dvou populaci piekroc€it sekundarni zonu kontaktu naznacuje, Ze béhem
rekolonizace sehraly roli i jiné faktory nez distribuce hostitele nebo diferenciace genomu
parazita uvniti refugia. Zdatnost anebo reprodukce krev sajiciho hmyzu ¢asto zavisi na
ruznych bakteridlnich symbiontech (jako je L. polyplacis u vsi P. serrata). Tésnost vztahu
hostitele a symbionta muze v téchto situacich vést k metabolické spolupraci mezi jejich
genomy. Dlouhodoba izolace v refugiich by tak mohla vyustit ve specifické adaptace
genomu VvS§i a symbionta, které by znamenaly nekompatibilitu jejich genomt pfi
sekundarnim kontaktu (Martinu et al., 2018). Genomy L. polyplacis podle Martinu et al.
(2020) odhalily fylogenetickou strukturu shodnou s mtDNA u linii SW a SE.

Vznik hybridni zény u specifické linie v§i P. serrata lze obecné nejlépe vysvétlit
hypotézou, kdy béhem separace béhem c¢tvrtohorniho zalednéni doséhly obé¢ linie (SW a
SE) vyrazné genetické diferenciace, coZ mélo za nasledek vznik silné (ale ne absolutni)
postzygotické bariéry pfi sekundarnim kontaktu. V dusledku kiizeni mezi liniemi SW a
SE jsou produkovani hybridi, u nichz se ptedpoklada snizena zivotaschopnost (Martinti et
al., 2020). Navic relativné nizka prevalence (9 %) v$i P. serrata ma za nasledek malou
efektivni velikost populace, coz urychluje geneticky drift a fragmentaci populaci. Parazité
bez voln¢ Zzijicich stadii a mezihostiteld maji obecné také vychyleny pomér pohlavi
smérem k samicim, coz muze ovlivnit proces introgrese po sekundarnim kontaktu
(Martini et al., 2018). Schopnost Sifeni paraziti je do velké miry dan socialnim
uspofadanim a disperzi hostitele. Parazitické vS§i maji po cely zZivot jako jediné Zivotni
prostiedi svého hostitele, takze jejich moznosti $ifeni jsou omezeny na piimy kontakt
mezi hostitelskymi jedinci (Martind et al., 2018). Z pohledu hostitele HZ parazita funguje
vV mikroevoluénim meéfitku jako zona pfesunu parazitl (,,parasite turnover zone), kdy
hostitelsti jedinci ,,volné prechazeji* z jedné oblasti do oblasti druhé, ale SE a SW linie

zUstavaji v jedné nebo druhé oblasti (Martint et al., 2020).

Model Apodemus-Polyplax, s nékolika druhy hostiteld a liniemi parazita s odlisnou
preferenci hostitelt a evolucni historii tedy poskytuje vycet diikazii o tom, Ze 1 mirny posun
Vv hostitelské specifité (N vs. S) se mlize promitat v rozdilné genetické charakteristice
populace paraziti (Martind et al., 2018). Shrnuti modelu Apodemus-Polyplax je
vyobrazeno na Obr. 1.
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Obr. 1: Shrnuti vztaht modelovych organismt: myS$ic r. Apodemus a vs§i Polyplax serrata. Prevzato z:
https://doi.org/10.1111/mec.15653. (a) Hlavni fylogenetické vztahy mySic r. Apodemus. (b) Sympatricka
distribuce mysic r. Apodemus v Evropé. (c) Dvé mitochondrilni linie hostitele A. flavicollis a distribuce
specifickych linii v8i P. serrata (modra plocha — SW; &ervena plocha — SE). Oblast sekundarniho kontaktu
hostitelt (SCZ) a hybridni zona linie S (fialovy pruh). (d) Sesterské linie v3i P. serrata (S, N) s odlisnou mirou
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2 Cile prace

Tato prace je zaméfena na evoluéni model koevoluce hostitele a parazita, kde jsou
modelovymi organismy mysice Apodemus flavicollis (jako hostitel) a ves Polyplax serrata
(jako parazit). Jedna ze sesterskych linii v§i P. serrata vytvofila hybridni zéonu v oblasti

sekundarniho kontaktu jejiho hostitele.
Pro studium hybridni zony linie S vsi P. serrata byly vyty¢eny nasledujici cile:

1. Vypracovani struéné literarni reSerSe o hybridnich zonach a shrnuti modelu
Apodemus-Polyplax.

2. Urceni typu hybridni zony.

3. Odhadnuti geografické sifky hybridni zony pro jaderné a mitochondrialni lokusy.

Splnéni téchto cilit zahrnovalo:
e Sbér vzorkl v terénu
e Molekularni zpracovani dat
e Bioinformatické zpracovani dat (pro SNP dataset, mtDNA a jaderné kontigy)
e Zjisténi frekvence linii SW a SE napfic transektem
e Zjisténi struktury hybridni zony

e Porovnani jaderného a mitochondridlniho genomu
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3 Material a metody

3.1 Odchyt hostiteli a smér materialu

K ziskani v§i Polyplax serrata ze specifické linie bylo nejprve nutné odchytit jejich
hostitele, mysice lesni (Apodemus flavicollis). Odchytové lokality byly stanoveny na
zaklad¢ predchozich studii (Martini et al., 2018, 2020) v oblasti nejpravdépodobnéjsiho
vyskytu hybridni zony napti¢ Evropou. Tato prace je zaméiena na oblast severo-zapadni
&asti Ceské republiky a zahrnuje celkem 23 lokalit (Obr. 2). Mysice A. flavicollis byly na
lokalitach chytany do klasickych dievénych sklapovacich (tj. mrtvochytnych) pasti a z
lokalit do laboratofe premistény v papirovych saccich. V laboratofi byly nejprve
Z hostitelil ziskdny enviromentalni stéry z kiize. Nasledné byli z mySic vy¢esédni a odebrani
ektoparazité pomoci zubniho kartacku, pinzety a filtraéniho papiru a uchovani v 1,5 ml
mikrozkumavkach (Eppendorf) se 100 % ethanolem. NejCastéjsimi ektoparazity byla
klistata, rozto¢i, blechy a v neposledni fadé vsi. Vzhledem k nemoznosti ur¢eni mysic
A. flavicollis a A. sylvaticus do druhu na zakladé¢ morfologickych znaku, byl dale pro
potteby pozd¢jsi molekularni determinace odebran kus tkané hostitele (prsty) a pro potieby
dalsi studie jim byla vypreparovana slezina. Veskeré tkané byly ulozeny do ¢istého lihu a
uchovany v -20°C. Autorka této prace se ucastnila 4 terénnich vyjezdi a v laboratofi se
podilela na molekularnim uréeni 20 mysic do druhu a mitochondrialni determinaci 20

jedinct P. serrata.
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3.1.1 Izolace hostitelské DNA

Pro druhové urceni hostitelti byl pouzit 0,5 cm velky kus tkané. Pii praci s hostitelskou
tkani byly v kazdém kroku sterilizovany laboratornimi ndstroje pomoci ethanolu a
sterilizatoru nastroji (Schuett Solaris). Kvuli odstranéni nadbyteéného ethanolu byla
odstfizena tkai umisténa na 30 min. do vakuového koncentratoru (Eppendorf). Samotna
izolace DNA byla provedena pomoci izola¢niho kitu DNeasy Blood & Tissue Kit od
spole¢nosti QTAGEN podle ptiloZzeného protokolu Purification of Total DNA from Animal
Tissues (Spin-Column Protocol).

Pro zvyseni efektivity izolace byl protokol upraven ve dvou bodech: Po piidani ATL
pufru (180 pl) byl kus tkané rozstiihan ntizkami na mensi kusy. Dale namisto 200 pl
elu¢niho pufru AE bylo pouZzito 80 ul a inkubaéni doba pro eluci DNA pies kolonku byla

prodlouZena z 1 min. na 5 min. pii pokojové teploté.
3.1.2 Spektrofotometrie, PCR a gelova elektroforéza

U vyizolované DNA byla ovéfena Cistota a dostatecna koncentrace pomoci vysoce
citlivého spektrofotometrického méfeni v ptistroji NanoPhotometer P330 (Implen). Pro
kalibraci pfistroje byl pouzit 1 ul eluéniho AE pufru. Pfi koncentraci vyssi nez 100 pl bylo
nutné izolaty roziedit v poméru 1:9 (DNA:PCR ultracista voda od firmy Top-Bio).

Dle (Michaux et al., 2001) byla pro molekularni rozliseni dvou hostitelskych druht
(A. flavicollis, A. sylvaticus) pouzita nukleotidova sekvence ¢asti mitochondrialniho genu
pro cytochrom b (265-290 bp) (viz. Tab. l.). KnamnoZeni c¢asti genu slouZzila
polymeréazova fetézova reakce (PCR). Reakéni smés o celkovém objemu 25 ul byla
namichana z reagencii uvedenych v Tab. Il. Spolu se vzorky byla vzdy namichana
negativni kontrola, coz byla stejna reakéni smés, jaka je uvedena v Tab. Il., ale bez vzorku

DNA. DNA A. flavicollis a A. sylvaticus byla pouzita jako pozitivni kontrola PCR reakce.

Tab. I. Sekvence PCR primert pro determinaci hostiteld.

Hostitel Primer Sekvence

Apodemus flavicollis  FlaUP (forward) 5-AGCTACACTAACACGTTTC-3’
Apodemus flavicollis FlaDN (reverse) 5-GCGTATGCAAATAGGAAGTAC-3’
Apodemus sylvaticus  SylUP (forward) 5-GAGGAGGATTCTCAGTAGAC-3’
Apodemus sylvaticus  SyIDN (reverse) 5-TTAATATGGGGTGGGGTGTTA-3’
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Tab. 1I. PCR reagencie pro determinaci hostiteld.

Mnozstvi (ul) Reagencie

12,5 2x PPP Master Mix (Top-Bio): buffer, polymeraza, MgClz, ANTPs
9,5 PCR ultradista voda (Top-Bio)

1 forward-primer (10uM)

1 reverse-primer (10uM)

1 izolovana hostitelska DNA (10 ng/ul)

PCR reakce probihala v pfistroji Mastercycler X50s (Eppendorf). Casy jednotlivych
fazi PCR a pocty cykli byly nastaveny dle doporuceni v protokolu vyrobce PPP Master
Mixu (viz. Tab. I11.). Dale byla nastavena teplota nasedani primert podle (Michaux et al.,
2001).

Tab. Ill. Faze PCR programu.

Faze cyklu Teplota Cas Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 95 °C 5min 1
Denaturace 94 °C 20s

Nasedani primerti 52°C 30s 33

Syntéza DNA 72 °C 1 min

Konec¢na syntéza DNA 72 °C 10min 1
UdrZovaci teplota 10 °C

Uspé&snost PCR reakce byla ovéfena pomoci gelové elektroforézy. Na piipravu 1 %
agardzoveho roztoku bylo pouzito 0,4 g agardzy, 40 ml TE-pufru a 1 pl barviva GelRed
(Biotum). Barviva bylo pouzito méné (2 ul na 50 ml), nez je doporuceno vyrobcem, ale
bylo zcela dostatecné. K urceni piiblizné velikosti PCR fragmentt byl do prvni jamky
ztuhlého gelu pfidan 1 pl 100 bp Plus DNA Ladder (GeneRuler 100bp Plus) (Thermo
Scientific), do dalSich jamek v gelu bylo napipetovano 4-5 ul PCR produktu a také
pozitivni a negativni kontrola z pfedchoziho kroku. Poté byla provedena fotodokumentace
gelu pod UV svétlem za pomoci programu Alliance 4.7 a dokumenta¢niho systému
UVITEC (Uvitec Cambridge). Podle ptitomnosti nebo absence PCR produkti o0
odpovidajici velikosti fragmentl s dvojicemi Syl a Fla primert byly vzorky pfifazeny

k pfislusnému hostitelskému druhu (Apodemus flavicollis nebo Apodemus sylvaticus).
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3.2 Analyza struktury populace vsi Polyplax serrata
3.2.1 Determinace vsi

Pomoci stereomikroskopu Nikon SMZ745T byly vsi vytfidény od ostatnich
ektoparazitii a dale na zaklad¢é morfologie ur¢eny do druhu (Ferris et al., 1923; Smetana et
al., 1965; Wegner et al., 1974). Nasledn¢ byly vybrany vs$i Polyplax serrata, zméfeny a
vyfotografovany pomoci softwaru Motic Images Plus (Motic). Pii manipulaci s parazity

bylo pracovano se sterilnimi nastroji stejn¢ jako pfi manipulaci s hostitelskou tkani.
3.2.2 Molekularni zpracovani DNA

Pro uréeni piislusnosti jedinct P. serrata do Specifické (S) nebo Nespecifické (N) linie
bylo z divodu absence morfologickych odliSnosti nutné podrobit jednotlivé vsi
molekularnimu zpracovani. Extrakce DNA v§i probihala obdobné jako tomu bylo u izolace
hostitelské DNA. Pfi izolaci byl pouzit izola¢ni kit QIAamp DNA Micro Kit (QIAGEN)
a protokol Isolation of Genomic DNA from Tissues. DNA byla izolovana do 25ul AE
pufru. Reakéni smés pro PCR o objemu 25 ul byla pfipravena z reagencii uvedenych

v Tab. IV.

Tab. IV. PCR reagencie pro determinaci vsi.

Mnozstvi (ul) Reagencie

12,5 2x PPP Master Mix (Top-Bio): buffer, polymeraza, MgClz, ANTPs
9,5 PCR ultracista voda (Top-Bio)

1 forward-primer (10uM)

1 reverse-primer (10uM)

1 izolovana DNA vsi (0,5-1 ng/ul)

Byla amplifikovana ¢ast mitochondridlniho genu pro cytochrom c oxidazu 1 (COI;
379 bp) podle Hafner et al., (1994) (viz. Tab. V.). Starsi izolat DNA vsi stejného druhu

byl pouzit jako pozitivni kontrola. Byla namichana i negativni kontrola.

Tab. V. Sekvence PCR primeru pro amplifikaci DNA v§i.

Primer Sekvence
forward L6625 5'-CCGGATCCTTYTGRTTYTTYGGNCAYCC-3'
reverse H7005 5'-CCGGATCCACNACRTART ANGTRTCRTG3'
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Program pouzity k prubéhu PCR byl podobny jako v pfedchozi kapitole, v tomto
piipadé ale byla teplota nasedani primerti snizena na 50 °C. Uspé&ny priibéh PCR byl
ovéfen pomoci gelové elektroforézy. PCR produkty o spravné velikosti byly dale
enzymaticky precistény, aby doslo k odstranéni nezddoucich kratkych produkti PCR a
primerd. Enzymatickd smés ExoCleanUp FAST (VWR) obsahovala termolabilni
exonukleazu I (HL-Exol) a rekombinantni alkalickou fosfatdzu z krevet (rSAP). Pfidany
objem smési byl oproti protokolu od vyrobce (2 pul ExoCleanUp FAST na 5 ul PCR
produktu) upraven na 4 ul ExoCleanUp FAST na 20 pl PCR produktu. Takto ptecisténé
vzorky  byly odeslany na  celogenomové  sekvenovani  firmé  SEQme

(https://www.segme.eu/en/sanger-sequencing/). Vétsina vzorku byla ziskana a zpracovana

v predchozich etapach tymem podilejicim se na GACR projektu. V ramci této prace

autorka provedla izolaci DNA a molekularni uréeni 20 vsi Polyplax serrata.
3.2.3 Bioinformatické zpracovani

Data  ziskand ze  sekvenace byla v programu  Geneious  Prime

(https://www.geneious.com/) zafazena do celoevropského datasetu, ktery zahrnoval vsi

Polyplax serrata z linie specifické (SE, SW) i nespecifické (N), ziskaného v piedchozich
fazich vyzkumu. Na zdkladé¢ haplotypové sité vytvorené Vv programu PopART

(https://popart.maths.otago.ac.nz/), ze které bylo mozné urcit piislusnost kazdého vzorku

K jednotlivym liniim, v tomto pfipadé konkrétné k linii SE nebo SW, bylo naptic
sledovanym transektem vybrano 100 vhodnych jedincii, jejichz genomy byly odeslany na
resekvenaci do Roy J. Carver Biotechnology Center (University of Illinois at Urbana-

Champaign, USA,; https://research.illinois.edu/researchunit/roy-j-carver-biotechnology-

center).

Analyzy metagenomickych dat bylo nutné provést pomoci bioinformatické pipeline
(Martint et al., 2020) instalované na vypocetnim serveru Katedry parazitologie. Nejprve

program Bowtie2 (https://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/manual.shtml) namapoval

ready kazdého ze 100 resekvenovanych vzorkl na referenéni genom Polyplax serrata.
Jako referen¢ni genom byl pouzit genom jedince z linie N, protoZe nespecifickd linie je
sesterskym druhem S linie a geneticky stejné vzdalena jak k linii SE (specificka vychodni),

tak k linii SW (specificka zapadni; (Martint et al., 2020). Pomoci programu Qualimap

(http://qualimap.conesalab.org/) bylo ovéfeno spravné namapovani jednotlivych vzorku

na referenci a dostate¢né pokryti vSech kontigli. Nasledné byl pomoci programu SAMtools
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(https://www.htslib.org/) dataset zbaven duplicitnich sekvenci, které vznikaji pti PCR

nebo chybou sekvenac¢niho pfistroje, a byly vytvofeny indexy pro jednotlivé vzorky
umoziujici dalsi zpracovani dat. \Y programu GATK4

(https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us)  bylo nasledné provedeno genotypovani

jednotlivych vzorki, slouc¢eni v§ech vzorki do jednoho datasetu a vyhledani variabilnich
pozic (SNPs) napfic genomickymi lokusy. Pomoci programu VCFtools

(https://vcftools.sourceforge.net/) bylo zjisténo procentualni mnozstvi chybéjicich dat

napfi¢ jednotlivymi vzorky. Filtrovani SNPs bylo provedeno v programu PLINK
(https://zzz.bwh.harvard.edu/plink/). Dataset byl nejprve podroben tzv. MAF filtrovani

odstranujici varianty s nizkou frekvenci alel, ktera byla nastavena na 0,05 (5 %). Pro dalsi
analyzu bylo nutné odstranit SNPs ve vazebné nerovnovaze (Linkage disequilibrium —
urcujici nendhodnou asociaci mezi geny). Pro vyjadieni vazebné nerovnovahy byla
v programu PLINK pouzita hodnota r? (r? value). Vysledn4 hodnota r? byla stanovena na
0,2, coz je standartné¢ pouzivana hodnota a dataset byl timto zptisobem profiltrovan na

SNPs ve vazebné rovnovaze a bialelické lokusy.

Popula¢ni struktura S linie byla vyhodnocena pomoci nékolika rtiznych pfistupa.
Profiltrovany dataset byl analyzovan programem Admixture, ktery metodou maximum
likelihood odhadl ptivod kazdého jedince a optimalni mnozstvi K, které 1ze chapat jako
pocet genetickych klastrii (populaci). Celkem bylo provedeno 5 nezavislych béht pro
hodnoty K1-K10. Dalsi pouzitou analyzou byla PCA neboli analyza hlavnich komponent,
kterd umoZiiuje transformovat pocet dimenzi mnohorozmérnych dat. PCA analyza pro
celogenomovy dataset (SNP) byla provedena v RStudiu s baliky programtu gdsfmt,
SNPRelate, ggplot2, ggrepel a GWASTools.

Jednim ze zplisobtl, jak nahlédnout na detailn&jsi strukturu hybridni zony je klinalni
analyza. V tomto pfipad¢ byla klindlni analyza provedena pomoci softwarového balicku
HZAR v programu RStudio. Ve vstupnim souboru byla pro kazdy vzorek uvedena
geograficka vzdalenost podél osy hybridni zony (Obr. 2), vysledné frekvence ptavodu
vzorkll z analyzy softwaru Admixture pro K2 a pfisluSnost ke genetickym klastrim SE,
SW nebo hybridi (uréené dle vysledkl analyz Admixture a PCA). V HZAR byla nejprve
metodou maximum likelihood zjisténa nejpravdépodobnéjsi podoba kliny kombinaci 15
riznych parametrt (scaling= "none", "fixed", "free" a tails= "none", "right", "left",

"mirror", "both"). Dale byla dvakrat optimalizovana vysledna podoba kliny, ktera nejlépe
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odpovidala rozlozeni vstupnich dat. Na bioinformatickém zpracovani dat se autorka

podilela v plném rozsahu.
3.2.4 Mitochondrialni dataset

Ke studiu struktury hybridni zony byl kromé jaderného datasetu pouzit i
mitochondrialni dataset Polyplax serrata. K analyze byly pouzity v§echny sekvence COI
(gen pro podjednotku cytochrom oxidazy I, 379 bp) z S linie ziskané k uréeni v$i P. serrata
do Sa N linie (kap. 1.2.2) ze stejné oblasti, z které byla ziskana metagenomicka data.
Podobné jako u celogenomového datasetu byla i v tomto ptipad€ vytvofena v programu
PopART haplotypova sit’, podle niz bylo mozné jednotlivé vzorky pfifadit do ptislusné
linie (SE nebo SW). Do mtDNA datasetu bylo pouzito celkem 151 vhodnych jedinct.
Podle poc¢tu SE a SW vzorki na kazdé lokalité byla vypocitana frekvence zastoupeni linii
po lokalitach a ty nasledné vyneseny do grafu vytvoreného v Structure plot V2.0. ZjiSténé
frekvence byly dale analyzovany softwarem HZAR (RStudio) stejnym zptisobem jako
jaderné SNP (kap. 3.2.3).
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4 Vysledky

Celkem bylo napii¢ transektem odchyceno 987 mysic (r. Apodemus), z ¢ehoz 441
mysic bylo molekularné urceno jako druh Apodemus flavicollis. U 56 mysic A. flavicollis
bylo celkem nalezeno 212 vsi Polyplax serrata, takze prevalence ¢inila 12,2 %. Z toho
bylo na zakladé molekularniho uréeni pfifazeno 197 vsi k linii Sa 15 vsi k linii N.
Nasledné bylo 60 vsi stanoveno jako linie SE a 101 jako linie SW na zaklad¢
mitochondrialniho genu pro cytochrom c oxidazu I (COI; 379 bp).

Po bioinformatickém zpracovani datasetu z celogenomového resekvenovani bylo
ziskano 4 878 614 jadernych SNP pro 100 vybranych jedinct (Tab. V1.). Pak bylo metodou
PCA v programu R analyzovano 4 333 nezavislych SNP. Graficky vystup PCA analyzy je
zobrazen na Obr. 3.

pca based on 4333 unlinked snps

SW H‘brids SE
°.&
e* 122D SW 44RADb_SE
°°"P§°‘ozeoz_sw 29DR_SE o . [ e
*272D_SW 0o :
DPH41d © ¢, ." *
b Lt 21KORb_SE
JMBBE_SW \i13_sw 16420
L segaz'l-c“ edi7z1b  19ApoCHYb_SW  KO_70c.8 .
= e SKO 706 S % -0.
133_Ld_SE °'/, IW&%W}E’_ T %
1 c_SW = it
133ZLc SE M’?;W;E .’.: §
N
106MANG_SW *106MAN_SE L0t
106MANb_SW 7  106MANe_SW
106MANd_SW
.& --0.2
.
46MAN_SW
01 0. -01 0.2
PC15.42%
Obr. 3: Vysledek PCA.
Tab. VI. Seznam vzorkd pro SNP dataset.
. Vzdalenost R
Vzorek Lokalita Z. Sifka Z. délka na ose (.;e.n eticka
(zkratka) (km) linie
2HBb_SW gjg)“ Blamad 549977 12750836 0 SW
2HBC zﬁg)‘l Blamd  5h2977 12750836 0 SW
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Pokracovani Tab. VI.

21Ab4_SW
19JA1_SW

11AFJb_SW

1JAAplb_SW
27ZD_SW
29DZ_SW
13ZD_SW
30AF_VOJb_SW
30V0J_SW

21Lol_SW

21Lolb_SW

1STRf
DPH41d

JM858_SW
JM863_SW

JM866_SW

1STRb_SW
1STRc_SW
Doup5c
VI115_SW
V1114 _SW
VII12_SW
VII13_SW
VI1118_SE
17ZLb
98ZLd
98ZLc
98ZLe
99ZLb
133ZLb
133 Ld_SE

Albertamy (AB)

Jachymov
(JACH)
Jachymov
(JACH)
Jachymov
(JACH)

Dolni Zd’4r (DZ)
Dolni Zd4r (DZ)
Dolni Zd’4r (DZ)
Vojkovice (VOJ)
Vojkovice (VOJ)

Lomnice (LOM,
LO)
Lomnice (LOM,
LO)

Struzna (STR)

Struzné (DouH)

VOj. prostor
Doupov (JM)
VOj. prostor
Doupov (JM)
VOj. prostor
Doupov (JM)

Zalmanov (STR)
Zalmanov (STR)
Lestkov (DOUP)
Verusicky (VII)
Verusicky (VII)
Verusicky (VII)
Verusicky (VII)
Verusicky (VII)
Nevdék (ZL)
Protivec (ZL)
Protivec (ZL)
Protivec (ZL)
Protivec (ZL)
Protivec (ZL)
Protivec (ZL)

50.369558
50.390639

50.390639

50.390639

50.323875
50.323875
50.323875
50.289979
50.289979

50.263955

50.263955

50.188426
50.188426

50.24375

50.24375

50.24375

50.188525
50.188525
50.364145
50.151525
50.151525
50.151525
50.151525
50.151525
50.083267
50.10091
50.10091
50.10091
50.10091
50.10091
50.10091

12.82884
12.903343

12.903343

12.903343

12.951385
12.951385
12.951385
13.0161919
13.0161919

13.018557

13.018557

12.99591
12.99591

13.049256

13.049256

13.049256

12.98715

12.98715

13.190289
13.185241
13.185241
13.185241
13.185241
13.185241
13.16342

13.209159
13.209159
13.209159
13.209159
13.209161
13.209161

3.2
14.24

14.24

14.24

17.8
17.8
17.8
24.2
24.2

25.3

25.3

26.7
27.1

28.5

28.5

28.5

29.6
29.6
32.8
42.4
42.4
42.4
42.4
42.4
46
46
46
46
46
46
46.3

SW
SW

SW

SW
SW
SW
SW
SW

SW

SW

SW
SW

SW
SW

SW

SwW
SW
SwW
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
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Pokracovani Tab. VI.

133ZLc_SE
182ZLb
164ZLb

53MANC_SW

53MANa_SW

53MANb_SW

53MANd_SW

46MAND_SW

46MAN_SW

46MANd_SW

46MANC_SW

47TMAN_SW

47TMANDb_SW

106 MANc_SW

106MANd_SW

Protivec (ZL)

Mokr4 (ZL)

Mokra (ZL)

Nova
Doubravice
(Nectiny)
(MAN)
Nova
Doubravice
(Nectiny)
(MAN)
Nova
Doubravice
(Nectiny)
(MAN)
Nova
Doubravice
(Nectiny)
(MAN)
Nova
Doubravice
(Nectiny)
(MAN)
Nova
Doubravice
(Nectiny)
(MAN)
Nova
Doubravice
(Nectiny)
(MAN)
Nova
Doubravice
(Nectiny)
(MAN)
Nova
Doubravice
(Nectiny)
(MAN)
Nova
Doubravice
(Neétiny)
(MAN)
Nova
Doubravice
(Nectiny)
(MAN)
Nova
Doubravice
(Nectiny)
(MAN)

50.10091
50.122264
50.122264

49.990235

49.990235

49.990235

49.990235

49.990235

49.990235

49.990235

49.990235

49.990235

49.990235

49.990235

49.990235

13.209161
13.216168
13.216168

13.163822

13.163822

13.163822

13.163822

13.16382

13.16382

13.16382

13.16382

13.16382

13.16382

13.163823

13.163823

46.3
46.3
46.3

48

50.2

50.2

50.2

50.2

50.2

50.2

50.2

50.2

50.2

50.2

50.2

Hyb
Hyb
Hyb

Hyb

Hyb

Hyb

Hyb

Hyb

Hyb

Hyb

Hyb

Hyb

Hyb

Hyb

Hyb
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Pokracovani Tab. VI.

106MANb_SW

106MANe_SW

106MAN_SE

1MAN_SE
16poCHYb_SE
16ApoCHY_SE

19ApoCHYa_SW
19ApoCHYb_SW

19ApoCHYc_SW

11RNSa_S

11RNSd_SE
11RNSb_S

11RNSc_SE
15RNSa_SE
15RNSc_SE
15RNSd_SE

15RNSb_S

22POT_SE
15HV_SW
3HV_SW
28HV_SE
2HV_SE
16HV_SE

KO_36d_SW

KO_36b_SW

Nova
Doubravice
(Nectiny)
(MAN)
Nova
Doubravice
(Nectiny)
(MAN)
Nova
Doubravice
(Nectiny)
(MAN)

Manétin (MAN)
Dvorec (CHY)

Dvorec (CHY)
Porici, okres KV
(CHY)

Porici, okres KV
(CHY)

Porici, okres KV
(CHY)

Rabstejn nad
Strelou (RNS)
Rabstejn nad
Stielou (RNS)
Rabstejn nad
Stirelou (RNS)
Rabstejn nad
Stielou (RNS)
Rabstejn nad
Stielou (RNS)
Rabstejn nad
Stielou (RNS)
Rabstejn nad
Stielou (RNS)
Rabstejn nad
Stielou (RNS)

Potvorov (POT)
Hodoviz (HV)
Hodoviz (HV)
Hodoviz (HV)
Hodoviz (HV)

Hodoviz (HV)

Potvorov —
Bukovina (KOR)
Potvorov —
Bukovina (KOR)

49.990235

49.990235

49.990235

49.991085
50.069557
50.069557

50.093586

50.093586

50.093586

50.04219

50.04219

50.04219

50.04219

50.04219

50.04219

50.04219

50.04219

50.016008
49.955631
49.955631
49.955631
49.955631
49.955631

49.989676

49.989676

13.163823

13.163823

13.163823

13.215867
13.287068
13.287068

13.26867

13.26867

13.26867

13.28939

13.28939

13.28939

13.28939

13.2894

13.2894

13.2894

13.2894

13.395606
13.274451
13.27445

13.274453
13.274449
13.274452

13.413877

13.413877

50.2

50.2

50.2

50.2
51
51

51

51

54

54

54

54

54

o4

54

54

63.5
63.7
63.7
63.7
64
64

64

64

Hyb

Hyb

Hyb

Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb

Hyb
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Pokracovani Tab. VI.

KO_36c_SW
KO_36a_SW
KO_14_SW
KO_20_SW
KO_20c_SW
KO_20b_SW
KO _23 SW
KO_70a_SE
KO_70b_S
KO _70c_S
7KOCc_SE
7KOC_SE
7KOCb_SE
15KOCc_SE
15KOCb_SE
15KOC_SE
21KORDb_SE
21KORc_SE

29DR_SE
2RAD_SE
6RAD_SE

51RAD_SE
RAD51c_SE
RAD3% SE
39RAD_SE

RAD44b_SE
44RADb_SE

Potvorov —
Bukovina (KOR)
Potvorov —
Bukovina (KOR)
Potvorov —
Bukovina (KOR)
Potvorov —
Bukovina (KOR)
Potvorov —
Bukovina (KOR)
Potvorov —
Bukovina (KOR)
Potvorov —
Bukovina (KOR)
Remesin (KOR)
Remesin (KOR)
Remesin (KOR)
Kocin (u
Kralovic) (KOC)
Kocin (u
Kralovic) (KOC)
Kocin (u
Kralovic) (KOC)
Koc¢in (u
Kralovic) (KOC)
Kocin (u
Kralovic) (KOC)
Koc¢in (u
Kralovic) (KOC)
Koryta u
Kralovic (KOC)
Koryta u
Kralovic (KOC)
Dolni Hradisté
(DR)

Chockov (RAD)

Lhotka u Radnic
(RAD)

Chomle (RAD)
Chomle (RAD)
Chomle (RAD)
Chomle (RAD)
Chomle (RAD)
Chomle (RAD)

49.989676

49.989676

49.989676

49.989676

49.989676

49.989676

49.989676

49.993582
49.993582
49.993582

49.925264

49.925264

49.925264

49.925264

49.925264

49.925264

49.899712

49.899712

49.910474
49.895155
49.89315

49.860663
49.860663
49.860663
49.860663
49.860663
49.860663

13.413877

13.413877

13.413873

13.413874

13.413874

13.413874

13.413875

13.383746
13.383746
13.383746

13.483384

13.483384

13.483384

13.483385

13.483385

13.483385

13.471053

13.471053

13.491038
13.580371
13.593359

13.633592
13.633592
13.63359
13.63359
13.633591
13.633591

64

66.2

66.2

66.2

66.2

66.2

66.2

66.2
66.2
66.2

74

74

74

74

74

74

74.4

74.4

75.1

82.2

82.2

82.6
82.6
87.6
87.6
87.6
87.6

Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE

SE
SE
SE

SE
SE
SE
SE
SE
SE
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Barevné oznaceni bodl vzorkii SE (Cervené) a SW (modie) na Obr. 3 odpovida
zatazeni do mitochondridlnich linii ur€enych pomoci PCR (viz. kap. 3.2.2). Lista v horni
¢asti grafu znazornuje Cisté linie SW (modie) a SE (Cervené) na zakladé¢ vysledka PCA
analyzy jadernych SNP podél osy PC1 vysvétlujici 5,42 %. Uprostied se nachazeji hybridni
jedinci Hybrids (oranzovou barvou) zahrnujici smés SE a SW vzorkt. Ziskany graf
zobrazuje plynuly piechod z SW linie v§i Polyplax serrata klinii SE na zakladé

genetickych diferenciaci a zaroven geografickych vzdalenosti (viz Obr. 2).

Pivodni dataset se 4 878 614 jadernymi SNP byl pro ucely zpracovani dat dalSimi
softwary profiltrovan programem PLINK 1.9 stejnym zptisobem jako u PCA analyzy a
ulozen v pozadovaném formatu. Nasledné bylo pomoci softwaru Admixture provedeno 5
nezavislych cykli analyzy pro K1-K10. Vysledky vSech béhli se vyrazné neliSily. Podle
cross-validation value se jako nejpravdépodobnéjsi rozdéleni dat ukazala hodnota K2

(Obr. 4), tedy 2 genetické klastry, které odpovidaji parentalnim genomtum (viz kap. 3.2.3).

0.65 2
0.64
0.63
0.62
0.61
0.6
0.59
0.58

K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K10

—8—run_1 run_2 run_3 run_4 run_5

Obr. 4: Vysledky cross-validation value pro K1-K10 péti nezavislych cykld (run_1-run_5) v
programu Admixture.

Grafické zobrazeni frekvenci zastoupeni obou genetickych klastri u kazdého jedince
bylo vytvoieno pomoci Structure plot V2.0. (Obr. 5).
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Obr. 5: Grafické zobrazeni frekvenci jaderného genomu.

Graf ukazuje jednotlivé vzorky setazené geograficky podél osy transektu (0-88 km, viz
Obr. 2). Stejné jako u predchozi PCA analyzy lista v horni ¢asti obrazku oznacuje Cisté SE
(Gervené) a SW (modie) linie a hybridy (Hybrids — oznaceny oranzove). Je zde opét patrny
plynuly ptechod linie SW Kk linii SE s jejich hybridy uprostied, pfi¢emz se hybridni zéna
pohybuje od 42. do 64. kilometru.

Aby bylo mozné porovnat vyvoj hybridni zony mezi jadernym a mitochondrialnim
datasetem, byl vytvoifen obdobny graf frekvenci zastoupeni SE a SW linii i pro
mitochondrialni data zahrnujici COI sekvence (ziskané primarn¢ pro Gcely rozdéleni v§i do
S a N linii — viz kap. 3.2.2) Protoze kazdy jedinec dédi mitochondrii pouze maternalné a
ma tedy bud’ SE nebo SW mitochondrii, frekvence pro mtDNA dataset byly vypocitany
podle poctu ziskanych jedincii s SW nebo SE mitochondrii na kazdé lokalité¢ podél osy

transektu (viz Obr. 2). Graf byl také vytvofen pomoci Structure plot V2.0 (Obr. 6).

—c

14km 30km 49km 75]
1 1 1 rm ﬂlBkm

SW Hybrids
— I

My
STR

i

2z

May
ChYrng
Kospoyr.

Doyp

g
;
F]
3
§
$

Obr. 6: Grafické zobrazeni frekvenci mitochondridlniho genomu.
Graf na Obr. 6 ukazuje frekvence zastoupeni SE a SW mitochondrii na lokalitach

sefazenych geograficky podél osy transektu podle vzdalenosti lokalit (0-88 km; viz Obr. 2).

RovnéZ je zde patrny plynuly pfechod od lokalit zastoupenych pouze SW (modra) jedinci

k lokalitam s jedinci SE (Cervena), ov§em s mirnymi odchylkami. Hybridni zona (lokality
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s SW i SE jedinci) se pohybuje v rozmezi od 15. do 70. kilometru. Graficky vystup
softwarového balicku HZAR v programu R umoznil bliz§i nahlédnuti do struktury hybridni
z6ny. Jako nejpravdépodobnéjsi podoba kliny pro jaderny (SNP) dataset se ukazala kiivka
kombinaci parametra scaling= "fixed" a tails= "none". Vysledné optimalni proloZeni kliny

jadernymi daty je zobrazeno na Obr. 7.
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Obr. 7: Graficky vystup analyzy se softwarem HZAR pro SNP dataset.

Stejného softwaru bylo pouZito pro i mtDNA dataset, ktery byl ziskdn stejnym
zpisobem jako v pfedchozim kroku (kap. 3.2.3). Jako nejpravdépodobnéjsi byla v balicku
HZAR vyhodnocena podoba klina s parametry scaling= "none" a tails= "none" a graficky

vystup optimalizované kiivky pro mitochondrialni data je zobrazen na Obr. 8.
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Obr. 8: Graficky vystup analyzy se softwarem HZAR pro mtDNA dataset.

Kliny na Obr. 7 (zelena) a Obr. 8 (ZIuta) znazornuji podobu hybridni zény napii¢ osou
transektu v km (Distance). Druhé osy grafti (Frequency) popisuji frekvenéni zastoupeni
parentalnich genotypt jednotlivct u Obr. 7, respektive zastoupeni linii SE a SW na lokalité
u Obr. 8 (SW=1.0, SE =0.0). Ktizky jsou oznaéeny jednotlivé vzorky (Obr. 7), popiipadé
zastoupeni linii na kazd¢ lokalité (Obr. 8) a svétlejsi barvou ohrani¢eny pruh podél kliny je
konfidenéni interval popisujici pravdépodobnost distribuce dat. Pro lepsi nazornost rozdilt
mezi klinami mitochondrialniho (zlutd) a jaderného datasetu (zelend), byly obé& kiivky
u mitochondrialniho datasetu, nez je tomu u jaderného genomu (Obr. 7). Podle
mitochondrialniho datasetu se hybridni zona rozklada cca od 5. km do 80. km, zatimco

podle jaderného datasetu se pohybuje od 35. do 75. km.
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Obr. 9: Graficky vystup analyzy se softwarem HZAR pro mtDNA i SNP dataset.

Pro blizsi analyzu jednotlivych Kontigti bylo z metagenomického datasetu vyfiltrovano
20 nejdelsich kontigti (kontigy delsi nez 700kbp), uvedenych v Tab. VII. S vybranymi
kontigy bylo provedeno filtrovani v programu PLINK a nasledné byl kazdy kontig
analyzovan softwarem Admixture a softwarovym balikem HZAR stejnym zplsobem jako
v kap. 3.2.3. Rozhodujicimi kritérii, podle kterych byly vybrany vhodné kontigy pro
analyzu, byla délka a pocet vyfiltrovanych SNP (nad 200 SNP), protoze u niz$iho poctu
SNP klesala i relevance vyslednych dat (vyfazené kontigy byly v Tab. VII. oznaceny

cerveng).

Tab. VII. 15 nejdelsich kontigii zahrnutych do analyzy a 5 vyfazenych kontig (ozn. ¢erveng).

Nazev kontigu Délka Vyfiltrované SNPs

contig_7 17593167 2911
contig_94 16973083 2697
contig_8 15336852 2519
contig_10 14210786 2824
contig_9 13306208 2036
contig_15 12305159 2533
contig_13 11319348 1941
contig_106 7773422 1073
contig_16 4782382 879

contig_18 4003603 1087
contig_4 3083604 408
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Pokracdovani Tab. VII.

contig_3 2947097 450

1863162 526

contig_11

1355913 211
1262447 213

contig_17
contig_2

Pro porovnani s celojadernym genomem byla jako prvni provedena analyza
v programu Admixture, kde nejpravdépodobnéjsi rozdéleni dat odpovidalo K2, tedy dvéma
genetickym klastrim. Na zakladé hodnot pro K2 byla jednotlivym vzorkim opét predélena
geneticka prislusnost k linii SW, SE nebo jejich hybridim. Pro oba genetické klastry bylo

vytvofeno grafické zobrazeni frekvenci pomoci Structure plot V2.0 stejné jako

Vv ptedchozim kroku.

Pro jednotlivé kontigy byly provedeny i analyzy pomoci softwaru HZAR v programu
R, kde bylo pracovano s nejpravdépodobnéjsim rozdélenim dat na zakladé kombinaci
parametru scaling a tails, podle kterych byly vyneseny grafy. Prolozeni vyslednych klin je
zobrazeno na Obr. 10, kde jsou jednotlivé kontigy rozliseny barvou. Vysledky pro vSechny

jednotlivé kontigy jsou k nahlédnuti v kap. 8 Piilohy.
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Obr. 10: Graficky vystup analyzy se softwarem HZAR pro 15 vybranych kontigu.
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5 Diskuse

Studie zabyvajici se interakcemi hostitele a parazita v hybridnich zoénach byly dosud
zaméfeny na piipady geneticky variabilnich hostitelt, pti¢emz zmény v genomu paraziti
byly povazovany za predikovatelné v tom smyslu, ze evoluce parazita kopiruje evolu¢ni
zmény hostitele (Wasimuddin et al., 2016). Ve spojitosti s HZ tak byly parazité zminovani
pouze v souvislosti shybridizaci hostiteld nebo jejich sekundarnim kontaktem
(Theodosopoulos et al., 2019). Tato prace se zaméfila na koevolu¢ni vztah hostitele
(A. flavicollis) a parazita (P. serrata). V tomto modelu se hostitelé pii poslednim glacialu
stahli do refugii, kde se diferencovali do dvou mitochondrialnich linii, které se pti nasledné
rekolonizaci Evropy vzajemn¢ promichaly. Jejich parazit, resp. specificka linie S Polyplax
serrata, také divergoval do dvou linii, zdpadni a vychodni, které se ale nepromichaly stejné
jako jejich hostitelé naopak zachovaly si v Evropé vzajemné exkluzivni distribuci (viz kap.
1.2.2; Martint et al., 2020).

Jedine¢nost tohoto systému spociva v tom, Ze parazité vytvorili hybridni zénu
nezavisle bez odpovidajici populacni struktury hostitele, a bylo tedy mozné HZ studovat
Cisté z pohledu jejich genetické struktury jako disledku inkompatibility rodi¢ovskych
genomu, napiiklad prostfednictvim tzv. Bateson-Muller-Dobzhansky modelu (REF;
Presgraves, 2010), kdy alely po smiSeni genomu vytvafi negativni epistatické interakce a
snizuje se tak fitness hybridi. Martind et al. (2020) naznadili, ze by se takovéto hybridni
zOny parazitl, udrZované nezavisle na souCasné populacni struktute hostitele, mohly
vyskytovat v piirodé ¢astéji (zejména u parazitl s kryptickou speciaci a zaroven zivotnim
cyklem vazanym na jednoho hostitele). AvSak tento jev neni dostatecné prozkouman,
protoze se obecné predpoklada, ze genetické zmény hostitelsky specifickych parazitl

kopiruji zmény v populaéni historii hostitele (Wasimuddin et al., 2016).

Hlavnim cilem préce bylo zjiSténi typu hybridni zony a odhadnuti jeji Sitky. Splnéni
téchto cilti 1ze nejlépe demonstrovat na grafickém vystupu analyzy se softwarem HZAR
zobrazujici strukturu HZ na zéklad¢ jaderného genomu (viz Obr. 7), ktery ukazuje
pozvolné pielévani jednoho genomu do druhého na zékladé genetickych inkompatibilit,
pfi¢emz ¢im je klina strmé&jsi, tim je vétsi izolace rodiCovskych genomt. Tvar kliny
jaderného genomu zde odpovida klasické tenzni zon€, coz podporuje i definice, podle niz
Jsou tenzni zony utvatreny rovnovahou mezi migraci a selekci proti hybridim, ktera se

projevuje sigmoidnim tvarem kliny ve frekvenci alel (Frayer & Payseur, 2021). Podle
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grafu (na Obr. 7) se hybridni zoéna pohybuje od 25. do 75. km, takze lze jeji Sitku
odhadnout na 40-50 km. Siika hybridni zény specifickych paraziti je déna piedeviim
disperzi jejich hostitele (Wasimuddin et al., 2016). Mysice Apodemus flavicollis disperguji
na vzdalenosti okolo 1 km za generaci, pfi¢emZ samci jsou schopni se $ifit na ve&tsi
vzdalenosti (Stradiotto et al., 2009). Uzké hybridni zony, jako je tato, podle (Arntzen et
al., 2017) nemohou byt vysledkem pouze neutralnich procest. V tizkych HZ hraji naopak
roli pravé vnitini genetické inkompatibility, vytvarejici silnou genetickou bariéru pro tok

gentl mezi populacemi (REF; Arntzen et al., 2017; Goiiy de Bellocq et al., 2018).

Dale vysledky naznacuji, ze mitochondrialni genom prochazi odliSnou introgresi oproti
jadernému genomu napti¢ hybridni zoénou, ¢emuz odpovidaji i hypotézy v nékterych
studiich (napi. Ballard & Whitlock, 2004; Good et al., 2015; Melo-Ferreira et al., 2012;
Melo-Ferreira et al., 2014; Toews & Brelsford, 2012). Prvni analogie s témito hypotézami
si lze vS§imnout pfi porovnani grafickych vystupti pro mtDNA (viz Obr. 6) a jadernych
SNP (viz Obr. 5), kde je patrné, ze se hybridni zona u mitochondrii projevuje podstatné
diive, nez je tomu u jaderného genomu. Bylo tak mozné ptedpokladat, Ze dochazi
k vétsimu posunu SE mtDNA, na zapadni strané hybridni zony, na lokalitaich STR, JM,
DOUP, oproti jadernym geniim. Zaroven na grafu (Obr. 6) neni pfechod hybridni zénou
tak plynuly jako na Obr. 5. Mirné odchylky mohou byt zpiisobeny nevyrovnanym poctem
vzorkl na lokalitu vhledem k tomu, ze byl graf vytvofen na zaklad¢ frekvenci mtDNA na
lokalitach, coz vyzaduje vétsi pocet jedinct nez multilokusova jaderna data. Zaroven vSak
do urcité miry muze skutecné dochazet k lokalnim vykyvim ve frekvencich mtDNA
vzhledem k malé populac¢ni hustoté v§i a obecné nizsi efektivni velikosti mtDNA vuci
jaderné DNA. Do budoucna by bylo vhodné dataset doplnit o dal§i vzorky napfic

transektem a ziskat tak pfesnéjsi obrazek o transektu hybridni zony pro mtDNA.

Dalsi analogii s hypotézami 0 posunu mtDNA ukazuje klina na grafickém vystupu
analyzy se softwarem HZAR zobrazujici frekvence mtDNA napfi¢ transektem (viz
Obr. 8), ktera je na prvni pohled plossi nez u jaderného datasetu. VEtsi zplosténi kliny zde
znamena véEtsi introgresi do rodiCovskych populaci na obou stranach HZ, takze vysledky
klinalni analyzy pro mitochondrialni genom skute¢né potvrzuji, ze u mitochondrii dochazi
k odlisné mife introgrese na rozdil od jaderného genomu. Obecné se ukazuje, Ze
mitochondrie jsou vice nachylné k vyssi introgresi oproti jadernému genomu, coz miize
byt umocnéno i nizsi intenzitou selekce, ktera ptisobi na mitochondrialni genom (Ballard

& Whitlock, 2004). V extrémnich pfipadech mtize u mitochondrii probéhnout tplna
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introgrese, zatimco jaderny genom nemusi vykazovat zddné nebo jen minimalni zndmky
introgrese (Good et al., 2015; Nietlisbach et al., 2013). Introgrese mitochondrialni DNA a
posun MtDNA genomu muze byt usnadnéna také vychylenym pomeérem pohlavi smérem
k samicim, ktery nastava i u v8i P. serrata, takze mitochondrie snadnéji prostupuji
populaci (Martinti et al., 2018; Melo-Ferreira et al., 2014). Vyjime¢né mize u zivocichi
dojit i k introgresi cizi mtDNA nebo jeji casti (Toews & Brelsford, 2012). Podobny
ojedinély zachyt byl zminén v Martint et al. (2018), kdy mitochondrie z linie N prosla
introgresi do linie S. Ackoli zde slo o ojedin€lou udalost zachycenou pouze u jedné
populace a v jednom roce opakovaného vzorkovani na dané lokalité (Litvinov, CZ), pfenos
mitochondrie N linie do populace S linie ilustruje pomémné dobrou kompatibilitu
mitochondrii P. serrata i mezi evolu¢né vzdalengj$imi liniemi neZ SW a SE. To znamena,

Ze mitochondrie jsou schopny pickonat i daleko vétsi bariéru.

Introgrese jaderného genomu napfi¢ hybridni zoénou je tedy mnohem mensi oproti
mtDNA. A pokud dochazi k vétsi introgresi u nékterych useki genomu, tyka se introgrese
nejspi§ pouze jednotlivych gend. Ptipadnou identifikaci konkrétnich gent, které jsou
adaptivni a které podléhaji introgresi do obou populaci, Ize v budoucnu testovat kombinaci
Fst outlier metod a klindlni analyzou v ,,plovoucim okné* na jednotlivych Kontizich, coz

ale vyZaduje dostacené mnozstvi SNP dat.

Pti porovnani obou klin na Obr. 9 si Ize v§imnou nejen rozdilného zplosténi klin, ale 1
posunu stfedu hybridni zoény, kde u jaderné kliny je stfed vychylen vice na vychod a u
mtDNA kliny je stied posunut vice na zapad. Podle Arntzen et al. (2017) mutize byt tento
posun zpusoben posunem hybridni zony v prostoru (tj. dynamikou). Tento fakt nabizi tii
mozna vysvétleni procesu, které v hybridni zoné probihaji s ohledem na jeji dynamiku.
1. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim je, ze se hybridni zoéna pohybuje smérem na
vychod a mtDNA ma zpozdéni za jadernym genomem. Arntzen et al. (2017) toto
Casoprostorové zpozdéni mMtDNA vysvétluje konceptem ,,gene surfing™, ve kterém
mtDNA miize reagovat na pohyb hybridni zony (viz kap. 1.1.3). 2. Hybridni zona se
pohybuje smérem na zapad, ale MIDNA piedbiha jaderny genom. 3. Posun mtDNA
nesouvisi s dynamikou hybridnich zon, ale je projevem asymetrické introgrese, ktera se
odchyluje od prostorové stabilniho stfedu, pficemz mtDNA line SE (vychodni) se vice
promita do mtDNA line SW (zapadni).
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Pfi vybéru nejdelsich kontigh (viz Tab. VIL.) se vyskytla odchylka u contig_54, u
kterého se vyfiltrovalo mén¢ SNP navzdory oc¢ekavani vzhledem k jeho pomérné velké
délce, takze nebyl zahrnut do dalSich analyz. Jednou z teorii, ktera miize pomoci vysvétlit
tuto odchylku je, Ze by se mohlo jednat o pohlavni chromozom (Stefka J., os. konzultace).
Good et al. (2015) uvadi, ze pohlavné vazané lokusy mohou byt v studiich zaméfenych na
hybridizaci zvlast€¢ zajimavé, protoze pohlavni chromozomy maji zasadni vliv na
reprodukéni izolaci. Anotace kontigi asemblovaného genomu P. serrata (Martint et al.,
2024) do chromozomu dosud nebyla provedena, takze na podrobnéjsi prazkum vlivu
pohlavnich chromozomi na pribéh HZ si teprve budeme muset pockat. Vysledky klinalni
analyzy pro vybranych 15 nejdelSich segmentti genomu (viz Obr. 10) pak poskytuji stejny
obrazek struktury hybridni zony s vyjimkou contig_2, coz je shodou okolnosti nejmensi
z vybranych kontigt, takze jeho niz§i pocet pouzitych SNP uz nemusi byt tolik

vypovidajici.

Vysledky prace ptispivaji ke studiu koevoluce hostitele a parazita v tom smyslu, ze
parazité nenasleduji nutné evoluci svého hostitele, a dokonce mohou vytvaret hybridni
z6ny nezavisle na hybridizaci hostitele. Pti studiu HZ parazita bylo mozné nahlédnout do
jeji struktury a ptip. odhadnout jeji dynamiku. Doslo k potvrzeni rozdilné introgrese pro
ruzné ¢asti genomu. Byl zde sledovan tok gend, ktery mtize pti vzniku genetickych bariér
eskalovat v reprodukéni izolaci. V neposledni fade, i kdyz zde byla nalezena spise plossi
klina pro mtDNA, vysledky studia asymetrické introgrese mohou poukazat na vznik
inkompatibilit mezi mitochondridlnim a jadernym genomem, které mohou vzniknout
hybridizaci a maji zasadni dopad v evolu¢nim méfitku. Nékteré studie, napt. Ballard &
Whitlock (2004) doporucuji zaméfit se na obecnou biologii mitochondrie, jeji genetické a
biochemické procesy k odhaleni téchto inkompatibilit. ZjiSténi konkrétnich piic¢in tohoto
nesouladu muze byt predmétem navazujiciho vyzkumu. Déle by bylo vhodné zjistit, zda

frekvence linii bakterialniho symbionta L. polyplacis v HZ kopiruje schéma mtDNA, nebo

vvvvv

Ziskané vysledky by v budoucnu také bylo dobré ovéfit na jiném, nezavislém transektu
HZ (tedy mimo disperzni vzdalenost hostitele v fadu stovek generaci ¢ili 100 a vice km
daleko). Porovnani dat dvou transektd umozni zobecnéni patternu vyssi introgrese mtDNA
na obé& strany, a ptredevSim posunu stiedu zony mezi jadernym genomem a mtDNA.
V riiznych Castech aredlu obou linii se mohou projevit rozdily v populacni strukture a

genetické diverzité parazita, které se mohou projevit jinou mirou introgrese a sirky kliny.
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Porovnani s druhym transektem by mohlo také umoznit rozhodnuti mezi moznymi scénati

prostorov¢ stabilni ¢i dynamické HZ.
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6 Zavér

Tato prace se soustedila na odhaleni evolu¢nich vztahti parazita a hostitele v oblasti
sekundarniho kontaktu, kdy genetické linie S parazita (vsi P. serrata) nenasledovaly
postglacialni smiSeni populaci svého hostitele (mySice A. flavicollis). Tento systém je
unikatni v tom, ze parazité¢ vytvorili hybridni zénu nezavisle na svych hostitelich, coz
poskytuje potencial pro vyzkum v mnoha ohledech. Zde byl na zakladé¢ nékolika
bioinformatickych analyz zjistén typ hybridni zony, ktery odpovida klasické tenzni zo6né,
a Sitka hybridni zony méfici cca 40 km. Dale se ukdzalo, Ze mitochondridlni genom
prochézi v hybridni zoné€ odliSnou introgresi oproti jadernému genomu, coz nékteré studie
povazuji za bézny jev Vv hybridnich zonach. U jaderného genomu podléhaji odlisné
introgresi bud’ zadné, nebo jen malé ¢asti genomu, coz bylo naznaceno klinalni analyzou

pro jednotlivé segmenty.
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Tab. VIII. Seznam vzorki pouZitych pro mtDNA dataset.
Vzorek Lokalita (zkratka)  Z. §irka Z.délka  Y7dalenost  Geneticka
na ose (km) linie
2HBb Horni Blatna (HB)  50.3977 12759836 0 SW
2HBb_ Horni Blatna (HB) ~ 50.3977  12.759836 0 SW
2HBI_ Horni Blatn4 (HB) ~ 50.3977 12759836 O SW
AB4 Albertamy (AB) 50.369558 12.82884 3.2 SW
CZJachA4_  Jichymov (JACH)  50.390639 12.903343  14.24 SW
CZJachB4_  Jichymov (JACH)  50.390639 12.903343  14.24 SW
CzJachAl_  Jichymov (JACH)  50.390639 12.903343  14.24 SW
CZJachBl_ Jichymov (JACH)  50.390639 12.903343  14.24 SW
CZJachCl_  Jachymov (JACH)  50.390639 12.903343  14.24 SW
CZJachD1_  Jichymov (JACH)  50.390639 12.903343  14.24 SW
CzJach3)_  Jachymov (JACH)  50.390639 12.903343  14.24 SW
CZJachA3_  Jichymov (JACH)  50.390639 12.903343  14.24 SW
Stri0ad ]()[;’g"’“ke HradiSt€ 5530416 13.014954  26.7 SW
Str10b6 ?[;’;f"“ké HradiSt€ o4 30416 13.014954  26.7 SW
Str10d4 ]()[;’;f"“ke HradiSt€ 5530416 13.014954  26.7 SW
Str10a5 ?S;;OVSI‘G HradiSt€ o4 30416 13.014954  26.7 SW
Str10al2 ]()[;’;f"“ke HradiSt€ 5530416 13.014954  26.7 SW
Str10c12 ?S;;OVSI‘G HradiSt€ o4 930416 13.014954  26.7 SW
12JStr_ ?S;fOVSké Hradi$t€ 54930416  13.014954  26.7 SwW
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Pokracovani Tab. VIII.

CZStr10al0_
CZStr10b10_
1DouHr_
CZStrl0a3
CZStr10b12_
CZStr10b3_
CZStr10b5_
CZStr10a6_
Str10c4
Stri10a39
CZStr10b39_
CZStr10c39_
39JStr_

41DStr_

72JStr_
79JStr_
Str10al9
CZStr10a26_
CZStr1025
CZStrl0al5
CZStrl0b15
CZStr10cl5
CZStrl0b19
Str10c19
Str10a20
Str10b20
Str10c20
Str10a29
Str10b29
16JStr_
15JStr_
21JStr_
20Str_
Stri0bl
Stri0cl
Str10c13

Doupovské Hradiste
(D2)

Doupovské Hradiste
(D2)

Doupovské Hradiste
(DouH)

Doupovské Hradiste
(D2)

Doupovské Hradiste
(D2)

Doupovské Hradiste
(D2)

Doupovské Hradisté
(B2)

Doupovské Hradiste
(D2)

Doupovské Hradiste
(D2)

VOj. prostor Doupov
(IM)

VO0j. prostor Doupov
(IM)

VO0j. prostor Doupov
(IM)

VOj. prostor Doupov
(IM)

VO0j. prostor Doupov
(IM)

Komarov (STR)
Komarov (STR)
Struzna (STR)
Struzna (STR)
Struzna (STR)
Struzna (STR)
Struzna (STR)
Struzna (STR)
Struzna (STR)
Struzna (STR)
Struzna (STR)
Struzna (STR)
Struzna (STR)
Struzna (STR)
Struzna (STR)
Struzna (STR)
Struzna (STR)
Struzna (STR)
Struzna (STR)
Zalmanov (STR)
Zalmanov (STR)
Zalmanov (STR)

50.230416

50.230416

50.230416

50.230416

50.230416

50.230416

50.230416

50.230416

50.230416

50.24375

50.24375

50.24375

50.24375

50.24375

50.040819
50.040819
50.188426
50.188426
50.188426
50.188426
50.188426
50.188426
50.188426
50.188426
50.188426
50.188426
50.188426
50.188426
50.188426
50.188426
50.188426
50.188426
50.188426
50.188525
50.188525
50.188525

13.014954

13.014954

13.014954

13.014954

13.014954

13.014954

13.014954

13.014954

13.014954

13.049256

13.049256

13.049256

13.049256

13.049256

13.062588
13.062588
12.99591
12.99591
12.99591
12.99591
12.99591
12.99591
12.99591
12.99591
12.99591
12.99591
12.99591
12.99591
12.99591
12.99591
12.99591
12.99591
12.99591
12.98715
12.98715
12.98715

26.7

26.7

26.7

26.7

26.7

26.7

26.7

26.7

26.7

28.5

28.5

28.5

28.5

28.5

29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6

SW

SW

SW

SW

SW

SW

SW

SW

SW

SW

SW

SW

SW

SW

SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
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Pokracovani Tab. VIII.

Stri0bl14
Strl0al6
Stri0bl16
1STRc_
13Str_

7bStr_
CZStri10b7_
CZStrl0c7_
CZStr10al3_
CZStril0b13
CZStrl0al4
CZStri0a7_
1Strb
30VOJb_

21l 0lb_
CZDou0992_
CZDou09b12_
CZDou0917_
CZDou09b21 _
CZDou09b22_
CZDou0991 _
CZDou09a12_
CZDou09c14_
CZDou09a21
CZDou09a22_
CZDou0993_
CZDou09a14 _
CZDou0919
CZDou09c21_
CZDou09c22 _
5DOUPQV _

Stri0a2l
Stri0b21
CZStr10all
CZStr10b11_
22JStr_
11Str_
36JStr_
46JStr_

CZStr10b36_

Zalmanov (STR) 50.188525
Zalmanov (STR) 50.188525
Zalmanov (STR) 50.188525
Zalmanov (STR) 50.188525
Zalmanov (STR) 50.188525
Zalmanov (STR) 50.188525
Zalmanov (STR) 50.188525
Zalmanov (STR) 50.188525
Zalmanov (STR) 50.188525
Zalmanov (STR) 50.188525
Zalmanov (STR) 50.188525
Zalmanov (STR) 50.188525
Zalmanov (STR) 50.188525
Vojkovice (VOJ) 50.289979
Lomnice (LOM, LO) 50.263955
Lestkov (DOUP) 50.364145
Lestkov (DOUP) 50.364145
Lestkov (DOUP) 50.364145
Lestkov (DOUP) 50.364145
Lestkov (DOUP) 50.364145
Lestkov (DOUP) 50.364145
Lestkov (DOUP) 50.364145
Lestkov (DOUP) 50.364145
Lestkov (DOUP) 50.364145
Lestkov (DOUP) 50.364145
Lestkov (DOUP) 50.364145
Lestkov (DOUP) 50.364145
Lestkov (DOUP) 50.364145
Lestkov (DOUP) 50.364145
Lestkov (DOUP) 50.364145
Lestkov (DOUP) 50.364145
Vojensky ujezd

Hrejldiétéy(\/JU) 50.185206
Vojensky ujezd

Vojensky ujezd

Hradiste (VU) 20185200
Vojensky ujezd

Hrajldiétéy(\/JU) 50.185206
Vojensky ujezd

Hridiétéy(\/JU) 50.185206
Vojensky ujezd

Hrajldiétéy(\/JU) 50.185206
Vojensky ujezd

Hrgdiétéy(\/JU) 50.185206
Vojensky ujezd

Hrajldiétéy(\/JU) 50.185206
Vojensky ujezd

Hridiétéy : Skl

12.98715
12.98715
12.98715
12.98715
12.98715
12.98715
12.98715
12.98715
12.98715
12.98715
12.98715
12.98715
12.98715
13.0161919
13.018557
13.190289
13.190289
13.190289
13.190289
13.190289
13.190289
13.190289
13.190289
13.190289
13.190289
13.190289
13.190289
13.190289
13.190289
13.190289
13.190289

13.080543

13.080543

13.080543

13.080543

13.080543

13.080543

13.080543

13.080543

13.080543

29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
29.6
32.8
32.8
32.8
32.8
32.8
32.8
32.8
32.8
32.8
32.8
32.8
32.8
32.8
32.8
32.8
32.8
32.8
32.8

33.1

33.1

33.1

33.1

33.1

33.1

33.1

33.1

33.1

SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW
SW

SW

SW

SW

SW

SW

SW

SW

SW

SW
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Pokracovani Tab. VIII.

CZStr1040_

Stri10c21

VI3
VIIi2_
VIG5
VIIl4_
VI8
16CHYb_
177ZL_
133ZLd_
98ZL_
182ZL_
164ZL_
133ZL_
99ZL_
133ZLc_

106MANd
106MANF_
106MANe_
106MANd_
19CHYb_
19CHYc_
11RNSd
11RNSe
15RNSe
11RNSC
15RNSC
15RNSf
11RNSb_
15RNSb_

15RNSd

22POT
70KOC
15HV_16

Vojensky ujezd
Hradisté (VU)
Vojensky ujezd
Hradisté (VU)
Verusicky (VII)
Verusicky (VII)
Verusicky (VII)
Verusicky (VII)
Verusicky (VII)
Dvorec (CHY)
Nevdek (ZL)
Protivec (ZL)
Protivec (ZL)
Mokra (ZL)

Mokra (ZL)

Protivec (ZL)
Protivec (ZL)
Protivec (ZL)

Nova Doubravice
(Nectiny) (MAN)
Nova Doubravice
(Nectiny) (MAN)
Nova Doubravice
(Nectiny) (MAN)
Nova Doubravice
(Nectiny) (MAN)
Pofici, okres KV
(CHY)

Porici, okres KV
(CHY)

Rabstejn nad Strelou
(RNS)

Rabstejn nad Stielou
(RNS)

Rabstejn nad Strelou
(RNS)

Rabstejn nad Stielou
(RNS)

Rabstejn nad Stielou
(RNS)

Rabstejn nad Stfelou
(RNS)

Rabstejn nad Stielou
(RNS)

Rabstejn nad Strelou
(RNS)

Rabstejn nad Stielou
(RNS)

Potvorov (POT)
Remesin (KOR)
Hodoviz (HV)

50.185206

50.185206

50.151525
50.151525
50.151525
50.151525
50.151525
50.069557
50.083267
50.10091
50.10091
50.122264
50.122264
50.10091
50.10091
50.10091

49.990235

49.990235

49.990235

49.990235

50.093586

50.093586

50.04219

50.04219

50.04219

50.04219

50.04219

50.04219

50.04219

50.04219

50.04219

50.016008
49.993582
49.955631

13.080543

13.080543

13.185241
13.185241
13.185241
13.185241
13.185241
13.287068
13.16342

13.209161
13.209159
13.216168
13.216168
13.209161
13.209159
13.209161

13.163823

13.163823

13.163823

13.163823

13.26867

13.26867

13.28939

13.28939

13.2894

13.28939

13.2894

13.2894

13.28939

13.2894

13.2894

13.395606
13.383746
13.274451

33.1

33.1

42.4
42.4
42.4
42.4
42.4
43.7
44.1
46

46.3
47.5
47.5
47.5
47.5
47.5

49

49

49

49

51

51

54

54

54

54

54

54

54

54

54

63.5
63.7
64

SW

SW

Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb

Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb

Hyb

Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
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Pokracovani Tab. VIII.

3HVa_14
2HVa
28HV
22HVP
2HVN
16HV_24

23KOC
20KOC
36KOC
15KOCa
7KOCb_
7KOCb
7KOCa
21KORc
KOR21la

KOR21b
RAD?2a
RADGa

RAD51a
RAD5S1c
RADA44a
RAD39e

Hodoviz (HV)
Hodoviz (HV)
Hodoviz (HV)
Hodoviz (HV)
Hodoviz (HV)
Hodoviz (HV)
Potvorov — Bukovi
(KOR)

Potvorov — Bukovi
(KOR)

Potvorov — Bukovi
(KOR)

Kocin (u Kralovic)
(KOC)

Ko¢in (u Kralovic)
(KOC)

Kocin (u Kralovic)
(KOC)

Ko¢in (u Kralovic)
(KOC)

Koryta u Kralovic
(DR)

Koryta u Kralovic
(DR)

Koryta u Kralovic
(DR)

Chockov (RAD)
Lhotka u Radnic
(RAD)

Chomle (RAD)
Chomle (RAD)
Chomle (RAD)
Chomle (RAD)

49.955631
49.955631
49.955631
49.955631
49.955631

49.955631
N3 49989676

N3 49.989676

"3 49.939676
49.925264
49.925264
49.925264
49.925264
49.899712
49.899712

49.899712
49.895155
49.89315

49.860663
49.860663
49.860663
49.860663

13.27445

13.274449
13.274453
13.274453
13.274453
13.274452

13.413874

13.413874

13.413874

13.483385

13.483384

13.483384

13.483384

13.471053

13.471053

13.471053
13.580371
13.593359

13.633592
13.633592
13.633591
13.63359

64
64
64
64
64
64

66.2

66.2

74

74

74

74

74

74.4

74.4

74.4
82.2
82.2

82.6
82.6
87.6
87.6

Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb
Hyb

SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE

SE
SE
SE

SE
SE
SE
SE
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