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Podékovani

Malokomu se poda parazitovat na parazitologickém (stavu. Za tutoZmost a skiié
pracovni prosedi dkuji vS8em c¢lenim laboratde molekularni taxonomie Wele s
Miroslavem Obornikem. Skoliteli FrantiSkovi za iisivni védecko-socialni interakce a
zajiseni materialnich aspektne zcela nenakladného vyzkumu. Ad&dRico za poskytnuti
tk&novych vzorki rejska obecného ze sidniich lokalit a Tomé&si Tymlovi za spolupréci v
terénu. Josef Bryja a Milo§ Macholan laskaiecetli a ogipominkovali rukopis. Studentské
grantové agente biologické fakulty Jiheeské Univerzity &kuji za opakovanou finami
dotaci. Velky dik pat v neposlednfad® mym rodéam za vSestrannou podporu avéru v

tak nejisty pdin, jakym byl mij pokus vystudovat vysokou Skolu.
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Uvod

Clovékem vytv&ena prosedi, jako silnice, rstska zastavba, polnosti Zeleznéni trag,
mohou omezovat pohyb mnoha diubivocicha, neba vytvéreji ,bariérovy efekt”, ktery
muze ovlivnit behavioralni aspekty a disperzi &b (Yanes et al. 1995, McDonald &
StClair 2004, McGregor et al. 2007, Rico et al. 20¥ nedavné minulosti byla publikovana
fada praci zkoumajicich vliéehto struktur na poputa¢ genetické parametryiznych druli
Zivocichu (Gerlach & Musolf 2000, Coulon et al. 2004, Eppsile 2005, Riley et al. 2006).
Prevazujicim zagrem €chto studii je detekce tité miry populéni diferenciace, jen
vyjimecné Ize vSak tyto vysledky povaZovat za doklad skoédo ohroZeni zkoumanych
populaci, jak tomu fi¥e byt v gipadd malo pd&etnych, fragmentaci arealuciané
izolovanych populaci stenoeknich diufHulova & Sedldek 2008). Populaé-genetické
analyzy pinaSeji obecné doklady ousledcich genetického driftu v podolodliSnych
frekvenci alel vramci sledovanych subpopulaci.vVitiahodného genetického driftu je
vyrazny zejména vifpact mikrosateliti, vyzna&ujicich se vysokou muiai rychlosti a
selekni neutralitou (Jarne & Lagoda 199@Jasto Ize ziskat odlisné schéma popuia
struktury v zavislosti na typu pouzitétho molekuldmmarkeru. Naiklad allozymy, jejichz
variabilita jeraddo\ nizSi nez variabilita mikrosatalif{ Tiedemann et al. 1996), ukazuji trendy
populani struktury vzdy vyraz¥)i nez mikrosatelity, &uz ve smyslu poputai diferenciace
nebo naopak homogenity (Balloux et al. 2000a, Jsabwiak et al. 2006). Vzhledem
k moznosti nezavislého vzniku alel v ramci jednattih sledovanych subpopulaci tak mohou
byt odhady populmi diferenciace ziskané analyzou mikrosatelifrazré podhodnocené
(Balloux et al. 2000b).

Geneticka struktura populaci rejska obecného biiteedn poslednich dvaceti letgumetem
enormniho zajmu petné skupiny badatel zpaiatku gedevsim diky nebyvalé karyotypove
rozmanitosti tohoto druhu — v stasnosti je popsanorgs 60 karyotypovych ras (Wdjcik et
al. 2003). S rozvojem a zvySenou dostupnosti mdektrgenetickych metod se do pepi
zajmu dostala problematika vymy geri mezi tiznymi karyotypovymi rasami v oblastech
hybridnich zon (Lugon-Moulin et al. 1996, 1999a, tt¥gbach et al. 1999a, Andersson et al.
2004, Jadwiszczak et al. 2006). V kontextiehto studii bylo nutné analyzovat i vliv
potencialnich migranich bariér typu pohd a fek na genetickou strukturu v ramci populaci
jedné karyotypové rasy (Lugon-Moulin et al. 1999600, Wyttenbach et al. 1999b). Vliv
antropogennich struktur na poptrid genetické parametry rejska obecného byl doposud

zkouman jen okrajav Szalaj et al. (1996) nalezli v Polsku kontaktdhaz mezi demi



karyotypovymi rasami, kterou tyita Zeleznéni tra’ odcElujici oba aredly. fedpokladaji
proto, Ze Zelezini nasep mze hrét roli silné bariéry omezujici migraci réjsRatkiewicz et
al. (2003) navrhli, Ze naruSena stanavighag. urbanni prosedi) mohou pedstavovat
bariéry toku get a zesilovat genetickou diferenciaci mezi populacem

Tato prace volé navazuje na studii bariérového efektu silnictiudruhi drobnych sawc
(Apodemus flavicollis, Clethrionomys glareolus, Saeaneu$, provedenou pomoci metody
zpstnych odchyt (Rico et al. 2007). Vysledky této studie nadlyavyrazrgjsi bariérovy
efekt silnic u rejska obecného ve srovnani se zkawymi druhy hlodavi. Béhem 3200
.pasgonoci“ bylo zaznamenano 27igmshi silnic u mySice lesni (z celkového o
odchycenych a ozganych jedina 275, tj. 9,8%), 10 ihshi u nornika rudého (z celkového
poctu odchycenych a ozdenych jeding 194, tj. 5,2%) a pouhy jederigiih silnice u rejska
obecného (z celkového o odchycenych a oztenych jeding 85, tj. 1,2%). Cilem
piedkladané prace je analyzovat popokagenetické parametry rejska obecného, se
zamerenim na negativni vliv fragmentace krajiny v podl@opul&ni diferenciace a snizeni
genetické variability. DalSim cilem této diplomopéace bylo shromazdit tkavé vzorky
rejski, Zzijicich na Ibezich feky Vitavy a analyzou variability a frekvenci alel
mikrosatelitovych lokus detekovat fipadny vliv tétofeky na populéni strukturu rejska
obecného a rejska malého, ktery se viedstevropskych podminkachéamé vyskytuje
sympatricky s rejskem obecnym. Vysledky podobnéfikemu populani struktury rejska
malého dosud nebyly publikovany. Ziskana data tgle vyuZzita k posouzeni vlivu velikosti
GUzemi ohrarieného #iznymi grirozenymi nebo antropogennimi bariérami na genetick

s

promenlivost v rem Zijicich subpopulaci.



Material a metody

Tkaiové vzorky, odchytové lokality, geneticka analyza

Tkanové vzorky ¢ast prstu) jedint z lokalit v sousedstvi silnic byly shrom&hyg v rdmci
projektu, jehoZ cilem bylo analyzovat bariérovykefsilnicnich komunikaci pomoci metody
zpstnych odchyli do Zivolovnych pasti (Rico et al. 2007). d&§ lokalit Wetrg geografickych
Gdaji a patu jedind ukazuje tabulka 1. K odchytu rejskaficnich krezich byly pouzity
padaci pasti (vySka 15 cm,upnér 9 cm). Pasti byly rozmi&ty nelinears ve vzajemné
vzdalenosti fiblizné 5 meti, exponovany po dobu jednoha@sice (srpen) a kontrolovany 1-
2 x deng. Na zviatech byl proveden parazitologicky vyzkum, kterydivé potvrzeni
nedavného objevu parazitace rejskovitych zastupsiempiny MyxozoaSoricimyxum fegati
(Dykova et al. 2007). Celkem bylo r&nich ezich odchyceno 42 regkmalych (20 na
levém a 22 na pravémidhu Vltavy) a 33 rejsk obecnych (13 na pravém a 20 na levém
biehu).

Celkem bylo geneticky analyzovano 92 jedimejska obecnéhd@prex araneysa 37 jediné
rejska malého §. minutus Vyzkum druhuS. minutusprokehl pouze nati¢ni lokalitt u
BorSova, poet jedind z jednotlivych behi je 19 a 18Pro parazitologicky vyzkum (Dykova
et al. 2007) bylo nutné zZwdta usmrtit. Jako tké@vy vzorek byla odebrana gga ocasku a
uloZena v 96% etanoluiip4°C az do izolace DNA pomoci kitu JETQUICK dlestrukci
dodavatele.

Bylo analyzovano Sest dinukleotidovych mikrosatetich lokusi: L9, L45, L57, L62, L67,
L69 (Wyttenbach et al. 1997). Reak snts pro polymerazovouettzovou reakci (PCR)
obsahovala 2,5 10x Taqg pufru (Top-Bio), 0,25 jednotky Taq DNA Ipmerazy, 0,2 mM
dNTP, 0,5uM kazdého primeru, lul templatové DNA a 231l bidestilované vody. Forward
primer byl zn&en fluorochromem (Applied Biosystems). Fragmeéntaanalyza byla
provedena na automatickém sekvenatoru ABI-3130 liappBiosystems) a velikosti alel
stanoveny manuatv programu GeneMapper 3.7 (Applied Biosystems).

Rozloha Uzemnich celk— ostiivki — vymezenych siti linearnich bariéfea, silnice,
Zeleznéni tra)) v krajie (obr. 1,2,3,4), obyvanych jednotlivymi subpopulace byla

stanovena gravimetricky s pouzitim analytickych satesnosti 0,001 g.



pocet

Lokalita geografické soufadnice jedincl
Borek 49°02'N, 14°30'E 10 + 15
Kaplice 48°46'N, 14°27T'E 11+9
Hluboka 49°07'N, 14°23’E 12 +8
Vitava (Borsov) 48°54'N, 14°24'E 15+ 12

Tab. 1 Vycet lokalit, jejich geografické saadnice utené pomoci GPS a {at
analyzovanych jediricrejska obecného (x + y; x = &t zviat z jedné strany silniaeky, y
= paet zviat z protilehlé strany).

Popula’né genetické parametry

Celkova @ekavana (He) a pozorovana (Ho) mira heterozygatnioskvence a piet alel,
celkové a péarové Fst, inbredni koeficient Fis vaéjadnotlivych subpopulaci, a exaktni G-
test populani diferenciace (Goudet et al. 1996) byly wyjany v programu FSTAT 2.9.3.
(Goudet 2001). Ke stanoveni signifikantnosti Gielsyla pouZzita sekveéni Bonferroniho
korekce (Rice 1989). Pozorované miry heterozygotnm® jednotlivé subpopulace byly
vypoéteny v programu GENETIX (Belkhir et al. 1997). Exaktest Hardy-Weinbergovy
rovnovahy (HWE) testujici nulovou hypotézu nahodnébdruzovani gamet (Guo &
Thompson 1992) a test genotypické rovnovahy: (Benotypy jednotlivych lokus jsou
navzajem nezavislé), vyuzivajici kontingefch tabulek, Fisherova praymbdobnostniho
testu a Markovovéetzce, byly provedeny v programu GENEPOP 3.4. (RayinviiRousset
1995). Korelace miry heterozygotnosti v ramci jetimgch subpopulaci a rozlohy
piislusnych tzemnich call{ostiivki) byla vyp@itana a vizualizovana v programu Microsoft
Excel.

Pravdpodobnost vyskytu nulovych alel byla vyena pomoci EM algoritmu (Dempster et
al. 1977) vprogramu FreeNA (Chapuis & Estoup 200Rjavapodobnost genetické
piislusnosti jednotlivych jediric k subpopulacim z lokalit, na nichz byli odchycebhyla
stanovena pomoci assignment testu, vyuzivajiciye@®ansky gistup (Rannala & Mountain

1997), v programu Geneclass (Cornuet et al. 1999).
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Obr. 1 Mapa odchytové lokality BoreKervené body fedstavuji odchytové
lokality Borek Zapad a Borek Vychod.
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Obr. 2 Mapa odchytové lokality Kaplic€ervené body fedstavuji odchytové
lokality Kaplice Jih a Kaplice Sever.



s
Temelin
b Her
i Sy
Male
Driteny
Mo
Hakei
Divéice
Olesnlk
o 700 1400 2100 m
Mydiciary Iapave podkhdy PLANSE, 200507

Obr. 3 Mapa odchytové lokality Hlubok&ervené body fedstavuji odchytové
lokality Hluboka Vychod a Hluboka Zapad.
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Obr. 4 Mapa odchytové lokality Vitavaervené body fedstavuiji lokality Bor3ov - Vitava
levy breh a pravy teh.



Vysledky
Geneticka variabilita

VSech Sest pouzitych mikrosatelitovych lokus/lo polymorfnich u druhs. araneug11-33
alel/lokus, ptmér 21,5). Specificky set mikrosatélitpro druh S. minutusnebyl dosud
publikovan, nicmé& vSechny lokusy pouzité v této studii byly testoyarda poskytuji PCR
produkty u druhuS. minutus Tii ze Sesti (L9, L62, L69) pouzitych lokiugposkytovaly
polymorfni produkty (11-15 alel/lokus, {mér 12,7), dva (L57, L67) lokusy byly
monomorfni a jeden (L45) neposkytoval Zzadné PCRiykty. Pravépodobnost vyskytu

nulovych alel pro jednotlivé lokusy se pohybovalezmezi O - 0,04.

Popula’né genetické parametry rejska obecného

VSechny sledované subpopulace rejska obecného \biHgrdy-Weinbergo¥ rovnovaze

s vyjimkou subpopulace Borek Vychod, kde byl deteékosignifikantni deficit heterozygot
(P < 10°). Test vazebné nerovnovahy poskytl nesignifikamgisiedky, tudiz nelze zamitnout
hypotézu o vzajemné nezavislosti gendtya jednotlivych lokusech. Celkova pozorovana
mira heterozygotnosti dosahla 0,86 &l@avana mira heterozygotnosti byla rovna 0,9.
Pozorovanou miru heterozygotnosti v ramci jedngdiv subpopulaci, rozlohu Gzemnich
celki, obyvanych danymi subpopulaceminupgrny paiet alel na lokus v ramci jednotlivych
subpopulaci, piet analyzovanych jediica inbredni koeficient Fis ukazuje tabulka 2. Mira
heterozygotnosti pozitivnlinearré koreluje s rozlohou uzemniho celku, obyvaného dano
subpopulaci (R = 0,77) (obr. 5). Vysledky G-testpylani diferenciace nebyly po aplikaci
sekverini Bonferroniho korekce pro dvojice vzdrk jednotlivych lokalit signifikantni (tab.
3). Parové hodnoty Fst ukazuje tabulka 3, celkos€desahlo hodnoty 0,02. Z celkového
poétu 92 analyzovanych jedificjich bylo 42 assignment testentiimzeno do "spravné"

subpopulace.



N Ho rozloha Na Fis

Borek Zapad 10 0,83 145 10,3 0,075
Borek Vychod 15 0,68 58 11,6 0,24
Kaplice Jih 11 0,82 196 9,3 0,08
Kaplice Sever 9 0,89 633 7,6 -0,03
Hluboké Zapad 8 0,9 845 8,3 -0,02
Hluboké Vychod 12 0,92 1877 10,3 -0,04
Vitava Pravy bfeh 15 0,94 1133 11,2 -0,04
Vitava Levy bfeh 12 0,86 1267 9,7 -0,1

Tab. 2 Paet analyzovanych jedific(N), pozorovana mira heterozygotnosti (Ho), roaloh
v hektarech, gmeérny paet alel na lokus (Na), a inbredni koeficient (Figyamci
jednotlivych subpopulaci rejska obecného.

BZ BV KJ KS HV HZ VL VP

BZ - 0,431 0,126 0,17 0,343 0,339 0,003 0,136
BV 0,0001 - 0,0007 0,002 0,381 0,196 0,011 0,017
KJ 0,009 0,032 - 0,026 0,008 0,0004  0,0004 0,002
KS 0,009 0,043 0,023 - 0,002 0,0007 0,001 0,003
HV 0,007 0 0,027 0,041 - 0,012 0,003 0,001
HZ 0,006 0,009 0,041 0,029 0,021 - 0,0007 0,001
VL 0,023 0,014 0,035 0,024 0,017 0,018 - 0,046
VP 0,001 0,016 0,039 0,034 0,039 0,024 0,016 -

Tab 3. Nad diagonélou jsou p-hodnoty parovych G#gsbpulani diferenciace, &né jsou
vyznaeny hodnoty signifikantni po sekwen Bonferroniho korekci. Pod diagonalou jsou
hodnoty parového Fst. @lanalyzy byly provedeny v programu FSTAT.
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Obr. 5 Grafické znazorni linearni zavislosti genetické variability vyjamé
mirou heterozygotnosti na rozloze tzemniho celkwabého danou subpopulaci.



Popula’né genetické parametry rejska malého

Ok¢ subpopulace rejska malého byly v Hardy-Weinbeégoavnovaze a mezi genotypy
jednotlivych lokug nebyla pozorovana vazebna nerovnovaha. Test gkéetiiferenciace
poskytl signifikantni vysledek (P < 0,01). Celkoydozorovana i &ekavana mira
heterozygotnosti byla 0,88. Inbredni koeficient byven nule. Fst dosahlo hodnoty 0,05 a

assignment testigadil 29 z 37 analyzovanych jedindo "spravné" subpopulace.

Diskuse

Aplikace genetickych metodi pyzkumu bariérového efektu

Je-li predmétem vyzkumu vliv silnic nebo lineérnich bariér ob&aa populani strukturu
urciteho druhu organismu, pak sledovanou pognilaharakteristikou by #h byt inbredni
koeficient Fis, potazmo (roite heterozygotnosti (z niz je Fis odvozen). Krajina
v civilizovaném s¥té je silnicemi rozdrobena do velkého mnozstidre velkych ostévki,

tj. tzemnich celk, které jsou ze vSech stran ohegmy silnici, nebo jinym typem lineérni
bariéry (Zeleznicefi¢ni tok). Ptame-li se, maji-li tyto bariérygjaky vliv na populané
genetické parametry zkoumaného druhu, je vhodné&zmaat vztah genetické variability,
vyjadiené mirou heterozygotnosti, a plochy tzemniho ¢edkyrvaného danou subpopulaci.
V piipact pozitivni korelace &hto dvou veliin v rdmci dostatého pdétu sledovanych
subpopulaci je mozné vyvozovat 2avve smyslu negativniho dopadu fragmentace krajiny
na populace zkoumaného organismu, detEgiznivy vliv inbridingu na fithess organism-
tzv. inbredni deprese — byl opakow¥aprakticky i teoreticky dolozen (Caughley 1994,
Frankham 1998, 1999; Frankham et al. 2001, Hed@@XL, Arcos-Burgos & Muenke 2002).
Konkrétre u rejska obecného byl studovan vliv inbridingukonenpeténi schopnosti metodou
neutralni arény (Valimaki et al. 2007). Dominarjgdinci meli signifikantné nizsi koeficient
piibuznosti (odvozeny z miry inbridingu v jejich dowskych populacich) nez jedinci, kies
kompetEnich interakcich prohravali, zatimco vaha jedimenela na vysledek kompeti
interakce signifikantni vliv.

Trend pozitivni korelace rozlohy obyvaného Uzemgemetické variability byl nedavno
pozorovan v ramci studie poputg&-genetickych parameimrejska obecného na ostrovedi p

Skotském potezi (White & Searle 2007) a je rasinv souladu s vysledky metaanalyzy 202
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druhi z pevnin (Frankham 1997). Pokles miry heterozyggiinize @ekavat po redukci
efektivni velikosti populace (Nei et al. 1975). rdgna negativni korelace vyskytu
piibuzenského ikzeni a rozlohy uzemniho celku, obyvaného danopuldaci, zji&ina
béhem gedkladané studie, naznge existenci bariérového efektu silnic na pohythine
rejska obecného. MozZnost nadhodnoceni deficiturémggoti viivem nulovych alel Ize
vzhledem k nizké pravgodobnosti (0 - 0,04 pro jednotlivé lokusy) jejieyskytu vypa@itané

v programu FreeNA zanedbat.

Populacni struktura rejsk v kontextu antropogennich @mdnich bariér

Nizké hodnoty parového (0 - 0,02) i celkového (D,B&t, nizka geneticka strukturovanost
vyplyvajici z vysledk assignment testu, jakoZ i nesignifikantni vysledkyestu popukeni
diferenciace mezi subpopulacemi rejska obecnéh@lenlgch silnicemi ifekou implikuji
obc¢asné migrace jedifictohoto druhu fes tyto bariéry. Modelovou studii bylo doloZzeno, ze
imigrace jednohadi nékolika jedindi za generaci fiZze zpomalit, zastavit nebo dokonce
zvrétit Ubytek genetické variability v ramci metaptace: rozdlené subpopulace rychle
ztraceji variabilitu v rdmci jednotlivych subpopcila ale zachovavaji variabilitu v ramci
metapopulace lIépe nez panmikticka populace (La8y1inymi slovy: v ramci jednotlivych
subpopulaci vznikagsobenim genetického driftu a mutactitér specificka kompozice alel a
alelickych frekvenci. Vlivem &kolika malo migrant za generaci pak dochazi ke
vzajemnému obohacovani genoférahnych subpopulaci a de facto ke zvySovani gewetic
variability. Relativni homogenitu kompozice a frekee alel analyzovanych
mikrosatelitovych lokus Ize naviccasté&ne vyswtlit moznosti nezavislého vzniku totoznych
alel v ramci jednotlivych subpopulaci.

V kontextu dosazenych vysletlie zapotebi gijmout moznost migrace rejglobecnych fes
ficni tok Vitavy. Tato pedstava neni neredlnd, nébdobré plavecké schopnosti a zimni
migrace pes zamrzla jezera byly u rejska obecnék&ohkrat pozorovany (Peltonen &
Hanski 1991, Hanski et al. 1991). Vlivaminich toki na populé&ni strukturu rejska obecného
se casté&n¢ zabyvaly d¢ Svycarské studie (Lugon-Moulin et al. 1999b, Ludoulin &
Hausser 2002). V prvninmtipac vyzkum probihal v ledovcové oblasti s vyskyteskalika
mensSich horskyckek. Zde populkéni diferenciace zjsobenadmito toky nebyla detekovana.
Druha studie analyzuje vlikeky Rhony a filehlych, pro rejska nevhodnych habitgsuché

svahy). V tomto fpact byl vliv dané bariéry na genetickou diferenciacpplaci prokazan.



Vysledky dosazené edkladané diplomové préaci vyraznou poguiadiferenciaci rejska
obecného zjsobenou tokenteky Vitavy nenaznaiji. Dilezitym faktorem, ovliviujicim
disperzni potencial zkoumaného druhu, se tak jédrpnost vhodného habitatu, néboa
lokalité Vitava je tato podminka spina.

Signifikantni populani diferenciace subpopulaci rejska malého zopeh kehi treky
Vlitavy, kterou Ize vyvozovat z vysledkG-testu, assignment testu i na zaklagssi hodnoty
Fst (0,05), naidcuje, Ze na rozdil od rejska obecného je Siriaé pro tento druh obtiZn
piekonatelna fekazka. Toto zjighi je v souladu s vysledky ekologické studie, vinyia u
rejska malého pozorovana nejnizsi Giogehopnosti migraceigs vodni plochy ve srovnani
s d¥ma dalSimi druhy rejsks wtSi velikosti &la (S. araneus, S. caecutignpravadpodobré

kvili kratké dolg mozného hladasni a pomalému plavani (Peltonen & Hanski 1991).

Zavéry:

1) Bylo studovano celkem 8 subpopulaci rejska obecrggu®l ti silnicnich a jedné
ficni bariéry. Vysledky exaktniho testu popinadiferenciace neprokazaly statisticky
signifikantni rozdily v distribuci a frekvencich ealv rdmci Sesti analyzovanych
mikrosatelitovych lokus.

2) Byla zjiS€na piikazna pozitivni korelace mezi genetickou variamilipopulaci rejska
obecného a rozlohou uzemniho celku, ktery je obeaniinearnimi bariérami. Ve
ttech subpopulacich, obyvajicich nejmensi Uzemniycglfozlohou do 200 hekiar
byl zjisttn signifikantni nadbytek homozygotnich genditypmplikujici zvySenou
miru inbridingu v &chto subpopulacich.

3) P¥i zjiStovani negativniho dopadu linearnich bariér na p@pilstrukturu populaci
Zivocichu je vhodné analyzovat vztah genetické variabilityjddrené nejasgji mirou
heterozygotnosti) a velikosti Uzemnich @glitlymezenych linearnimi bariérami.

4) Dv¢ sledované subpopulace rejska malého zZmpaEh kehi feky Vitavy se

signifikantre liSily v distribuci a frekvenci alel v ramdiitmikrosatelitovych loku&s
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