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1 Uvod

Biodiverzita neboli variabilita zivych organisml je zékladnim pfedpokladem pro
zachovani zivota na Zemi; at’ uz je to na Urovni druhovych spolecenstev v rdmci velkych
ekosystému, tak i na urovni druhii samotnych. V dne$ni dob¢ je snizovani biodiverzity
jednim z globalnich problémil a k jejimu uchovani se hledaji riizné strategie. Podminkou
k jejich vypracovani je nezbytné ziskani co nejvice informaci o jednotlivych druzich a
prostiedi, ve kterém se vyskytuji (Lee et al, 2022). V ramci studia souboru vlastnosti
jednotlivych druhti, jako jsou distribuce, abundance, zplisob zivota apod., ma vyznamnou
ulohu geneticka variabilita, ktera podminiuje schopnost organismti se adaptovat na zménu
prostiedi.

DalS§im globalnim problémem souvisejicim s biodiverzitou je ochrana vodnich
biotopti, jelikoz voda je zékladni substanci pro zivot na Zemi a hraje hlavni roli v celé zivé
prirodé. Dulezitym aspektem je Cistota vod a jeji uchovani (Shiklomanov, 1991).
Pochopenim a hleddnim strategii pro ochranu vodnich zdrojii a biotopl se zabyvaji studie
tykajici se zjiStovani jejich biodiverzity. K t€émto t¢elim se Casto vyuziva vodni hmyz, jako
naptiklad jepice, poSvatky ¢i chrostici (Cordero et al., 2017), jelikoz se diky jejich
nesnasenlivosti znecisténi jedna o bioindikatory kvality vod. Studie se u tohoto hmyzu Casto
zamé&iuji na délku kiidel, jelikoz to miize hrat roli v migraci populaci. Bylo poukazéano na to,
ze vzacné druhy skute¢né maji kratsi kiidla. V pifipadé¢ vyhynuti druhu v daném biotopu
muze u migrujicich druhti dojit k rekolonizaci habitatu. OvSem u nemigrujicich druht
s vysokou populac¢ni strukturou jsou moznosti pro obnoveni druhu nizké. 1 piestoze je zde
moznost reintrodukce druhu do daného biotopu, je potfeba jejich habitaty chranit
(Malmgvist, 2000). Cordero et al. (2017) ve své studii o posvatkach, jepicich a chrosticich
poukdzali na to, Ze studium genetické variability vodniho hmyzu nam muze pomoci 1épe
pochopit jejich biologickou rozmanitost a chranit tak jejich pfirozené zivotni prostiedi.

Informace o zékladnich méfitcich biodiverzity na genetické Grovni ndm poskytuji
molekularni markery. Tyto informace slouzi jako vychozi bod pro pochopeni ucinkli procesi
v krajin€ na vodni systémy. Sbér genetickych dat o vodnich organismech pfispiva ke zjisténi
hojnosti, distribuce a diverzité téchto organismii a spolu s geomorfologickymi, biologickymi
a ekologickymi daty nas informuji o stavu vodnich biotopti, ptfipadné negativnich vlivech,

které je ohrozuji (Scribner et al., 2016).



Pro ptedlozenou praci byl vybran druh posvatky Diura bicaudata. Divodem byla
dostupnost (v zdjmové oblasti relativné bézny druh; Bojkova et Soldan 2013), zarovein se
jedna o bioindikator kvality vod (Pelingen et Freitag, 2020). Z hlediska genetické
problematiky je zajimavym druhem z diivodu mozného omezeni migra¢nich schopnosti —
okfidlenad je pouze samice (Lillehammer 1976). Dulezitym faktorem je i skuteCnost, Ze
posvatky jsou vodnim druhem hmyzu, ktery je ¢asto vyuzivan pro hodnoceni ekologického
stavu vod (Elbrecht et al, 2014). Zamérem préace je popsat genetickou variabilitu tohoto
druhu v oblasti Moravskoslezskych Beskyd a potencionalné pfispét ke zlepSeni ochrany

horskych prament.

1.1 Moravskoslezské Beskydy

Moravskoslezské Beskydy jsou pohofi nachazejici se na hranicich Ceské republiky se
Slovenskem. Rekou Ostravici jsou rozdéleny na dva zakladni celky — Radhost'ska hornatina
tvofi zapadni Cast a Lysohorska hornatina vychodni. Téméf na celém tzemi se nachazi
CHKO (Chranéna krajinna oblast) Beskydy, ktera je se svou rozlohou 1 160 km? nejvétsi
CHKO v Cesku. Zalozena byla vroce 1973. Zakladnim poslanim CHKO Beskydy je
ochrana pftirody v této oblasti, hodnot, vzhledu krajiny a ptirodnich zdrojii v¢éetné vodnich
systémt (https://www.beskydy.cz/).

Moravskoslezské Beskydy jsou geomorfologickym celkem nalezejicimu k Alpsko-
himalajského systému, subsystém Karpaty, provincie Zapadni Karpaty, subprovinéné spadaji
do systému Vnéjsich Zapadni Karpat (Demek & Mackovcin, 2006), které predstavuji slozity
horsky pas a smérem k jihovychodu tvoii otevieny v¢jit (https://www.beskydy.cz/). Pohoii
Karpaty jsou jednim z hlavnich evropskych horskych systémii, ale prozkoumanost regionu
neni vysokd. OvSem byla zde prokézdna nerovnomérna distribuce biodiverzity, zaroven byla
zjiSténa mista s vyrazné vyssi biodiverzitou, a nachazi se zde tzv. ,,hot spots®, coz jsou mista,
kde je biodiverzita vysSi nez jinde. Mapovani a identifikace téchto mist je pfedmétem
fylogeografickych vyzkumi, jelikoz regionalni geneticka biodiverzita muze byt kliCova pro
preziti mnoha organismul a s tim souvisi i ochrana téchto stanovist. Mimoto zde genetické
vyzkumy biodiverzity mezi populacemi nebo piibuznymi taxony mohou odhalit kryptickou
diverzitu (tj. existenci morfologicky neodlisitelnych druhit), ktera je ovSem ochranci ptirody

Casto ignorovana (Balint et al., 2011).



1.2 Plecoptera

Zivo¢isny tad posvatky (Plecoptera) spada do tiidy hemimetabolniho hmyzu
(Kenneth 2009), jenz pravdépodobné vznikl pfed vice nez tftemi sty miliony let, jelikoz z té
doby pochazeji nejstarSi nalezy posvatCich fosilii (De Walt & Ower, 2019). Tito autofi
kategorizovali 3718 druhii posvatek vyskytujicich se na vSech kontinentech svéta s vyjimkou
Antarktidy. V Evropé se nachazi 489 druht; z toho v Ceské republice bylo popsano druhtt 95
(Bojkova & Soldan, 2013).

Posvatky maji tfi vyvojova stadia — vajicko, nymfu (larvu) a dospélce. Larvalni vyvoj
probihd ve vodnim prostiedi. U vétSiny druhti, véetn¢ D. bicaudata, je délka larvéalniho
vyvoje v fadu meésicii (jednoleté druhy), pouze posvatky Celedi Perlidae maji v zavislosti na
mistnich podminkach, larvalni vyvoj vicelety. Nymfa a dospélec se 1isi 1 potravou, kterou
pfijimaji. Larvy podiddu Systelloghnata, do n&z spadd 1 D. bicaudata,
(https://www.biolib.cz/, http://tolweb.org/) jsou vétSinou dravé a zivi se larvami jiného
vodniho hmyzu, hlavné pakomary (Chironomidae; Diptera). Néktera mladsi vyvojova stadia
larev se ovSem zivi také rostlinami, fasami nebo odumielou organickou hmotou (Tierno De
Figueroa & Lopez-Rodriguez 2019, Kroca 2022). Naproti tomu dospélci Ziji na sousi, cemuz
odpovida i potrava. U podiadu Systelloghnata se dlouhou dobu pfedpokladalo, ze dospélci
nepfijimaji potravu vibec, avSak pozdé€ji bylo prokazano, Ze se Zivi raznymi typy pyla,
kousky listli, houbami, liSejniky nebo fasami (Tierno De Figueroa & Lopez-Rodriguez
2019).

Larvy poSvatek se vyskytuji pfedevsim v Cistych horskych potocich a fekach, nejsou
schopny tolerovat znecisténi, maji vysoké naroky na obsah rozpusténého kysliku ve vode,
pH, teplotu nebo také morfologii toku, v némz ziji. Nékteré druhy se mohou nachazet také
v Cistych horskych jezerech. Vzhledem k vySe popsané citlivosti n€kterych druhG na
parametry vody, jsou vyznamnym prvkem v systémech hodnoceni kvality vod. Pfi
kontaminaci nebezpecnymi latkami patfi mezi prvni taxony, které z akvatického prostiedi
mizi. Naproti tomu dospélci se Casto nachéazeji v biehovych porostech, které jim vytvaii
vhodné mikroklima, poskytuji tkryt, potravu i misto pro pareni (Pelingen et Freitag, 2020,
Kroca 2022).

Nekteré studie se zabyvaji oktidlenosti u posvatek, jelikoz pfitomnost ¢i naopak
jejich Uplnd neptfitomnost mize mit vliv na migraci. Veale et. al (2018) naznacuji, Ze

v genomu posvatek se nachazeji geny, které mohou mit na okiidlenost vliv. Tito autofi si
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vS§imli, Ze redukce kiidel je Cast&jsi u druhii Zijicich na ostrovech nebo ve vysokych horskych
oblastech a taktéz pobliz polarnich oblasti. V téchto specifickych prostiedich muze byt
redukce kiidel evolu¢ni vyhodou. Nelétavym druhiim nezpisobuje problémy vitr, ktery je
v horskych oblastech Casty a taktéz se snizi energetické vydaje pro vznik kiidel i samotny let
(Veale et al., 2018). Ke ztrat¢ letu ovSem u posvatek mlize dojit nezavisle na redukci kiidel.
Muze to souviset s ochablymi létacimi svaly v disledku absence potieby letu (McCulloch et
al., 2009). U posvatek taktéz Casto dochazi k pohlavnimu dimorfismu, co se okfidlenosti
maji vice potomstva oproti okiidlenym samicim. Podobné je to i u nelétavych samcti, ¢astéji

se pafi a maji vice potomkil nez jejich létavé protéjsky (McCulloch et al., 2009).

1.2.1 Diura bicaudata

Poprvé druh D. bicaudata popsal Carl Linné v roce 1758 (Bojkova et Soldan 2013).
Tento druh se vyskytuje v horskych potocich, ale i1 fekdch a chladnych jezerech
(Lillehammer 1976). V Ceské republice vyskytuje jako b&zny druh, lze ho nalézt jak na
Moravé, tak v Cechach, a to v povodich viech &eskych velkych fek (Labe, Vltava, Dyje,
Berounka, Morava, Odra). Nevztahuje se na né¢j zadny druh ochrany, a proto nevznikaji
problémy se sbérem.

Dle webovych serverd Biolib a Tolweb (https://www.biolib.cz/, http://tolweb.org/)
spadd D. bicaudata do podiadu Systellognatha, coz je jeden ze Ctyf podiadii u posvatek, a
Celedi Perlodidae. Na obrazku 1 se nachazi fotografie Diura bicaudata ve stadiu larvy a

dospélce.

Obrazek 1: Diura bicaudata. a) larva, b) adult, samice



U D. bicaudata je okitidlena pouze samice; larvy a dospéli samci kiidla nemaji. Délka
ktidel samic se ovSsem muze liSit v zavislosti na nadmotské vySce, ve které se jedinci tohoto
druhu vyskytuji. Vyssi nadmotské vysky indikuji krat$i kiidla. Je mozné, ze kratsi kiidla a
niz$i teploty snizuji schopnost letu, coz v horskych pfispiva k vy$si mife izolace
jednotlivych populaci, stejné jako schopnost letu pouze u samic, coz vsak miize indikovat
migraci. D. bicaudata se vyskytuje v horskych potocich, ale i fekdch a jezerech

(Lillehammer 1976).

1.3 Molekularni markery

Molekularni markery slouzi k detekci genetické variability a muze se jednat
o proteiny, nebo kratké useky nekodujici DNA ¢i genil. V 60. letech minulého stoleti doslo
k expanzi z4jmu o molekularni techniky se zasadnim zavedenim proteinovych
elektroforetickych piistupti (proteinové markery, tzv alozymy). V tomto ptipad¢ je vSak
detekovana pouze cast genetické variability — tedy jen ty mutace, které méni jejich
elektroforetické vlastnosti. Navic je nutno pracovat s proteiny nativnimi, je tedy nezbytné
pouzit material bud’ Cerstvy, nebo hluboce zmrazeny. Po objevu a zavedeni polymerazové
retézoveé reakce (PCR) se rychle ptfeslo na markery na urovni DNA. Jejich velkou vyhodou
je, ze jsou pouzitelné i pro material uskladnény (suchy, mrazeny, ptipadné konzervovany
v Cistém etanolu) nebo 1 pokud je materidlu malo. Sjejich pomoci lze rozlisit
vnitrodruhovou, ale i mezidruhovou variabilitu, a to 1 v pfipad¢, Ze mezi druhy neni rozdil ve
fenotypu. DNA se nachazi ve vSech télnich buiitkach a molekularni markery se obvykle déli
podle toho, kde je vybrany marker v bunce lokalizovan. (Behura, 2006; Avise, 1994;
Loxdale & Lushai, 1998).

1.3.1 Mitochondrialni markery

Mitochondrie je buné¢né organela, jez vznikla pfe dvéma miliardami let pohlcenim
alfaproteobakterie ancestralni eukaryotickou buiikou. Sklada se ze dvou membran, z nichz
vnitini je zvrasnéna do tvz. krist a nachazi se zde komplexy dtilezité pro pienos protonu pres
membranu a nasledny vznik ATP. Mitochondrie se taktéz podili na bunééné apoptdze
(Cameron, 2014).

Genom mitochondrie je dlouhy pfiblizné 16 kbp, u vétSiny ZivocCichli obsahuje
37 gent, z nichz 13 kdéduje proteiny (COXI-11I, ND1-6, ND4L, ATP6, ATPS, Cytb), 2 rRNA
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a 22 geni je pro tRNA (napf. /6S). Mitochondrie je tak schopna kddovat si vlastni geny a
systémy, které se spolu s jadernych genomem podili na replikaci, transkripci a translaci

(Boore, 1999). Na obrazku 2 je zobrazen ancestralni mitochondrialni genom s jednotlivymi

useky a geny.
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Obrazek 2: Ancestralni hmyzi mitochondridlni genom (Cameron, 2014). Velka
pismena v okoli kruhu oznacuji kodujici oblasti tRNA, modrou ¢ast kruhu tvoii geny,
kédujici proteiny; oranzovou barvou jsou podjednotky rRNA a fialovou nekddujici kontrolni

oblast CR. Sipky udavaji smér transkripce.

Markery z mitochondridlni DNA (mtDNA) jsou velmi popularni diky pfedpokladané
mitochondrie se dédi pouze po materndlni linii a potomstvo mé obvykle stejny
mitochondrialni genom jako matka. Vyhodu oproti jaderné DNA je, Ze v jedné bunice je vice
mitochondrii. Pfi jejim pouziti v populacni genetice ovS§em mohou nastat problémy pii
uréeni druhti nebo odhadu vyvoje populaci (Dong et al., 2021).

Kromé genti kdodujicich proteiny a tRNA mitochondridlni genom obsahuje rizné
dlouhy hypervariabilni kontrolni region (CR). Studie posSvatek pomoci tohoto markeru
ovSem poukazuji na to, ze pro rozliSeni genetické variability neni vhodny. Ackoliv obsahuje
repetitivni sekvence, variabilita v nich neni dalezitd pro determinaci struktury populace.

Jednad se o zdroj homoplazie, kterd mlize zmast fylogeografické analyzy. Moznosti pro



zjisténi skutecného vztahu mezi halotypy je zkraceni sekvenci ziskanych pomoci markeru

CR (Schultheis et al., 2002).

1.3.1.1 Cytochrom c oxidaza I (COI) — ,,DNA barcoding*
V roce 2003 Herbert et al. predstavili koncept tzv. ,,DNA barcoding®. Jednd se

o zpusob, jak identifikovat jednotlivé zivocisné druhy pomoci sekvence univerzalniho
markeru, kterym je ¢ast mitochondridlni COI (cytochrom c¢ oxidaza I). COI je fragment
710 bp dlouhy a pro jeho standardni amplifikaci byly navrzeny primery LCO1490 (forward)
a HC02198 (reverse) (Folmer et al., 1994). Ten se postupné stal Siroce pouzivanym
,barcodovacim® markerem v zivociSné iSi a sekvence jsou ukladany do databaze BOLD
(Barcoding Of Life Database, https://www.boldsystems.org/). V soucasnosti se zde nachazi
pies 13 milionl ,,barcod* od 345 tisic druhti zivocicht, rostlin i hub. Rad posvatek zde ma
pres 24 tisic sekvenci nalezicich k témér 1,4 tisicim druhti s ,,barcodem*.

Pii amplifikaci a sekvenovani mitochondridlnich markeri ovS§em mohou vznikat
problémy zaptiCinéné ptitomnosti endosymbiontil, z nichz nejCastéjsi je bakterie Wolbachie.
Jeji ptitomnost v mitochondridlnim genomu mulZze ovlivnit a znesnadnit Cteni sekvenci
ziskanych pomoci mitochondridlnich marker nebo snizovat variabilitu ziskanych sekvenci,
jelikoz pfi pouziti univerzalnich primert nékdy nelze rozeznat, Ze se jednd o sekvenci
bakterie a mohlo by dojit ke Spatné identifikaci druhti. Pied ,,barcodingem* by se tedy m¢la
ovetit jeji pritomnost na zkoumanych vzorcich a ptipadné ji zohlednit pfi analyzach (Smith
et al, 2012). U podiadu Systellognatha byla Wolbachie testovana u 14 jedinctl, z nichz u
jednoho byla opravdu potvrzena (Sazama et al., 2017).

1.3.2 Jaderné markery

U vsech diploidnich organizmti se markery z jaderné DNA (nDNA) vyskytuji ve
dvou kopiich a jeji nejvetsi nevyhodou oproti mtDNA je jeji rychlejsi degradace (Loxdale &
Lushai, 1998). Naproti tomu ma vsak jaderny genom vyhodu v tom, Ze obsahuje tiseky DNA
o rizné variabilité, a poskytuje tak mnohem vétsi vybér markert pro nejriznéjsi aplikace.

Pro populacné-genetické studie se nejcastéji pouzivaji mikrosatelity, coz jsou kratké
¢asti nekodujici DNA (1 — 6 bp) obsahujici vétSinou 5 — 40 tandemovych repetic (Selkoe &
Toonen). Mikrosatelity maji fadu vyhod oproti jinym typim markert, jako naptiklad

kodominantni dédi¢nost, somaticka stabilita, reprodukéni a genomova specifita a jsou vysoce



polymorfni v délkové variabilité¢ a rozptylenosti po genomu (Morgante & Olivieri, 1993).
Ovsem nevyhodou je jejich druhova specificita — byvaji vyvinuty pro urcity druh, taktéz maji
vys$i variabilitu mohou a mit také nekddujici introny, které se nachéazeji u fady jadernych
genil vimezetené mezi konzervovanéjsi exony. EPIC (Exon-Primed Intron-Crossing) markery
byvaji navrzeny tak, aby jejich primery nasedaly v exonu a PCR amplifikace smétovala pies
variabilni oblasti mezi nimi (obrazek 3) (Douglas & Haymer, 2001). EPIC markery maji
zasadni vyhody oproti jinym markeriim. Jsou velmi univerzalni a lze je pouzit napfic
riznymi taxony, jelikoz exony jsou konzervovanégjsi nez introny. Sekvence ziskané pomoci
EPIC markerti 1ze vyuzit k porovnani variability jak mezidruhové, tak vnitrodruhové (Li et

al., 2010).

primer

intron

exon exon
primer

Obrazek 3: Schéma EPIC markeru.

Ke studiim druhti a populaci se ¢asto pouziva marker /7. Jde o jistou obdobu EPIC
markeru, jelikoz se sklad4 ze dvou nekddujicich oblasti (/751 a ITS2), které jsou odd€leny
genem 5.8 rDNA. Na okrajich celé oblasti se nachazi geny /8S rDNA a 28S rDNA
(obrazek 4). Nekodujici ¢asti Casto obsahuji polymorfismy, kdezto kodujici geny na okrajich
maji tendenci byt vysoce konzervované. Pomoci PCR lze naamplifikovat celou /7S nebo
kazdou oblast zvlast. Diky specifickym molekularnim markerim lze amplifikovat zvlast
1 dalsi useky/8S a 28S, které mohou obsahovat variabilni useky. /7S je soucasti ribozomalni
DNA (RNA) a jedna se o strukturné oddé€lujici nekodujici sekvenci. Podobné se mezi RNA
nachdzi i oblast /GS (intergenic transcribed spacer) (Schldtterer et al., 1994; Douglas &
Haymer, 2001).
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Obrazek 4: Schéma ITS oblasti.



1.4 Studie posvatek pomoci molekularnich markeri

Ke studiu posvatek se pouzivaji jak mitochondridlni, tak jaderné molekularni
markery. ,,Barcodovaci* marker COI se nejcastéji pouziva k uréeni druhti. Ovsem Cordero et
al. (2016) marker COI pouzili ve své fylogenetické studii k identifikaci 155 druhi poSvatek,
chrostikii a jepic (z toho 41 druhii byli druhy posvatky). Zjistili také vysokou rozmanitost
odrazejici environmentalni rozdily v lokalitach odbéru vzork.

Jaderné markery jsou pii studiu poSvatek Casto pouzivany pro ovéfeni sekvenci
ziskanych pomoci markeru COI. Elbrecht et al. (2014) takto amplifikovali marker Wingless a
mikrosatelity ve své populacné-genetické studii na druhu Dinocras cephalotes (Celed
Perlidae) vyskytujiciho se v pohoii Sauerland (Némecko). Pomoci markeru COI ziskali 47
haplotypi, které se shlukly do 2 rliznych skupin, ov§em bylo potvrzeno, Ze se jedna o jeden
druh. Wingless marker vykazoval 1 hlavni haplotypovou skupinu, ktera byla méné variabilni
(5 haplotypti) nez u markeru COI. VétSina haplotypta Wingless byla sdilena jedinci z obou
skupin u markeru COI. Taktéz prokézali, Ze k migraci dochdzi dospélymi samicemi.

Mikrosatelity také pouzili Theissinger et al. (2013) pro vyzkum pleistocénni a
holocénni historie arkticko-alpského nelétavého druhu Arcynopteryx dichroa (Celed
Perlodidae — stejnd jako D. bicaudata). Nasli genetickd ohniska ve vychodnich Alpach,
Balkané a taktéz v Karpatech a poukazali na odliSnou diferenciaci vodnich organismi oproti
suchozemskym.

Gamboa et al. (2023) pouzili marker /TS spole¢né¢ s COI ke zkoumani vztahu
populacni struktury a habitatii poSvatek. Dendrogramy ziskané pomoci obou markera se
neliSily a bylo zjisténo, Ze heterogenita habitatu velmi ovliviiuje fylogenetickou
1 prostorovou strukturu populaci u posvatek.

Boumans & Muranyi (2014) diky molekularnim markeram 28S, ITS a COI popsali
dva nov¢ druhy posvatky rodu Zwicknia, které se oddélily od druhu Capnia bifrons.



2 Cile prace

e Na zédklad¢ literatury vybrat vhodné genetické markery pro studium populaci
posvatky Diura bicaudata.
e Experimentalné ovétit pouzitelnost vybranych genetickych markert.
e Provést populacné  genetickou analyzu  populaci  Diura  bicaudata
z Moravskoslezskych Beskyd se zamétenim na tyto otazky:
o Ovéfit, zda se v ramci D. bicaudata nenachazi krypticky druh.
o Jaké je vnitrodruhové variabilita tohoto druhu?

o Pievazuje efekt izolace (geneticky drift), nebo migrace?
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3 Material a metody

3.1 Material
Vzorky pro analyzu byly sbirany v 10 lokalitich v Moravskoslezskych Beskydech.

Sbér vzorkd a jejich identifikace na zdkladé morfologickych znakii byla provedena
Mgr. J. Krocou. Vzorky ze srovnavaci lokality Labsky dual v KrkonoSich byly poskytnuty
M. Strakou a D. Vyravskym. Na obrazku 5 jsou zobrazeny lokality z Moravskoslezskych
Beskyd.

& ; Krasna
Wy Malenovice
A
Pstruzi
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Celadna . Dolni Lomna
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Ostravice
Horni Lomna

Mo

Bycinec

4

Q Sm

ny ¥ 3

Google Earth Staré'Hamry

Klokocowv
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¥

Horni Becva

7000 m

Obrazek S: Mapa zkoumanych lokalit Diura bicaudata z Moravskoslezskych Beskyd.
Zkratky lokalit viz tabulka 1.

Vzorky byly skladovany v ¢istém etanolu (EtOH) pii -20 °C. V tabulce 1 je uvedeno,

z jaké lokality bylo kolik vzorkt sesbirano. Zpracovano bylo 10 vzorki z kazdé lokality.
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Tabulka I: Odbérové lokality. Zkratky: CM = Cerné mote, BM = Baltské mote, SM =
Severni mote, MSB = Moravskoslezské Beskydy

. « o, Geomorfologie
Lokalita Zkratka | Pocet | Umori Subsystém Celek Podcelek

1 | Jarosuv potok JP 10 CM Karpaty MSB Lysohorska hornatina
2 Moravka Mo 17 BM Karpaty MSB Lysohorska hornatina
3 Slavi¢ S1 15 BM Karpaty MSB Lysohorska hornatina
4 | Zimny potok 7P 16 BM Karpaty MSB Lysohorska hornatina
5 Rehuci Re 16 BM Karpaty MSB Lysohorska hornatina
6 Curabka Cu 12 BM Karpaty MSB Klokoc¢ovské hornatina
7 Smrk Sm 10 BM Karpaty MSB Lysohorska hornatina
8 Bystra By 13 CM Karpaty MSB Radhost’ska hornatina
9 Knéhyné Kn 18 CM Karpaty MSB Radhost’ska hornatina
10 Ve“;f(‘)’; sky VP 12 CM | Karpaty MSB | Radhogt'ska hornatina
11 | Labsky dal LD 10 SM H;I;:}}llél;ka Krkonose Krkonosské hibety

Pro zakotenéni fylogramu s markerem COI byla vyuzita sekvence UAMIC4094-21 druhu
Diura  knowltoni pievzata zdatabaze BOLD (Barcoding Of Life Database,
https://www.boldsystems.org/). Pro marker /6S byla pouzita sekvence EF623218.1 z
databaze NCBI GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

3.2 Metody
3.2.1 1zolace DNA

Kazdy vzorek byl vytazen z lihu pomoci plamenem sterilizované pinzety a poloZen
na Cisty filtracni papir, kde byl odpafen EtOH. Poté byla sterilni pinzetou odtrzena
koncetina, ktera byla pfenesena do zkumavky o objemu 0,5 ml. Nasledny postup byl
provadén dle protokolu dvouslozkového kitu DEP-25 DNA Extraction kit (Top — Bio s.r.o0.)
Vzorek byl v DEP-25 START-Blue rozmélnén sterilnim homogenizatorem. Vzhledem
k velikosti odebrané tkdn€ bylo namisto standardniho mnozstvi 75 pl roztoku pouzito 50 pl
reagencii. Vyextrahovana DNA byla skladovana vlednici a pfipravena k dalSimu

zpracovani.

3.2.2 PCR
PCR byla michana na ledovém bloku do mikrozkumavek o objemu 0,2 ml. Byl

smichan ,,mastermix* dle poctu vzorki, pro které byla PCR michéana. Pro vétSinu PCR byla
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vyuzivana Taq polymeraza Unis (Top — Bio s.r.0.). V pfipad¢é netspésné PCR amplifikace,
byla vyzkouSena TaKaRa ExTaq polymeradza (TaKaRa Bio Inc.). Mix pro jednu reakcni

sm¢s je rozepsan v tabulce I1.

Tabulka II: PCR mix pro jednu reak¢éni smés.

Reagens Objem (pl) Taq Unis | Objem (nl) Takara

ddH>O 7,25 7,75

10x Unis Taq pufr/10x Ex Taq pufr 1,25 1,25
dNTP (2,5 mM) 1 1

forward primer (5uM) 0,75 0,75

reverse primer (SuM) 0,75 0,75

Taq polymeréaza Unis (5U/ul)/ 0.1 0.05
TaKaRa ExTaq polymerdza (5U/ul) ’ ’

V ptipadé, ze se nedafila PCR amplifikace, bylo do rekce pro stabilizaci ptidano
0,5 ul BSA (Bovine Serum Albumine; 20 mg/ml; ThermoFisher Scientific Inc.) na jednu
reakci a o stejny objem bylo ptidano méné ddH>O.

Vysledny ,,mastermix“ byl po 11,1 pul rozpipetovan do jednotlivych mikrozkumavek
a do kazdé zkumavky s vyjimkou negativni kontroly bylo pfiddno 1-2 pul DNA vzorku.

Seznam pouzitych primerd pro PCR je v tabulce III.
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Tabulka III: Seznam pouzitych primerd. Tu¢né jsou primery, se kterymi byla PCR

amplifikace GspéSna.

Marker Lokus Primer Smér | Sekvence 5'— 3’
mtDNA col LCO-1490" F GGT CAA CAA ATC ATA AAA GA TAT TGG
TY-J-1460 mtD-4? | F TAC ATT TAT CGC CTA AACTTC AGC C
LCO-1490L% F GGT CWA CWA ATC ATA AAA GAT ATT GG
LEP-F19 F ATT CAA CCA ATC ATA AAGATAT
LEP-R1% R TAA ACT TCT GGA TGT CCA AAA A
HCO-2198" R TAA ACT TCT GGA TGT CCA AAA ATC A
ND2-J568> F CCA TTT CAY TTY TGA TTY CC
TW-13019 F GTT AAW TAA ACT AAT ARCCTT CAA A
ND2-J993% F CCN CCA TTT TTA GGA TTT TTH CC
ND2-J1006% F GGA CTA CCH CCA TTY TTT GG
DibiLCO? F TACAAACCATAAGGATATTGG
ATP6/8 TK-J-3790% F CAT TAG ATG ACT GAA AGC AAGTA
C3-N-4908? R CGA GTT AYA TCT CGT CAT CAT TG
ND6 ND4-J-8944%) F GGA GCT TCA ACATGA GCTTT
ND4-J-9648% F ACC TAA AGC TCC CTC ACA WAC
CB-N-11010? R TAT CTA CAG CRA ATC CYC CYC A
16S N1-1-12585b? F GGA CCC TTA CGA AAT TGA ACA TAA CCT
LR N 13398 R CGC CTG TTT AAC AAA AAC AT
CytB CB-J-10933? F TAT GTA CTA CCA TGA GGA CAA ATA TC
N1-N-11841% R GGT ACA TTA CCT CGG TTT CGT TAT GAT
AT SR-J-14612? F AGG GTA TCT AAT CCT AGT TT
TIN-24? R ATT TAC CCT ATC AAG GTA A
TMN-193? R TGG GGT ATG AAC CCA GTA GC
ITS 1781 ITSf19 F TAC ACA CCG CCC GTCGCT ACT A
ITSr2® R ATG TGC GTT CRA AAT GTC GAT GTT C
Dibi5.8Sr2Y R CAA TGT GCG TTC GAA ACG
1782 ITSf2° F TGA ACA TCG ACA TTT YGA ACG CA
ITSr1® R CTT TTC CTC CSC TTA YTR ATA TGC
188 18Sa3.5” F TGG TGC ATG GCC GYT CTT AGT
18S 9R” R GAT CCT TCC GCA GGT TCA CCT AC
288 28SrD1.2a” F CCC SSG TAA TTT AAG CAT ATT A
28SRd4.2b” R CCT TGG TCC GTG TTT CAA GAC GG
EPIC ef lapha EF0® F TCC GGA TGG CAY GGC GAG AAY ATG
EF1® F GAC AAC GTT GGC TTC AAC GTG
EF2® R ATG TGA GCA GTG TGG CAA TCC
calmoduline Cal-19 F GCC GAG CTG CAR GAY ATG ATC AA
Cal-2” R GTG TCC TTC ATT TTN CKT GCC ATC AT
creatine kinase | CK6-5") F GAC CAC CTC CGA GTC ATC TCS ATG
ARK7-3° R GTG CCA AGG TTG GTK GGG CA
wingless wgSF!? F ATG CGT CAA GAA TGT AAA TG
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wg8R!0 R TTA CAG ACA CGT GTG TAT
exonuclease 2 | Exo2 335F'D F GAY GAY TGG GTN TTY ATG TGY TT
Tom3 R'D R GTC SCG TTA TTA TTA TCA GGT
Exo02 651R!'D R CCY TGC CAN GCR AAYTYY TT
PGM PgmA-Fw1® F AAT GGA GGT CCT GCT CCA GA
Pgma-Rev19 R TAT TAC GAT CAC CAT CTC CAT C
PgmB-Fw2® F TACTTC ACC AGA TAT GAT TAT
PgmB-Rev2a® R CAC CACTACTGC CAGTACC
PgmB-Rev2b® R TCC TTA CGT AAT GAC AGT TG
Ddc AcDdc-ForlAY F AAT TTC AAY CCN CAY AAR TGG
AcDdc-For2AY F TTT GAT TGT WSN GCN ATG TGG
AcDdc-RevTrans® | R TCG GAA GCA NAC NAR NCC CAT
nDNA IGS LR12!? F CTG AAC GCC TCT AAG TCA GAA
18SR1.2.Frev'? R GCT TAA TCT TTG AGA CAA GCA
H3 H3F2a!¥ F ATG GCT CGT ACM AAG CAG AC
H3R4'Y R TTA WGC ACG TTC TCC WCG G
Wolbachia | Wolbachia 16S£!) F TTG TAG CCT GCT ATG GTA TAA CT
16Sr!) R GAA TAG GTATGA TTT TCA TGT

1) Folmer et al., 1994

2) Simon et al., 1994, 2006

3) Nelson, 2007

4) Hebert, 2004

5) Zurovcova (upraveno dle Simon et al., 2006)
6) Ji, Zhang and He, 2003

7) Whiting, 2002

8) Villablanca et al., 1998

9) Palumbi, 1996

10) Federico et al., 2018

11) Felderhoft, 2010

12) Zurovcova (upraveno dle Vilgalys, 1990)
13) Zurovcova (upraveno dle Whiting, 2002)
14) Colgan et al., 1998

15) O’Neill et al., 1992

Standardni PCR se skladd z 5 krokli o riznych teplotach a casech zapsanych
v tabulce IV. Jedna se o predenaturaci, denaturaci, annealing, elongaci a posteelongaci.
Vysledny PCR produkt 1ze bud’ ihned dale zpracovavat, nebo ho uchovat v lednici pti 5 —
8 °C. PCR profily byly pievzaty zpublikaci nebo navrzeny v laboratoii dle teplot tani
pouzitych primert a délky ocekavané¢ho produktu, nasledné byla optimalizovdna délka a

teplota u jednotlivych krokt a pocet cyklt.
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Tabulka IV: Uspé&sné PCR profily.

Krok col ITS1 ITS2 188 288
1. Predenaturace | 94 °C/2 min | 94 °C/2 min | 94 °C/2 min | 94 °C/2 min | 94 °C/2 min
2. Denaturace 94 °C/30's 94°C/30s | 94°C/30s | 94°C/30s | 94°C/30s
3. Annealing 51 °C/40s 57°C/45s | 57°C/45s 55 °C/35s 57°C/40 s
4. Elongace 72 °C/1 min | 72 °C/1 min | 72 °C/1 min | 72 °C/1 min | 72 °C/1 min
5. Postoelongace | 72 °C/2 min | 72 °C/2 min | 72 °C/2 min | 72 °C/2 min | 72 °C/2 min
6. Uchovani 12 °C/ oo 12 °C/ 12 °C/ 12 °C/ 12 °C/ 0
Pocet cyklu 2.-4. 35 35 35 35 35
Krok ATP6/8 ND6 168 CytB
1. Predenaturace | 94 °C/2 min | 94 °C/2 min | 94 °C/2 min | 94 °C/2 min
2. Denaturace 94 °C/30 s 94°C/30s | 94°C/30s | 94°C/30s
3. Annealing 57°C/35s 57°C/35s | 57°C/35s | 55°C/35s
4. Elongace 72 °C/1,5min | 72°C/1 min | 72°C/45s | 72°C/45 s
5. Postoelongace | 72 °C/2 min | 72 °C/2 min | 72 °C/2 min | 72 °C/2 min
6. Uchovani 12 °C/ oo 12 °C/ 12 °C/ 12 °C/
Pocet cyklu 2.-4. 35 35 35 35

3.2.3 Gelova elektroforéza

Pro kontrolu probéhlé PCR byla vyuzita gelova elektroforéza, ktera slouzi k ovétreni
uspésnosti PCR a zaroven také ke kvantifikaci DNA. Elektroforéza byla provadéna na 1,5%
agardzovém gelu, ktery byl pfipraven tak, Ze byly navdzeny 3 g agardzy, k nimz bylo
piidano 200 ml 1XTAE pufru (zasobni roztok - 50x TAE pufr: 2M TRIS baze, 1M kyseliny
octové, 0,05M EDTA). Nasledné byla agardza v pufru rozpousténa v mikrovinné troub¢ po
dobu 2-3 minut, dokud nebyla zcela rozpusténa veskerd agardza. Poté byla smés schlazena
pod studenou tekouci vodou na cca 60 °C a bylo pfidano 15 pl ethidium bromidu a celd smés
byla nalita do formy, kde s pfiddnim hiebink vznikly ¢tyfi gely po 28 jamkach. Gely
tuhnuly cca 40 minut ve tmé pii pokojové teploté a poté byly skladovany v 1xTAE pufru
s ptfidanim malého mnozstvi ethidium bromidu v lednici pfii teploté 4 °C.

Velikostni standard, ktery byl pii elektroforéze pouzit pro urceni velikosti a
kvantifikaci fragmenti DNA, byl pfipraven restrikénim Stipainim plasmidu Lambda DNA
(125 pl ddH>0, 50 pl Lambda DNA (0,3 pg/ul), 20 pl 10xTango Buffer, 2,5 pl Hind III
(10 U/ul), 2 pl EcoRI (10 U/ul)). Pfi nanaSeni na gel byly pouzity 4 ul velikostniho
standardu, které byly smichdny na jamkové desti¢ce s 1 pl nanaSeciho pufru (700 pl ddH20
+ 300 pl 100 % glycerolu + malé mnozstvi bromfenolové modti).
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Na gel byly naneseny 3 pl PCR produktu smichané s 1 pl nanaSeciho pufru.
Elektroforéza bézela cca 30 — 40 minut pii 120 V a 300 A. Nasledné byl gel zviditelnén a
vyfocen na UV transiluminatoru. Fotka agar6zového gelu s fragmenty a velikostniho standardu

je zobrazena na obrazku 6.
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Obrazek 6: Nalevo velikostni standard Lambda DNA/EcoRI+Hind III, napravo fotografie
rozdélenych PCR. 1. jamka — velikostni standard, 2. — 4. jamka — amplifikované fragmenty

markerem /685, 5. — 7. amplifikované fragmenty markerem COI.
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3.2.4 PreciSténi PCR produktii a sekvenovani

Pokud byla PCR tuspésna, produkty byly enzymaticky precistény smési ExoFastAP
(ThermoFisher Scientific Inc.). Byl namichdn ,,mastermix* dle poctu vzorki, kde na jeden
vzorek pfislo 0,5 pl Exonuclease I (Exo I (20 U/ul)) a 1 pl termosenzitivni alkalické
fosfatazy (FastAP (1 U/ul)). Mastermix byl nasledné rozpipetovan po 1,5 ul do kazdého
PCR produktu. Smés byla 30 minut inkubovéna pti 80 °C a poté 15 minut pii 37 °C. Takto
procistény produkt byl déle skladovan pti -20 °C nebo sekvenovan.

Vzorek na sekvenovani byl pfipraven smichdnim 5 pl pouzitého primeru a 5 pl
precistétného PCR produktu. Vzorky byly sekvenovany firmou Eurofins Genomics a

Mgr. V. Klime$ovou z Kriminalistického tistavu PCR Praha.
3.2.5 Precisténi fragmentu z agarozového gelu

V ptipadé, ze se na gelu objevilo dva a vice fragmentd od jednoho PCR produktu, byl
potiebny fragment vyfiznut z gelu pomoci ziletky pod UV svétlem a extrahovan pomoci kitu

Column DNA Lego kit (Top — Bio s.r.o.) dle protokolu ,lzolace DNA fragmentt
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z agardzového gelu®. UspéSnost piecisténi byla zkontrolovana pomoci gelové elektroforézy,

ziskana DNA sekvenovana nebo skladovéna pii -20 °C.

3.2.6 Klonovani

Jelikoz nékteré sekvence z oblasti /7S nebyly citelné, byly k nim nélezici PCR
produkty zaklonovadny do vektoru. PCR provadéna pied klonovanim byla provadéna
s prodlouzenou postelongaci na 10 minut.

Na vlasti klonovani byly nejprve pfichystany misky s agarovym gelem a tekuté¢ LB
medium (1 1 H20, 10 g tryptonu, 5 g kvasinkového extraktu, 10 g NaCl). Smés na agarové
misky méla stejné slozeni s tim, ze bylo pfiano 15 g agaru. Nasledné byla smés na agarové
misky vykldvovana po dobu 60 minut a poté byla schlazena pod tekouci studenou vodou. Do
schlazené smési byl pfidan ampicilin (1 pl ampicilinu na 1 ml média) a byla rozlita do cca
35 Petriho misek. Po n¢kolika minutach gely ztuhly a na jejich povrchu bylo ethanolem a
nad plamenem sterilizovanou klickou rozetfeno 64 pl X — galu (12,5mg/ml) a 3,5 ul IPTG
(240mg/ml).

Ligace PCR produkti do vektoru a transformace do bakterialnich bun¢k byla
provadéna piesné podle protokolu od firmy pGEM — T Easy Vector Systems™(Promega™)
s vyjimkou toho, Ze nebylo pouzito uvedené SOC médium, nybrz diive pfipravené LB
médium.

Do druhého, nebo tietiho dne narostly na miskéach bil¢ a modré kolonie. Na rozdil od
modrych kolonii, bilé vektor s insertem obsahovaly a byly tak sterilni §pickou pfeneseny do
mikrozkumavky o objemu 0,2 ml s 10 pul ddH,O a povafeny 10 minut na termobloku
predehiatém na 95 °C. Ziskana DNA poté mohla byt pouzita jako templat do PCR

s pouzitim primeru stejnych jako u pivodniho produktu.

3.2.7 Bioinformaticka a biostatisticka analyza dat

Ziskané sekvence byly primdrné zpracovany pomoci programu Chromas 2.6.6
(https://technelysium.com.au/wp/), kde byly odfiznuty primery a necitelné baze na zacatku
sekvence. Pfi sekvenaci vzorii obéma primery byl v programu SeqMan (Swindell &

(13 ~

Plasterer, 1997) vytvofen tzv. ,,contig®, Cili sekvence byly slozeny do jedné spole¢né. Po
ovéfeni druhu v NCBI BlastSearch (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) byly sekvence dale

zpracovavany v programu MEGA11 (Tamura et al., 2021), kde byl zkontrolovan ¢teci rdmec
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(ORF) a byly provedeny ,,alignemnty* (sefazeni) metodou ,,Muscle®“. V programu MEGA11
byly nésledné vypocteny zakladni charakteristiky sekvenci jako délka, slozeni a procentudlni
zastoupeni jednotlivych nukleotidii. Dale byl stanoven pocet variabilnich a parsimonialné
informativnich mist. Poté byly sekvence rozdéleny do skupin dle populaci a byla vytvoiena
tabulka genetickych vzdalenosti s pouzitim modelu Kimura2-parametr (K2p) pro néasledné
vyuziti v programu GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse, 2012) a taktéz byly vygenerovany p-
distance pro urceni kryptickych druht na webovém serveru ABGD (Puillandre et al., 2012).
V programu MEGA11 byl vytvotfen konkatenovany soubor spojenim markert /6S a COI.

Parové geografické vzdalenosti mezi lokalitami byly na zdklad¢ GPS soutadnic
vypocteny v programu Geodist (Picard, 2019). Pomoci programu GenAlEx 6.5 byl testovan
efekt izolace vzdalenosti na zéklad¢ korelace geografickych a genetickych vzdalenosti
(Mantelav test). Genetické vzdalenosti byly také analyzovany metodou hlavnich koordinat
(PCoA).

V programu DnaSP 6 (Rozas et al.,, 2017) byly vytvofeny vstupni soubory pro
programy Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) a PopArt 1.7 (Leigh & Bryant, 2015).
Déale byly v programu DnaSP provedeny vypocty nukleotidové (7) a haplotypové (Hd)
variability a byly stanoveny pocty haplotypt.

Pomoci programu PopArt 1.7 byly vytvoteny haplotypové sité metodou Median-
Joining (MJ) (Bandelt et al., 1999) pro urCeni ptibuznosti haplotypt.

V programu Arlequin 3.5 byly spocitany testy neutrality (Tajimtv test a Fulv test),
molekularni analyza variance (AMOVA) a hodnoty Fsrpro jednotlivé populace, které slouzi
k popisu strukturovanosti populaci a odrazi jejich moznou demografii.

Ptibuznost populaci byla déale analyzovana pomoci fylogramli metodou Maximum
Likelihood na webovém serveru PhyML (Guindon et al., 2010). Vygenerované dendrogramy
byly nésledné upraveny v programu MEGA11. Podpora vétvi byla vyhodnocena pomoci
neparametrického testu aLRT-SH (neparametricky ,,approximate lileihood-ratio* test podle
Shimodairy—Hasegawy).

Pro urceni kryptickych druhta byly v programu ABGD vytvoteny grafy na zéklad¢ p-
distance a byl urfen tzv. ,barcoding gap“. Pro vyhodnoceni byly pouzity hodnoty
Pmin =0,001, Pmax = 0,1, Steps = 20, Nb bins = 30, X (relativni S$itka gapu)
u vnitrodruhového porovnani Diura bicaudata bylo 0,25 a pro porovnani s Diura knowltoni

bylo 1,5.
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4 Vysledky

Pro PCR amplifikaci bylo vyzkouSeno celkem 19 molekuldrnich markert (13
jadernych, 6 mitochondridlnich) na mensim souboru jedinci (jeden zastupce z kazdé
populace). U jadernych markert bud’ nebyla Gspésna PCR amplifikace nebo sekvenovani, v
piipad¢ ziskani kvalitnich sekvenci vSak byla zjisténa pftilis nizka variabilita.
populacné-genetickou analyzu. Z mtDNA byly uspésné markert COI, 16S, ND6, ATP6/8 a
Cytochrom b, z nichz pro dalsi analyzy byly vyuzity markery COI a 168, které vykazali

nejvyssi variabilitu.

4.1 Wolbachia

Na pritomnost Wolbachie byly testovany celkem 3 vzorky, ani u jednoho nebyla

prokéazana pfitomnost této bakterie.

4.2 Jaderné markery

4.1.1 ITS

Pomoci markeru /7S bylo naaplifikovano a osekvenovéano 6 vzorku z oblasti /751 a
6 vzorkl z oblasti /7.S2. Kviili Spatné kvalité ziskanych chromatogramt, kde se vyskytovaly
zdvojené baze nebo bylo znemoznéno ¢teni chromatogramu kvili silnému pozadi, byly tyto
vzorky zaklonovany. Ani tento postup vSak nevedl k ziskani pouzitelnych sekvenci.

Pro pfedbézny odhad variability fragmentii /8S RNA a 285 RNA byly osekvenovany
4 vzorky z nejvzdalengjsich lokalit. Vzhledem k tomu, Ze jejich variabilita byla minimalni az

nulova, nebylo s témito markery dale pracovano.

4.1.2 EPIC

Uspésnost PCR amplifikace DNA pomoci EPIC markert nebyla vysoka. Z celkového
poctu 7 otestovanych fragmentii se podafilo amplifikovat pouze po jednom vzorku se 3
markery (creatine kinase, wingless a exonuclease 2), ovSem v ani jednom piipadé se

nepodafilo ziskat kvalitni sekvenci.
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4.2 Mitochondrialni markery

Z mitochondridlnich markeri, které nebyly pouzity pro finalni analyzy kvili nizké
variabilité, byly ziskany 4 sekvence pomoci fragmentim z gent Cytochrom b a ND6 a 7
sekvenci pomoci markeru ATP6/S. Marker AT se naamplifikovat nepodafilo. Pro
fylogenetické analyzy a porovnani markerti bylo osekvenovano celkem 108 jedincii pomoci
markeru COI a 75 jedincti pomoci markeru /65, z nichz 73 jedinct bylo spolecnych pro oba
markery. Z kazdé z celkovych 11 lokalit (tabulka 1) byly ziskany s pomoci obou markert
minimalné 3 sekvence, které byly zkraceny o Spatné Citelné ¢asti na 5'konci a odstranéna
sekvence reverzniho primeru na 3 konci.

Vysledny fragment u markeru COI ma spole¢nou délku 573 bp, znichz 27 je
variabilnich (4,71 % z celkové délky sekvence) a na 10 mistech (1,75 %) byla pozorovana
parsimonidlni variabilita, coZ znamena variabilitu alespont ve dvou nukleotidech u dvou ¢i
vice sekvenci.

Sekvence z oblasti /6§ byla upravena obdobné¢ na spole¢nou délku 736 bp, kde 21
nukleotidil je variabilnich (2,86 %) a 14 z nich (2,43 %) obsahuje parsimonialni variabilitu.

Pro marker COI bylo primérné zastoupeni jednotlivych bazi 33,7 % T(U), 22,3 % C,
24,2 % A a 19,8 % G. U markeru /65 je to primérmné 30,7 % T (U), 21,5 % C, 35,8 % A a 12
% G.

4.3 Geneticka variabilita populaci

Vysledek testii hypotézy o mozné izolaci populaci na zdkladé geografické
vzdalenosti (Manteliv test, obrazek 7), kde byl zkouman vztah mezi geografickou a
genetickou vzdalenosti K2p, nebyl signifikantni ani v jednom ptipadé. U markeru COI
R,=-0,036, p = 0,66, u 16S R, = -0,218, p = 0,24, u obou dohromady R,, = -0,211,
p =0,35. Nebyla tedy prokdzana zavislost mezi genetickou a geografickou vzdalenosti a

muzeme piedpokladat, ze u tohoto druhu prevlada migrace nad genetickym driftem.
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Obrazek 7: Test izolace vzdalenosti (vztah mezi genetickou a geografickou vzdalenosti,

Mantelav test). a) COI, b) 168, c¢) 165+COI
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Na obrazku 8 jsou vysledky analyzy genetické vzdalenosti (K2p) populaci metodou
hlavnich koordinat (PCoA) pro markery COI, 16S a pro oba markery dohromady. Ztetelné
oddé€lena od ostatnich je lokalita Zimny. OvSem ostatni populace nejsou ztetelné oddéleny

na zaklad¢ geografické polohy ani podle umofi, do kterého lokality nalezi.
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Obrazek 8: Analyza PCoA. a) COI, b) 16S, c) 165+COI. Zkratky populaci viz tabulka 1.
Barvy bodii odpovidaji umoiim. Modfe — Baltské mote, Zelené — Cerné mote, Cervené —

Severni more.
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V tabulce V jsou zaznamenany jednotlivé nukleotidové a haplotypové variability pro
markery COI a 16S a pro konkatenovany /6+COIl Nejvétsi haplotypovou variabilitu
vykézali markery po spojeni s tim, Ze marker /65 m¢l vyssi haplotypovou variabilitu nez
COl. Ovsem nejvétsi nukleotidova variabilita byla u samostatného markeru COI. Zastoupeni

jednotlivych haplotypi v populacich se nachazi v Ptilohach 1 — 3.

Tabulka V: Nukleotidova a haplotypova variabilita pro markery COI, 16S a konkatenovany
165+COIl. 7 — nukleotidova variabilita, Hd — haplotypova variabilita, 7 — poCet haplotyp,
zkratky populaci viz tabulka I. CP = celkova populace

Nukleotidova (m) a haplotypova variabilita (Hd a h)
Lokalita Ccol 16S 16S+COI

T Hd h T Hd h T Hd h

By 0,0025 0,889 6 0,0028 0,911 7 | 0,0026 | 0,972 | 8
Cu 0,0019 | 0,778 | 4 | 0,0041 1 4100033 | 1 | 4
JP 0,0011 0,378 3 0,0024 0,857 5 | 0,0018 | 0,857 | 5
Kn 0,0035 0,833 5 0,0036 1 3 | 0,0036 1 3
LD 0,0011 0,378 3 0,0021 0,8 4 | 0,0019 [0933]| 5
Mo 0,0019 0,644 3 0,0022 0,9 4 | 0,0019 1 4
Re 0,0029 0,756 5 0,0036 1 3 | 0,0036 1 3
S1 0,0037 0,911 7 0,0028 1 6 | 0,0031 1 6
Sm 0,0013 0,378 3 0,0025 0,8 5 | 0,0020 | 0,867 | 6
VP 0,0034 0,778 6 0,0022 0,778 6 | 0,0028 | 0,867 | 7
Zi 0,0055 0,911 6 0,0036 0,956 8 | 0,0044 |0978| 9
CcP 0,0034 0,814 | 28 0,0028 0,863 | 29 | 0,0033 | 0,972 | 48

Vztahy mezi haplotypy jsou zobrazeny na haplotypovych sitich na obrazku vytvorené
metodou Median — Joining (obrdzek 9). Ve vSech tfech ptipadech je nejvice zastoupen

haplotyp 1. Z haplotypovych siti nelze jednoznaéné oddélit zadnou populaci.
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Obrazek 9: Haplotypové sité pro jednotlivé markery. a) COIL b) 168, ¢) 165+COI. Kazdy
kruh zastupuje 1 haplotyp, rozdéleni kruhu odpovida poctu jedinct z jednotlivych lokalit.
Zkratky lokalit v legendach odpovidaji zkrabtkam v tabulce 1. Odstiny barev reprezentuji
umofi. (viz tabulka 1)
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Pro zjisténi mozné populacni struktury byla provedena analyza molekularni variance
(AMOVA), ktera je spocitana v tabulce VI. V této analyze bylo pouzito n€kolik moznych
scénafi rozdéleni populaci: nejdiive do tfi skupin dle tmofi, poté do Ctyf skupin dle
geomorfologického podcelku (viz tabulka 1), a nakonec do dvou skupin dle polohy lokalit ve
smérech zapad/vychod. Zaporné hodnoty fixacnich indexd a vysvétlené variability jsou
zpisobeny algoritmem programu Arlequin. Vysledky naznacuji, Ze mezi populacemi uvnitf
skupin je variabilita vy$$i nez mezi skupinami, a to naznacuje, Ze populace nejsou
hierarchicky uspofadané. Fixacni indexy se vétSinou blizi nule, coz poukazuje na podobné
rozmisténi variability v populacich. V tabulce se nachazi vypocty vysvétlené variability,

fixacni indexy a jejich hodnota p. Kompletni tabulka je Ptiloze 4.

Tabulka VI: Analyza molekularni variance (AMOVA) populaci ve skupindch dle amofi,
geomorfologického podcelku a dle rozdéleni na zapad/vychod pro markery COI, 16S a
konkatenovany /6S+COI. Modie jsou vyznaceny signifikantni hodnoty.

AMOVA dle umoii pro marker COI

Zdroj variability Vysvétlend variabilita [%] | Fixacni indexy | p - value

Mezi skupinami 9,27 0,19001 0,14956
Mezi populacemi uvnitf skupin 17,24 0,26511 0

Uvniti populaci 73,49 0,09271 0

AMOVA dle imoii pro marker 165

Zdroj variability Vysvétlend variabilita [%] | Fixacni indexy | p - value

Mezi skupinami -2,55 -0,0255 0,81036
Mezi populacemi uvnitf skupin 5,56 0,05419 0,06256

Uvniti populaci 96,99 0,03008 0,06452

AMOVA dle umoii pro marker 165+COI

Zdroj variability Vysvétlend variabilita [%] | Fixacni indexy | p - value

Mezi skupinami -3,7 -0,03704 0,7869
Mezi populacemi uvnitf skupin 18,39 0,17734 0

Uvniti populaci 85,31 0,14687 0

AMOVA dle geomorfologického podcelku pro marker COI

Zdroj variability Vysvétlend variabilita [%] | Fixacni indexy | p - value

Mezi skupinami 11,86 0,11856 0,1085
Mezi populacemi uvnitit skupin 15,82 0,17944 0

Uvnitf populaci 72,33 0,27672 0

AMOVA dle geomorfologického podcelku pro marker 165

Zdroj variability Vysvétlend variabilita [%] | Fixacni indexy | p - value

Mezi skupinami 0,23 0,00225 0,43011
Mezi populacemi uvniti skupin 3,92 0,03929 0,10362

Uvniti populaci 95,85 0,04146 0,06158
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AMOVA dle geomorfologického podcelku pro marker 165+COI

Zdroj variability Vysvétlend variabilita [%] | Fixacni indexy | p - value
Mezi skupinami 2,53 0,02528 0,2913
Mezi populacemi uvniti skupin 14,22 0,14588 0
Uvnitf populaci 83,25 0,16746 0
AMOVA dle rozdéleni na zapad/vychod pro marker COI
Zdroj variability Vysvétlend variabilita [%] | Fixacni indexy | p - value
Mezi skupinami -5,07 -0,05069 0,90323
Mezi populacemi uvnitf skupin 28,05 0,26694 0
Uvniti populaci 77,02 0,22978 0
AMOVA dle rozdéleni na zipad/vychod pro marker 165
Zdroj variability Vysvétlend variabilita [%] | Fixacni indexy | p - value
Mezi skupinami -0,98 -0,00978 0,6696
Mezi populacemi uvnitf skupin 4,63 0,04583 0,06256
Uvniti populaci 96,35 0,03649 0,06745
AMOVA dle rozdéleni na zapad/vychod pro marker 16S+COI
Zdroj variability Vysvétlend variabilita [%] | Fixacni indexy | p - value
Mezi skupinami -2,02 -0,0202 0,64907
Mezi populacemi uvnitf skupin 17,27 0,16927 0
Uvniti populaci 84,75 0,15249 0

Dale byla analyzovana diferencovanost populaci pomoci fixa¢niho indexu Fsr (tabulka VII).
Hodnoty fixa¢nich indexd nabyvaji od 0 do 1. 0 znamend, ze alely jsou v populacich
fixované. 1 znamena, ze se od sebe alely zcela odliSuji. Hodnoty se mezi populacemi zna¢né

lisi, ale ani signifikantni hodnoty nenaznacuji populac¢ni strukturu.

Tabulka VII: Hodnoty Fsr pro marker COI, 16S a konkatenovany /6S+COI. Modie jsou

vyznaCeny signifikantni hodnoty (p byla pro kazdy marker stanovena na zaklad¢ 1023

permutaci).
Fsr pro marker COI

Lokalita| By Cu JP Kn | LD | Mo | Re S1 Sm VP | Zi
By | 0,000

Cu | 0,354 | 0,000

JP 0,031 | 0,083 | 0,000

Kn | 0284 | 0.184 | 0,389 | 0,000

LD | 0395|0315 ]0,117 | 0.698 | 0,000

Mo | -0,075]-0,003 | -0,011 | 0.213 | 0.278 | 0,000

Re |-0,041] 0,046 | -0,048 | 0.364 | 0,248 |-0,073 | 0,000

S 0,391 | 0,324 | 0,128 | 0,635 | 0,105 | 0,282 | 0,255 | 0,000

Sm | 0,284 | 0.184 | 0,389 | -0,071 | 0,698 | 0,213 | 0,364 | 0,635 | 0,000

VP | 0,113 | 0,150 | 0,026 | 0.615 | 0.291 | 0,067 | -0,007 | 0.322 | 0.615 | 0,000
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Zi  |-0,076] 0,012 | 0,012 | 0,274 | 0311 |-0,078 |-0,069 | 0,329 | 0,274 | 0,039 |0,000
Fsr pro marker 165
Lokalita| By Cu JP Kn | LD | Mo | Re S Sm VP | Zi
By | 0,000
Cu | 0,063 | 0,000
JP | -0,035 | 0,084 | 0,000
Kn | -0,062 |-0,024 | 0,042 | 0,000
LD | 0,060 | 0,125 | 0,086 | 0,030 | 0,000
Mo | 0219 | 0250 | 0,196 | 0,159 | -0,220 | 0,000
Re |-0,015] 0,082 | 0,051 | 0,021 | 0,087 | 0.288 | 0,000
SI  |-0,083| 0.094 | 0,035 |-0,010] 0,073 | 0.224 |-0,030 | 0,000
Sm | -0,039 | 0.149 | 0,068 | -0,029 | -0,044 | 0,077 | 0,025 | -0,013 | 0,000
VP | 0,001 |-0,080 | 0,045 | -0,025 | 0.184 | 0,339 | 0,063 | 0,048 | 0,142 | 0,000
Zi  |-0,104 |-0,128 | -0,034 | -0,233 | -0,220 | -0,143 | -0,014 | -0,05 | -0,130 | -0,093 | 0,000
Fgr pro markery 165+COI
Lokalita| By Cu JP Kn | LD | Mo | Re S1 Sm VP | Zi
By | 0,000
Cu |-0,132| 0,000
JP | 0.256 | 0,040 | 0,000
Kn | 0,001 [-0,052| 0.115 | 0,000
LD | 0253 (0,067 | 0.139 | 0,108 | 0,000
Mo | -0,088 | -0,150 | 0.269 | 0,093 | 0.276 | 0,000
Re | 0,076 [ -0,200 | 0.219 | 0,075 | 0,171 | 0,120 | 0,000
Sl 0,374 | 0251 | 0,046 | 0,222 | 0,181 | 0,414 | 0,349 | 0,000
Sm | 0,090 | 0,001 | 0,059 | 0,042 | 0,022 | 0,156 | 0,190 | 0,132 | 0,000
VP | -0,042 | -0,100 | 0.205 | 0,064 | 0.308 |-0,049 | 0,208 | 0.387 | 0.125 | 0,000
Zi 0,349 | 0,104 | 0,078 | 0.164 | 0,093 | 0.402 | 0,104 | 0,072 | 0,162 | 0.401 [0,000

Vysledky analyzy demografie pomoci testi neutrality pro jednotlivé populace jsou

spocitany v tabulce VIII. Tajimuv test byl signifikantni pouze u tfech lokalit u markeru COL

Hodnoty p se pohybovaly okolo 0,03, coz je ovSem velmi blizko 5% hladin€ vyznamnosti.

Ve vsech tfech ptipadech hodnota Tajimova D byla zapornd, coz mize znalit expanzi

populace. Na druhou stranu kladnd hodnota Tajimova D miize znacit prudky pokles

populace (tzv. ,,bottleneck®). U Fuuova testu byly hodnoty FS signifikantni celkem u dvou

populaci u markeru COI, u tii populaci u markeru /65 a pokud se oba markery spojily, byl

Fulv test signifikantni celkem u ¢ty lokalit. V pfipad¢, Ze hodnota F'S nabyva zapornych

hodnost, znamend to nadmérny pocet haplotypi, coz se dd ocekavat u nedavné expanze

populace, naopak u kladnych hodnot je haplotypli nedostatek, a to poukazuje na nedavny

pokles populace. Lokality Bystra a Slavi¢ dosahuji zapornych signifikantnich hodnot u

markeru COI, 16S 1 u obou spolecné, coz znac¢i populacni expanzi u téchto populaci.
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Tabulka VIII: Demografickd analyza (testy neutrality) pro jednotlivé populace pro marker

COl, 16S a konkatenovany /6S+COI. N — pocet jedinct, S — pocet segregujicich mist, 7—

prumérna parova diverzita. Modie jsou zvyraznény signifikantni hodnoty.

Testy neutrality pro jednotlivé populace pro marker COI

Lokalita N Tajimuy test Funy test
S T D p-value | PocCet alel FS p
Bystra 9 14| 1,444 | -0,075 0,471 6 -3,089 0,008
Curabka 10| 2 | 1,089 | 1,743 0,979 4 -0,699 | 0,191
Jarosuv potok 10| 3 0,6 -1,562 0,023 3 -0,410 | 0,372
Knéhyné 916 2 -0,41 0,372 5 -0,848 | 0,224
Labsky diil 10] 2 0,6 -1,562 0,02 3 -0,459 | 0,152
Moravka 10] 2 | 1,089 | 1,743 0,983 3 0,643 0,587
Rehuci 10| 5 | 1,667 | -0,229 0,414 5 -1,021 0,2
Slavié 10| 7 | 2,089 | -0,660 0,264 7 -3,132 0,012
Smrk 10| 3 | 0,756 | -1,034 0,193 3 -0,046 | 0,394
Vermirovsky potok | 10| 9 | 1,956 | -1,687 0,031 6 -1,892 0,06
Zimny 10| 8 | 3,156 0,5 0,715 6 -0,695 0,286
Testy neutrality pro jednotlivé populace pro marker 7165
Lokalita N Tajimuy test Funy test
S T D p-value | Pocer alel FS p
Bystra 10| 7 | 2,044 | -0,736 0,262 7 -3,202 0,016
Curabka 415 3 0,956 0,816 5 -1,237 | 0,089
Jarosuv potok 8 | 5| 1,786 | -0,335 0,389 5 -1,403 0,092
Knéhyné 314 | 2,667 0 1 3 -0,341 0,186
Labsky dul 6 | 4| 1,533 | -0,676 0,338 4 -0,989 | 0,121
Moravka 514 1,6 -1,094 0,063 4 -1,405 0,078
Rehuci 314 | 2,667 0 1 3 -0,341 0,192
Slavi¢ 6 | 5| 2,067 | -0315 0,427 6 -4,261 0,001
Smrk 10| 6 | 1,867 | -0,496 0,343 5 -0,76 0,237
Vermirovsky potok | 10| 6 | 1,644 | -0,929 0,191 6 -2,364 0,019
Zimny 10| 9 | 2,644 | -0,739 0,24 8 -4,001 0,002
Testy neutrality pro jednotlivé populace pro markery 165+COI
Lokalita N Tajimay test Fuuy test
S T D p-value | PocCer alel FS p
Bystra 9 |11 ] 3,361 | -0,797 0,249 8 -3,949 0,007
Curabka 4 | 7 | 4333 | 1,323 0,866 4 -0,715 0,173
Jarosuv potok 8 | 7| 2,286 | -0,73 0,272 5 -0,861 0,233
Knéhyné 31 7 | 4,667 0 1 3 0,308 0,366
Labsky dul 6 | 7| 2,533 | -1,011 0,196 5 -1,618 0,07
Moravka 415 2,5 -0,797 0,169 4 -1,514 0,047
Rehuci 317 | 4,667 0 1 3 0,308 0,375
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Slavi¢ 6 | 10 4 -0,521 0,356 6 -2,622 0,028
Smrk 10| 9 | 2,622 | -0,77 0,236 6 -1,143 0,19
Vermirovsky potok | 10 | 15 3,6 -1,479 0,057 7 -1,557 0,12
Zimny 10 17| 5,8 -0,162 0,483 9 -3,11 0,03

Fylogramy zobrazujici piibuznost populaci vytvofené¢ pomoci metody Maximum Likelihood

(ML) na zéklad¢ Neighbour — Joining (NJ) pro markery COI (obrazek 10), /6S (obrazek 11)

a konkatenovany /65+COI (obrazek 12) neprokazaly odlisSeni populaci dle geografického

ptvodu. Populace se neshloucily ani v jednom ptipad¢ do pevnéjsich klastrii.
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Obrazek 10: Fylogram pro marker COI (Maximum likelihood, HKY85+I model, podpora
vetvi stanovena alLRT-SH testem). Kofen — Diura knowltoni. Zkratky lokalit viz tabulka 1.
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Obrazek 11: Fylogram pro marker /65 (Maximum likelihood, HKY85+1 model, podpora

vétvi stanovena aLRT-SH testem). Koten — Diura knowltoni. Zkratky lokalit viz tabulka 1.
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Diura knowltoni
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Obrazek 12: Fylogram pro markery /6S+COI (Maximum likelihood, TN93+G+I model),
podpora vétvi stanovena aLRT-SH testem). Koten — Diura knowltoni. Zkratky lokalit viz

tabulka 1.
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4.4 Kryptické druhy

V z&dném z fylogrami (obrazky 10 — 12) nebyly vyrazné samostatné klastry, coz
existenci kryptickych druhli nepodporuje. Rovnéz porovnani parovych genetickych
vzdalenosti jedinci v ramci D. bicaudata a D. bicaudata versus D. knowltoni poukazuje na
to, ze vnitrodruhové a mezidruhové vzdalenosti se nepiekryvaji. Minimalni, primérmné a
maximalni hodnoty se nachazi v tabulce IX. Tabulka parovych distanci vSech jedinci vetné

D. knowltoni, se nachazi v externi Pfiloze 5.

Tabulka IX: Minimalni, maximalni a primérné p-distance v rdmci D. bicaudata (Db) a D.

bicaudata vs. D. knowltoni (Dk) u markert /6S+COL

Db vs. Dk Db
Minimum 0,02614 0,00000
Maximum 0,03119 0,01004
Primér 0,02802 0,00323

Tato pozorovani byla také potvrzena analyzou v programu ABGD. Pro porovnani
mezidruhové (D. bicaudata vs D. knowltoni) a vnitrodruhové variability (v rdmci D.
bicaudata) byly vytvoteny na zdkladé p-distance histogramy (obrazek 13), z nichz je patrné,
ze pti porovnani s D. knowltoni dojde k odd€leni dvou skupin, kdezto porovnani pouze D.

bicaudata vykézalo skupinu pouze jednu.
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Obrazek 13: Vysledky analyzy ABGD. a) — D. bicaudata vs. D. knowltoni, b) — v ramci D.

bicaudata.
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5 Diskuze

5.1 Metodika — izolace DNA a optimalizace PCR

Pro izolaci DNA u posvatek se pouzivaji rizné druhy kit a postupti. Nejcastéji je
pouzivan DNeasy Blood and Tissue kit 250 (Quiagen N.V.) (Gamboa, 2023, Veale et el.
2018). OvSsem v mé praci byla DNA izolovéana pouze pomoci kitu DEP-25 DNA Extraction
kit (Top — Bio s.r.0.). Diky kratké ¢asové naroc¢nosti na extrakci a vysoké uspésnosti nebylo
potieba zkouset 1 jiné zplisoby izolace.

Standardn¢ byla PCR provadéna s Taq polymerazou UNIS (Top — Bio s.r.0.), ovSem
v pfipadé, Ze amplifikace nebyla Gispés$na, byla pouzita citlivejsi ExTaq polymeraza (TaKaRa
Bio Inc.). S touto polymerdzou vsak nebyla PCR tspésna viibec, nebyla tedy dale pouzivana.
PCR amplifikaci nezlepsilo ani ptfidani BSA; optimalizace byla tedy predev§im na zékladé

teploty nasedani primert (annealingu).

5.1 Jaderné markery

Pomoci markerd EPIC se nepodafilo ziskat ani jednu pouzitelnou sekvenci od
3 vzorki, které byly sekvenovany (markery wingless, creatine kinase, exonuclease 2). Zbylé
4 EPIC markery se nepodafilo ani pfes optimalizaci naamplifikovat. Problém je nejspis
v nasedani primerd, jelikoz tyto markery nejsou standardné navrzeny pro posvatky. A
iprestoze se jednd o markery univerzalni pro cely kmen ¢lenovel, u D. bicaudata je
pravdépodobné variabilita v primerovych oblastech, coz ov§em nemusi platit pro posvatky
obecné, jelikoz Elbrecht et al. (2014) tspésné naamplifikovali nDNA u druhu Dinocras
cephalotes pomoci markeru Wingless s primery dle Pauls et al. (2008), ktefi tyto primery
pouzili u chrostikt. Jelikoz oni byli s témito primery uspésni, je mozné, Ze mnou pouZité
primery wg5F a wg8R nejsou tolik univerzalni.

Z ITS oblasti bylo celkem ziskano 12 sekvenci (6 7SI, 6 ITS2) ovSem
pravdépodobné se zde nachazi sekundarni struktura, jelikoz sekvence nebyly Citelné, a to ani
v ptipad¢, Ze byl pouzit specificky navrzeny primer pro D. bicaudata. Z tohoto divodu byly
vzorky s takto Spatnymi sekvencemi zaklonovany, ovSem ani klonovani nebylo Uspé&$né.
Oproti tomu Gamboa et al. (2023) uspésn¢ naamplifikovali oblast /752, ale neuvedli, jaké
byly pouzity primery, pouze odkazali na studii, ve které ovSem amplifikovali pouze oblast

ITS1, a to na klist’atech.
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Oblasti /85 RNA a 28S RNA se podafilo naamplifikovat Gspésné, vykazali ale velmi
nizkou variabilitu, proto nebyly pouzity pro dalsi fylogenetické analyzy. OvSem Boumans &
Muranyi (2014) dokézali pomoci markeri 28S, ITS a COI odlisit druhy. Pro marker COI
pouzili univerzalni primery LCO1498 a HCO2190 (Folmer et al., 1994) ovSem pro oblasti
288 a ITS pouzili jiné primery nez byly pouzity v mé préci a podafilo se jim amplifikovat i
celou /7S oblast najednou, coz se v mém piipadé nepodatilo pravdépodobné kviili délce celé
ITS. Boumans & Muranyi (2014) ovSem u markeru /7S pouzili primery specifické pro jimi

zkoumané druhy rodu Zwciknia.

5.2 Mitochondrialni markery

Pomoci univerzalnich markert LCO1490 a HCO2198 (Folmer et al., 1994) byla
uspésnost PCR amplifikace vysoka, ovSem nékteré ziskané sekvence byly cca v prvnich 200
bp necitelné. Byla proto testovana ptitomnost bakterie Wolbachie u tii vzorkl s takto
Spatnymi sekvencemi. Ptitomnost Wolbachie potvrzena nebyla, takze Spatna Ccitelnost
sekvenci byla pravdépodobné zplsobena hor§im nasedanim primert a v dasledku toho
komaplifikaci nespecifickych produktti. U jinych druhG zpodiddu Systellognatha byla
Wolbachie testovana u 14 jedinct, z nichZ u jednoho byla opravdu potvrzena (Sazama et al.
2017). Problém se Spatnou citelnosti v zacatcich sekvenci se podafilo ¢astecné prekonat
navrzenim dalSich primert s jejichZ pomoci tak mohly byt ziskany delsi sekvence obsahujici
puvodni fragment. Kvili vzorklim, kde se PCR ani po optimalizaci nezdafila, byl navrzen
primer specificky pro D. bicaudata. Tento primer tak pomohl naamplifikovat zbylé vzorky.
Nakonec bylo ziskano 108 sekvenci.

Z mitochondridlnich markert se déale podafilo naamplifikovat oblasti 76S, NDG6,
ATP6/8 a Cytochrom b, z nichz byl nejvariabilnéj$i marker /6S a byl tak pouzit k markeru
COI pro fylogenetické analyzy. Marker ND6 amplifikoval nejdelsi fragment o délce cca
1350 bp. U nékterych sekvenci tak nebyl osekvenovan az dokonce, sekvence byla v nékolika
mistech necitelna, nebo byla nizka variabilita. S délkou cca 1100 bp se jevil vhodné marker
ATP6/8, ovsem 1 presto, ze sekvence stimto markerem byly o cca 400 bp delSi nez
s markerem /68, variabilnich mist obsahoval méné. Marker Cytochrom b naamplifikoval
fragment dlouhy 900 bp, ale stejné jako v ptipadé markeru ATP6/8 vykéazal nizkou

variabilitu.
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Marker COI se jevi vhodné jako ,,bardcodovaci®, coz ve své studii potvrdili Cordero
et al. (2016), kteti pomoci tohoto markeru s primery identifikovali 155 druhli posvatek,
chrostiki a jepic (z toho 41 druhii byly druhy posvatek). Jiné studie jako naptiklad Gamboa
et al. (2023) nebo Elbrecht et al. (2014) pouzili marker COI jako hlavni marker a k nému
pouzili dals§i jaderné markery na porovnani. V obou pfipadech byly pouzity univerzalni
primery LCO1498 a HCO2190 (Folmer et al., 1994). Gamboa et al. (2023) k markeru COI
pouzili marker /7S a s obéma markery ziskali obdobné dendrogramy. Naopak Elbrecht et al.
(2014) s markerem COI odlisili 2 razné skupiny haplotypii oproti markeru Wingless a

mikrosatelitlim, které vykazali skupinu pouze jednu.

5.3 Geneticka variabilita

Jelikoz analyzy neprokézaly genetické rozdily mezi populacemi a haplotypy jsou pro
jednotlivé lokality Casto spolecné, okiidlend samice pravdépodobné hodné migruje mezi
jednotlivymi lokalitami. Jelikoz D. bicaudata ma 12,6 mm (Malmgqvist, 2000), coz u
posvatek nejsou kiidla ani pfili§ dlouha ani pfili§ kratka. Dle Malmgqvista (2000) geneticky
odli$né vzacné druhy jak u posvatek, tak u jepic maji kiidla krat$i nez druhy bézné, coz
potvrzuje, ze D. bicaudata je druh bézné se vyskytujici (Bojkova & Soldéan, 2013), jelikoz
nebyla potvrzena strukturovanost populaci ani vztah mezi geografickou a genetickou
vzdalenosti.

Elbrecht et al. (2014) se ve své populacné-genetické studii zamétili na druh Dinocras
cephalotes, ktery ma stejné jako D. bicaudata oktidlenou pouze samici. Témto autorim se
pomoci markeru COI podaftilo roz¢lenit populace do dvou riznych skupin. AMOVA z COI
markeru jim ukézala malé, ale signifikantni rozliSeni na zapad a vychod, ovSem
mikrosatelity ani marker Wingless toto rozdéleni nepotvrdily. Z toho usoudili, Ze se jedna o
jeden druh, jelikoz dochdzi k interbreedingu, ovSem pravdépodobné doslo k selekci
mitochondrialniho genomu. V mém ptipadé AMOVA neprokazala populacni strukturu
v ptipad¢ rozdéleni na zapad a vychod, timoii ani dle geomorfologického podcelku.

Jelikoz mitochondrie méa materndlni dédi¢nost (Dong et al., 2021) a pro analyzy v mé
praci byly pouzity pouze mitochondridlni markery, k jejich distribuci dochéazi pouze letem
samic. Obdobn¢ jako Elbrecht et al. (2014) poukazali na to, Ze u druhu D. cephalotes
dochazi k selekci pouze na urovni mitochondrie, coz mize souviset praveé s tim, Ze migruje

pouze samice. Podobné to mize byt i u D. bicaudata, proto by bylo vhodné pouzit pro
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analyzy 1 jaderny marker, jelikoz dédicnost na Grovni nDNA se mize od mitochondrialni
lisit a je mozné, Ze jaderné markery vykazi vyssi variabilitu.

Naopak u nelétavého druhu Arcynopteryx dichroa (Theissinger et al. 2013) byla
nalezena genetickd ohniska v oblastech vychodnich Alp, Balkédnu a Karpat, coz napovida, ze
okfidlenost ma opravdu vliv na migraci. Celkova haplotypova diverzita u markeru COI byla
0,9507, coz je vyssi nez vmé praci (0,814), coz ovSem mize byt dédno rozsahem
zkoumanych vzorki, kterych Theissinger et al. (2013) zkoumali celkem 344 z osmi horskych
pasem.

Bylo taktéZ naznaceno, Ze na zéklad¢ analyz u D. bicaudata neni momentalné
potieba zpfisnovat ochranu v CHKO Beskydy, jelikoz i pfesto, Ze se se zde nachazeji
potencialni tzv. ,,hot spots* biodiverzity (Balint et al., 2011). Jak naznacuji pocty haplotypt,
kterych je v lokalitaich Zimny, Bystra nebo Slavi¢ (hluboka, zatizl4d udoli, kde je moZnost
migrace nejmensi) podstatné vice neZ otevien&jsich v lokalitich Rehuci, Moravka nebo
Knéhyné. Na migra¢né snadno dostupnych lokalitach také mohlo dojit k postupnému
vymizeni vzacnéjSich haplotypi, kdezto v hlubokych tidolich zistaly zachovany.

Dong et al. (2021), podotykaji, ze fylogenetické a fylogeografické analyzy pouze na
zaklad¢ mitochondridlnich markeri nemusi byt dostacujici kvili jednoduché maternalni
dédic¢nosti mitochondrie. Pro fylogenetické a fylogeografické a studie doporucuji kombinaci
mitochondrialniho a jaderného markeru. OvSem v mé praci se nepodafilo ziskat kvalitni
sekvence pomoci jadernych markert, dalsi studie na druhu D. bicaudata by se tak mohly

zaméfit na typizaci a sekvenovani pomoci nDNA.
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6 Zavér

Na zéklad¢ reSer$i byly vytipovany molekularni markery, s pomoci nichz byla
provedena populacné-genetickd analyza u predstavitele vodniho hmyzu poSvatky Diura
bicaudata z 10 lokalit z Moravskoslezskych Beskyd a 1 kontrolni lokality z Krkonos.

Bylo ziskano 108 sekvenci pomoci markeru COI jakozto markeru slouziciho
k identifikaci druhti. Bylo prokdzano, Ze jako ,barcodovaci“ fragment je marker COI
u D. bicaudata vhodny. DalSich 75 sekvenci bylo ziskano pomoci markeru /6S a pro oba
markery bylo 73 sekvenci spole¢nych.

Na zéklad¢ analyz bylo zjiSténo, Ze prevazuje migrace nad genetickym driftem,
jelikoZz nebyl prokazdn vztah mezi geografickou a genetickou vzdéalenosti ani Zadna
strukturovanost populace. Taktéz bylo na zakladé nizké genetické variability potvrzeno, ze
vSechny ziskané sekvence opravdu ndlezi druhu D. bicaudata a nebyly objeveny zadné
kryptické druhy.

Vmé praci bylo naznaceno, ze momentalné neni potfeba zpiisiovat ochranu
v CHKO Beskydy, jelikoz i v ptipad¢€ vyhynuti D. bicaudata v nékterém z habitatd naptiklad
kviali znecisténi nebo zméné morfologie toku, okfidlena samice tento biotop miize opét
rekolonizovat ze stanovist, ktera se zdaji byt haplotypovymi ,,hot spots* jako jsou naptiklad
lokality Slavi¢, Zimny nebo Bystra.

Predmétem dalSich studii u druhu D. bicaudata by mohlo byt ziskani dalSich
sekvenci z jinych oblasti, a pfedevSim vytipovani jaderného molekularniho markeru pro
porovnani k ,,barcodovacimu* fragmentu COI.

Na zékladé vyskytu D. bicaudata byla taktéz potvrzena Cistota vod ve zkoumanych,
jelikoz se jednd o bioindikator kvality vod a neni schopen se vyskytovat ve zneciSténych

vodach.
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8 Prilohy

Ptiloha 1: Seznam haplotypt u markeru COL
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Piiloha 2: Seznam haplotypt u markeru /6S.
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Piiloha 3: Seznam haplotypi u markerd /65+COL.
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Piiloha 4: Analyza molekularni variance (AMOVA) populaci ve skupinach dle timofi,

geomorfologického podcelku a dle rozdé€leni na zapad/vychod pro markery COI, 16S a
konkatenovany /6S+COl.

AMOVA dle umoii pro marker COI

.. Suma Variance Vysvétlend Fixacni
Zdroj variability af. Ctvercii_| komponentii variabilita [%] indexy p - value
Mezi skupinami 3 | 14,215 0,094 Va 9,27 0,19001 | 0,14956
Mezi populacemi |, |17 539 | 1748 vy 17,24 0.26511 0
uvniti skupin
Uvniti populaci 97 | 72,278 0,74513 V¢ 73,49 0,09271 0
Celkova variabilita | 107 | 103,731 1,01393
AMOVA dle imofi pro marker 16S
... Suma Variance Vysvétlend Fixacni
G @i Ctvercii | komponenti variabilita [ %] indexy ISV
Mezi skupinami 2 1,859 0 -2,55 -0,0255 | 0,81036
Mezi populacemi | ¢ |41 54 | 005835 Va 5,56 0,05419 | 0,06256
uvnitr skupin
Uvniti’ populaci 64 | 65,183 1,01849 Vb 96,99 0,03008 | 0,06452
Celkova variabilita | 74 | 78,267 1,05007 Vb
AMOVA dle umori pro marker 16S+COI
.. Suma Variance Vysvétlend Fixacni
A G Ctvercit | komponenti variabilita [ %] indexy p - value
Mezi skupinami 2 6,194 -0,07805 Va -3,7 -0,03704 | 0,7869
Mezi populacemi | ¢ | 34139 | 38755 Vb 18,39 0,17734 0
uvniti skupin
Uvniti populaci 62 | 111,461 1,79776 Vc 85,31 0,14687 0
Celkova variabilita | 72 | 151,795 2,10726
AMOVA dle geomorfologického podcelku pro marker 16S
.. Suma Variance Vysvétlena Fixacni
A G Ctvercii | komponenti variabilita [ %] indexy 125 s
Mezi skupinami 3 | 15,053 0,12214 Va 11,86 0,11856 | 0,1085
Mezi populacemi | | ¢ 401 | (16294 Vb 15,82 0,17944 0
uvnitr skupin
Uvniti’ populaci 97 | 72,278 0,74513 Vc 72,33 0,27672 0
Celkova variabilita | 107 | 103,731 1,03021
AMOVA dle geomorfologického podcelku pro marker 16S+COI
... Suma Variance Vysvétlend Fixacni
G @i Ctvercii_| komponentii variabilita [%] indexy p - value
Mezi skupinami 3 3,956 0,00240 Va 0,23 0,00225 | 0,43011
Mezi populacemi |, | o 157 | 04165 Vb 3,92 0,03929 | 0,10362
uvniti skupin
Uvnitf populaci 64 | 65,183 1,01849 Vc 95,85 0,04146 | 0,06158
Celkova variabilita | 74 | 78,267 1,06254
AMOVA pro markery COI/16S
... Suma Variance Vysvétlend Fixacni
G @i Ctvercii | komponenti variabilita [ %] indexy ISV
Mezi skupinami 3 | 13,491 0,05458 Va 2,53 0,02528 | 0,2913
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Mezi populacemi

.y . 7 | 26,842 0,30704 Vb 14,22 0,14588 0
uvnitr skupin
Uvnitf populaci 62 | 111,461 1,79776 Vc 83,25 0,16746 0
Celkova variabilita | 72 | 151,795 2,15938
AMOVA dle rozdéleni na zapad/vychod pro marker COI
... Suma Variance Vysvétlend Fixacni
G @i Ctvercii | komponentii variabilita [%] indexy p - value
Mezi skupinami 1 0,786 -0,048904 Va -5,07 -0,05069 | 0,90323
Mezi populacemi | o | 30 fog | 027133 Vb 28,05 0,26694 0
uvnitf skupin
Uvniti populaci 97 | 72,278 0,74513 Vc 77,02 0,22978 0
Celkova variabilita | 107 | 103,731 0,096743
AMOVA dle rozdéleni na zipad/vychod pro marker 16S
... Suma Variance Vysvétlend Fixacni
G @i Ctvercii | komponenti variabilita [ %] indexy ISV
Mezi skupinami 1 1,018 -0,1034 Va -0,98 -0,00978 | 0,6696
Mezi populacemi | |1, 56 | 004892 Vb 4,63 0,04583 | 0,06256
uvnitr skupin
Uvnitf populaci 64 | 65,183 1,01849 Vc 96,35 0,03649 | 0,06745
Celkova variabilita | 74 | 78,267 1,05706
AMOVA dle rozdéleni na zapad/vychod pro marker 16S+COI
.. Suma Variance Vysvétlend Fixacni
Zdroj variability af. Ctvercii_| komponentii variabilita [%] indexy p - value
Mezi skupinami 3 | 13,491 0,05458 Va 2,53 -0,0202 | 0,64907
Mezi populacemi | | ¢ 04> | 030704 Vb 14,22 0,16927 0
uvnitf skupin
Uvniti populaci 62 | 111,461 1,179776 V¢ 83,25 0,15249 0
Celkova variabilita | 72 | 151,795 2,15938
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