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1. Uvod

Pomoci modernich fylogenetickych metod mutizeme zjistit rozsah koevolu¢nich
vzori zabyvajicimi se spojenim hostitel — parazit od velmi té€sného, az po zcela
oddélenou fylogenezi (Clayton a spol., 2004). Vétsina koevolu¢nich praci byla
zalozena na studiu fylogenetiky, pro pochopeni zékladnich evolu¢nich mechanismii u
systému hostitel — parazit, by ovSem bylo vhodné zahrnout také jejich genealogii a

populac¢ni strukturu paraziti (Banks a Paterson, 2005).

Koevoluce mezi parazity a jejich hostiteli je dlouhou dobu uznavéna jako zakladni
hnaci sila makroevolu¢nich procest (Page, 2003). Nicméné spolecnou diferenciaci
muze Casto zkreslovat geograficky patern hostitelské distribuce (Nieberding a spol.,
2008). Dalsi procesy, které ovlivituji prubéh evoluce a vznik novych linii jsou
pteskoky parazita na jiného hostitele, duplikace linii ¢i neschopnost parazita speciovat
spolu s hostitelem (Obr. 1). Hlavni otazkou pfi studiu koevoluce je vysvétleni rozdilné
hostitelské specifity (Thomson, 1994). Nékteré druhy paraziti maji Siroky hostitelsky
rozsah, kdezto jini jsou vazani pouze na jednoho ¢i n¢kolik malo hostitelskych druh,
tento rozsah a jeho omezeni mize byt studovadn pomoci genetické struktury populaci
parazitl a to jak u jednohostitelskych, tak i vicehostitelskych druhti (Johnson a spol.,
2002).

vvvvvv

ovliviiujicim miru hostitelské specifity schopnost disperze. Uroven hostitelské
specifity je z ¢asti dana schopnosti parazita se rozptylit mezi vice hostitelt.. U parazita
S riznymi schopnostmi rozptylu se ofekéava rozdilny stupenn hostitelské specifity a
V kone¢ném dusledku také stupen koevoluce pozorovany mezi fylogenezemi hostiteld
a parazitu (Clayton a spol., 2001). Takovéto rozdily muzeme pozorovat i uvniti
jednotlivych parazitickych skupin, napiiklad u vSenek (Phthiraptera: Ischnocera), které
vykazuji vysoky stupeni hostitelské specifity diky tomu, Ze cely Zivotni cyklus probiha
na jednom hostiteli. Z tohoto diivodu se ptenos uskuteéiiuje v nejvetsi mire mezi rodici
a potomky hostitelt. V praci Johnson a spol. (2002) byly rozdily mezi mirou
kospeciace a hostitelské specifity u vSenek rodt Physconelloides a Columbicola,
parazitujicich na holubech spojeny s odlisSnymi schopnostmi rozptylu, ktery byl
predevsim ovlivnén velikosti t€la parazita, ktera koreluje s velikosti téla hostitele, a

rozdilnou geografii jejich vyskytu. Stejné tak zjistili, ze “télni* druhy vSenek



(body lice) parazitujici na vice hostitelich — (generalisté) byly ve vSech piipadech
odvozeny od hostitelsky specifickych druht tzv. specialistt. OvSem oproti “kiidelnim”
druhim vsenek (wing lice) nebyly u télnich vSenek zaznamenany zmény korelujici
s potencionalné konkuren¢nimi druhy. Misto toho evoluce hostitelskych generalistd
korelovala s ekologii jejich hostitelt. Z vysledkt vyplynulo, Zze rozptyl mezi
jednotlivymi hostitelskymi druhy je spojen s jejich ¢astym kontaktem se zemi. “T¢&lni”
vSenky se uvolnovaly z t€l hostitelt na zem 4 krat Castéji, nez vSenky “kiidelni”, tim se
dostavaly do kontaktu s holuby pohybujicimi se po zemi ¢astéji, nez vSenky “kiidelni”,
na zaklad¢ toho byla evoluce hostitelskych generalistti Spojena s terestrickymi hostiteli
a naopak “k¥idelni” vSenky nevykazovaly takovyto charakter evoluce (Johnson a spol.,
2011).

V piipadé vseneck rodu Menacanthus hraji velkou roli pii formovani populacni
struktury u vice hostitelskych parazitd také geografie a ekologické faktory, které
usnadnuji hostitelské preskoky a tak udrzuji geneticky tok mezi nepfibuznymi druhy
hostitelskych druhd. U Menacanthus spp. je rozdilnost hostitelské specifity pouze
Castecné shodna s ekologii jejich hostitelt (Martinti a spol., 2015). Pfenos vSenek
aktivnim rozptylenim je usnadnén pii parazitovani ekologicky blizkych hostitelt, kdy
k pfenosu dochazi napiiklad pii Cisténi pefi (Johnson a spol., 2011). Podobné
mechanismy mohou pomoci pii rozptylu vSenek rodu Menacanthus mezi

fylogeneticky neptibuzné druhy hostitelt (Martint a spol., 2015).
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Obr. 1: Speciace hostitelskych linii a jejich fylogeneticka korelace s parazity. Dulezité
procesy, které ovliviiuji evoluci: typy speciace — vznik novych linii; spolecna
kospeciace v systému hostitel — parazit; ptreskok parazita na dalSiho hotitele a
duplikace, ktera vznika pfechodnym rozdélenim a naslednym sloucenim hostitelské
populace, kdy diky kratké generacni dobé parazita dochazi ke speciaci, kdezto
hostitelskd populace zlistava geneticky stejna (Stefka a Hypsa, 2008), (pievzato z
Huyse a spol., 2005).

Stupeni hostitelské specifity miZze ovliviiovat vnitrodruhovou genetickou strukturu
a vytvofeni bariér genetickému toku (Johnson a spol., 2002). Ne vSichni parazité
podstupujici diferenciaci ¢i speciaci musi piesné kopirovat genetickou strukturu a
evoluéni historii hostitele (Wickstrom a spol., 2003; Reed a spol., 2004), jako je tomu
napiiklad u v8i druhu Pediculus humanus, které se vyskytuji ve dvou odlisnych
ekologickych formach Pediculus humanus corporis, piedstavujici ,,hlavovou* formu a
Pediculus humanus capitis, ktera je formou Satni/télni. Geneticky vSak P. humanus

vytvari tii linie, které se od sebe lisi geograficky i specifitou vici riznym habitatim na



svém hostiteli (Kittler a spol., 2003; Reed a spol, 2004). Monofyleticka hlavova linie
se vyskytuje zejména v Novém svéte a Evropé, druhd linie je smési jak formy hlavové,

tak i Satni s celosvétovym rozsifenim a treti je forma hlavova zahrnujici oblast Afriky.

Speciace paraziti a koevoluce hostitel — parazit muze byt studovana na
makroevoluéni 1  mikroevoluéni Grovni. Makroevoluéni stupennt predstavuje
mezidruhové geografické rozsifeni a diverzitu paraziti a evolu¢ni mechanismy, které
se podileji na formovani popula¢ni struktury (Huyse a spol., 2005). Striktni kospeciace
je casta v situaci, kdy je zabranéno pieskoku mezi hostiteli tim, ze hostitelsky druh
nevykazuje intenzivni socidlni chovéani a parazit ma nizkou pohyblivost, piipadné
postrada vektor umoznujici uc¢innou disperzi (Whiteman a Parker, 2004). Tento typ se
vyskytuje napiiklad u hlodavcu a jejich vs§i (Hafner a spol., 1988; Hafner a Page,
1996).

Genetickd informace se hojn€ vyuZiva pro rekonstrukci evoluéni a demografické
historie organismt. Nov¢é se piedpoklada, ze geneticka informace paraziti muze
pomérné piesné odrazet evoluéni historii jejich hostiteld a v nékterych piipadech
parazit poskytuje podrobnéjsi informace, kdy diky vyS$$i mutaéni rychlosti geny
paraziti umoznuji 1épe rekonstruovat nedavnou historii (Nieberding a Olivieri, 2007).
Tento zpusob byl vyuzit pti rekonstrukci genealogie a migrace Homo sapiens, kdy
prostiednictvim helminti (Necator, Ancylostoma, Trichuris trichura), ktefi byli

nalezeni v mumiich a koprolitech v Severni a Jizni Americe, byly zjistény nové mozné

trasy K prehistorickému osidleni Ameriky (Araujo a spol., 2008).

Danou informaci mohou poskytnout i ektoparazité, naptiklad studium populaéni
struktury vsenek druhu Colpocephalum turbinatum parazitujicich galapazské kané
(Buteo galapagoensis) umoznilo nahled do kryptické evolu¢ni historie jejich
ohroZeného hostitele, pfipadné i pomoci s ndvrhy vypracovanymi na jeho ochranu
(Whiteman a spol., 2007). Dalsi druh parazita, vSenka Degeeriella regalis zase
umoznila sledovat tok genii hostitele a tim zjistit historii kolonizace galapazského
kanéte mezi jednotlivymi ostrovy (Whiteman a spol., 2007). Sila vazby hostitel —
parazit zavisi na tfech hlavnich vlastnostech parazita: mife hostitelské specifity,

pfitomnosti nebo absenci mezihostitele a pfitomnosti ¢i absenci volné zijiciho

vyvojového stadia (Clayton a Johnson, 2003).



1.1. Fylogeograficky patern Evropy

Fylogeografie je pomérné nova disciplina, kterda se zabyva geografickym
rozlozenim genetickych linii, zejména u blizce piibuznych druhii (Avise, 2009).
Vytvaii most mezi populacni genetikou a fylogenetickou systematikou, zabyva se
historickymi procesy populacni genetiky a evolu¢nimi udalostmi, jako jsou Speciace,
rozdéleni populace, nebo migrace spojena s klimatickymi zménami. Ke studiu
zivocCichii se nejcastéji vyuziva mitochondrialni DNA (mtDNA), kterd je ale méné
uspésna pii studiu rostlin a dalSich skupin, diky niz§i evolu¢ni rychlosti jejich
chloroplastové a mitochondrialni DNA, proto se zde vyuziva spiSe jadernda DNA
(Avise, 2000). Fylogeograficka analyza na téchto klasickych genetickych markrech
zatina byt nahrazovana jinymi, napiiklad RAD tag sekvenovanim, které (oproti
genom, ¢imz umoziuje presnéjsi rekonstrukci fylogeografickych vztaht, nez tomu

bylo doposud (Emerson, 2010).

Klimatické zmény maji zasadni dopad na geografické rozsifeni, demografii a
evoluci druhi (Hewitt, 2004). Ctvrtohorni doby ledové (ptfed 2,6 mil. let) jsou hlavnim
faktorem utvafejicim novodobé rozd€leni dochované fauny a flory, zejména
V temperatnich oblastech. Posledni glacialni obdobi (pfed 23 tis. — 18 tis. let) mélo
nejveétsi dopad na soucCasné druhové rozsiteni (Provan a Bennet, 2008). Misto a
velikost glacialnich refugii a bariéry postglacialniho osidlovani jsou dulezitymi faktory
urcujicimi dne$ni biogeografické paterny v Evropé (Schmitt, 2007). Palynologické i
paleontologické nalezy spolu s biogeografickymi daty naznacuji, Ze mnoho druhti
piezilo glacidlni maxima v nizSich zemépisnych Sitkdch, kde byly ptiznivé)si
klimatické podminky (Bennet a spol., 1991; Williams a spol., 1998). Z tohoto divodu
se v Evropé staly poloostrovy Balkan, Ibérie a Italie dilezitymi refugii, kde druhy
posledni glacidl ptezily a odkud znovu rekolonizovaly severnéjsi casti Evropy s
piichodem otepleni, které nastalo V postglacialu (Brunsfeld a spol., 2001). O
rekolonizaci Evropy se nejvice pficinilo balkanské refugium, poté iberijské a nejméné
italské, coz bylo zfejmé¢ zpusobeno pohotimi (Alpy a Pyreneje), které mohly slouzit
jako Dbariéry pii postglacialni rekolonizaci Evropy (Hewitt, 2011). V oblastech
predstavujici glacidlni refugia je patrnd genetickd rozmanitost u mnoha druht
organisma. Nejvice patrné je to na Ibérii, kde byl tento jev popsan jako “refugium v
refugiu” (Hewitt, 2010).



(Chorthippus parallelus) (Erinacens spp)

O

Obr. 2: Piedpokladané trasy postglacialni rekolonizace Evropy z hlavnich refugii
leZicich na jihu Evropy odvozené z genetickych, klimatickych a fosilnich zdznamu
dvou vzorovych druhti — saran¢e obecna (Chorthippu parallelus) a jezka spp.
(Erinaceus spp.) (pfevzato z Hewitt, 2001).

Ovsem nekolik novéjsich studii zalozenych na fosilnich zaznamech nyni ukazuje,
ze nékteré druhy savcel a stromid mohly ptfeckat dobu ledovou v oblastech stiedni
Evropy (Stewart a spol., 2001; Jaarola a Searle, 2002), pravdépodobné vice rozptyleni
smensi hustotou osidleni, nez mély druhy na jihu, coz zpochybiniuje doposud
uznavanou teorii, Zze severni oblasti Evropy byly rekolonizovany vyhradné z jiznich
refugii. Hlavni severni refugium pro rtizné druhy se nachazi na uzemi Karpat, jeho
existenci potvrzuji studie provadéné na savcich, plazech i obojzivelnicich a je
podpoteno i fosilnimi zdznamy a palynologickymi studiemi (Jaarola a Searle, 2002;
Babik a spol., 2004; Willis a spol, 2004; Ursenbacher a spol., 2006). Velké ptekvapeni
zpusobilo objeveni marinniho glacidlniho refugia v oblasti Lamans$ského prilivu. Bylo
objeveno pii vyzkumu moiskych fas, které vykazovaly vysokou genetickou diverzitu
navzdory skute¢nosti, Ze oblast mezi Anglii a Francii byla béhem posledniho glacialu
ptistupna z divodu nizké hladiny motfe (Stam a spol., 2001). Piikop Hurd v
Laman8§ském prilivu pfetrval jako marinni jezero a slouZil jako refugium pro vodni
organismy. Vyzkum rejnokd (Raja clavata) také potvrdil vysoky stupenn genetické
diversity (Chevolot a spol., 2006), (Obr. 3). Dalsi studie zabyvajici se rozsifenim

drobnych savct V posledni dobé ledové poukazuje na moznost severnéjSich refugii



Vv oblastech centralni a vychodni Evropy spolu s jizni ¢asti Russian Plane, které
poskytovaly vhodné podminky pro pieziti glacialu (Flojgaard a spol., 2009).

Saad
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Obr. 3: Mapa znazornujici oblasti tfech hlavnich jiznich refugii tvofené poloostrovy
Ibérie (Ib), Italie (It) a Balkanu (Ba) a dvé krypticka refugia nachazejici se v Karpatech
(Ca) a ptikop Hurd (HD), (pfevzato z Provan a Bennett, 2008).

Ackoliv fylogeograficky pfistup uspéSné prokazuje vzory rekolonizace b&hem
expanzni faze, nemlze poskytnout informace o dynamice populaci béhem stahovani
druhti ze severnich oblasti. Neni zde jasné, zda se dany druh pfemistil do refugia
v reakci na klimatické zmény nebo zda populace mimo tUzemi refugia jednodusSe
vyhynula (Provan a Bennett, 2008). Takovym piikladem je studie provadéna na
polarni lisce (Alopex lagopus), ktera ukazuje, Zze se rozSifeni populace b&hem

stahovani neménilo, ale spiSe zaniklo. Z ¢ehoz vyplyva, ze zanik populaci ma pii
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informace v navaznosti na soucasné klimatické zmény, zvlasté¢ pro druhy adaptované

na zivot v chladnych oblastech (Dalén a spol., 2007).

Posledni vyzkumy zabyvajici se studiem DNA temperatnich druhii naznacuji, ze
predstava dlouhodobého vyvoje druhii v izolovanych refugiich je mylny. Dokazuji to
studie provadéné na medvédu hnédém (Ursus arctos), ktery byl po dlouhou dobu
povazovan za ucebnicovy piiklad pravé takovéhoto vyvoje, ale na zakladé DNA
z fosilii se ukazalo, Ze se medvédi kiizili 1 napfi¢ jednotlivymi refugii a nejednalo se
tedy jen o izolovany vyvoj. Nicméné¢ stavajici vyzkum, ktery ptedpoklada vyvoj druhii
v ramci jednotlivého refugia je stale dulezity k poznani populaéni dynamiky v dobé

ledové a postglacialu (Leonard a spol., 2000; Valdiosera a spol., 2007).

1.2. Glacialni refugia a soucasné rozsiieni hlodavcii druhii Clethrionomys

glareolus, Microtus agrestis a Microtus arvalis

Nornik rudy (Clethrionomys glareolus) patii mezi nase nejbézné&jsi drobné savce.
Vyskytuje se na tzemi celé Evropy S vyjimkou velké ¢asti Iberského poloostrova,
Recka, sttedomotskych ostrovii a Islandu. Dale na vychod je rozsifen az na uzemi
rozprostirajici se na stiedni Sibiti - Altaj a Bajkalské jezero. Obyva piedevsim lesnata
uzemi temperatnich borovicovych ¢i smiSenych lesit (Andéra a Horacek, 2005).
Posledni dobu ledovou (pfed 25 tis. — 10 tis. let) preckal kromé hlavnich refugiich
Vjizni ¢asti Evropy, nachazejicich se na uzemi Iberského, Italského a Balkanského
poloostrova, také v blizkosti Karpat (Kotlik a spol., 2006). Z tohoto kryptického
refugia byla nasledné rekolonizovana c¢ast Skandinavského poloostrova (Norsko,
Svédsko) a odtud dale Velka Britanie (Filipi a spol., 2015). O rekolonizaci severni
¢asti Skandinavského poloostrova se zaslouzili nornici z refugia leZiciho na Uzemi
Uralu. Pro zépadni linii nornikd slouzilo jako refugium tUzemi centralni Evropy
(Rakousko, Madarsko, Slovensko a Rumunsko). Podle nejnovéjsi studie se
C. glareolus vétvi na 8 mitochondridlnich linii — karpatskou, zapadni, vychodni,
Spanélskou, italskou, balkanskou, Kalabrii a uralskou (Deffontaine a spol., 2005; Filipi
a spol., 2015).



Hrabo$ moktadni (Microtus agrestis) byl u nas zprvu povazovan za vzacny druh,
ale pozdéji se zjistilo, Ze je misty zcela bézny. Obyva mista od 140 m. n. m.
(Décinsko, Mostecko) do 1600 m. n. m. (Krkonose, Hruby Jesenik), ale doposud nebyl
zjistén v nizinach stiednich a vychodnich Cech spolu s jizni Moravou. V Evropé je
rozSiten od Velké Britanie a nékterych dalSich ostrovii az po Bajkal ve stiedni Sibifi.
Chybi v Irsku a na Islandu. Jizni hranici vyskytu tvoii horské oblasti Spanélska, Italie,
Slovinska a oblast Balkanu a na severu dosahuje az k pobfezi Severniho ledového
oceanu (Andéra a Horacek, 2005). M. agrestis se déli do 6 hlavnich fylogenetickych
skupin — vychodni, centralni, skandinavskou, zapadni, jizni, francouzskou a severni
Britanii. Zapadni linie se pravdépodobné rozsitila z refugia v Karpatech, vychodni
skupina ma pravdépodobny ptvod V jihovychodni Evropé — Ural ¢i Kavkaz a jizni
linie s glacialnim refugiem na Iberském poloostrové (Herman a Searle, 2011; Jaarola a
Searle, 2002). Molekularni hodiny ukazuji, Ze zapadni a vychodni populace hrabose
mokfadniho se oddélily béhem podledniho glacialu, kdezto jizni populace je datovana

do obdobi pied 0,5 — 0,9 miliony let (Jaarola a Searle, 2002).

VW

Hrabo$ polni (Microtus arvalis) je jeden z naSich nejbéznéjSich drobnych savct
vyskytujici se na celém tzemi Ceské republiky. Vyskytuje se od odlesnénych
horskych nizin, podél silnic a cest, az po horni hranici lesa vcetné vysSich
nadmoiskych poloh (Alpy — 2000 m. n. m., Krkonose). Obyva téméf celou Evropu,
kromé¢ Skandindvie, Finska a vét§i Casti Stfedomoti, aZz po Ukrajinu a Rusko.
Izolované populace se vyskytuji na nékterych ostrovech napt. Orknejské ostrovy
(Andéra a Horacek, 2005). Nyné&jsi geografické rozloZeni je siln€ ovlivnéno poslednim
glacialnim maximem i evropskymi pohofimi tvoficimi bariéry pii opétovné kolonizaci.
Fosilni nalezy potvrdily jeho pfitomnost i pfed poslednim maximem a dnes je velice
roz§ifeny po celé Evropé (Chaline a spol., 1999). Rozdé¢luje se do 6 hlavnich
evoluc¢nich linii — zapadni, Freiburg, centralni, vychodni, balkanskou a italskou (BuZan
a spol., 2010). Krozdéleni téchto linii doslo v riznych Easovych obdobich, coz
naznacuje sloZit&jsi glacialni historii. Kromé klasického rozsiteni z jiznich refugii na
Ibérii, Italii a Balkdnu se na zdklad¢ genetickych a ekologickych dat poukazuje na
kolonizaci centralni Evropy populacemi z alpského refugia (Heckel a spol., 2005).
Italska linie se mohla rozsifit na stavajici uzemi prvné z alpského refugia na jihu Alp
diky tomu, ze obesla pohoti ze zapadu nebo vychodu. I kdyz jsou horskéd pohoti pro

drobné savce povazovana za bariéry branici kolonizaci, fylogenetické analyzy hraboSe



polniho ukazaly na ¢étyfi transalpinské koloniza¢ni udalosti (Braakel a Heckel, 2009).
Kolébka postglacialni expanze M. arvalis se nachazi na zapad¢ centrdlni Evropy,
odkud se rozsitil do zbytku tzemi po posledni dobé ledové. Vychodni a balkanska

linie jsou sympatrické na jednom uzemi v Bosné a Hercegoviné (Buzan a spol., 2010).

1.3. Genealogie vsi druhu Polyplax serrata a rodu Hoplopleura

Polyplax serrata je dosud jedinym zastupcem vs$i (Anoplura) parazitujici evropské
drobné hlodavce, ktery byl molekuldrné studovan na populacni tGrovni. P. serrata
zprvu ocekdvalo, 1 kdyz jsou jejich genealogické vztahy mezi haplotypy ovlivnény
hostitelskou fylogenezi, tak neodrdzeji evoluci hostitele klasickym jednoduchym
zptisobem (Stefka a Hypsa, 2008). Déli se do tif geneticky odlignych vétvi s odlisnou
geografii 1 mirou hostitelské specifity v sympatrickych populacich. OvSem rozdéleni
do odliSnych vétvi nemusi nutné znamenat existenci tii samostatnych druhli. Tato
studie byla provadéna na useku mitochondridlniho genu DNA, ktery je dédén
matriarchdlné a mize zachovat informace z daleké historie i po fiizi populaci. Prvni
mitochondridlni vétev, objevend pii vyzkumu, byla hostitelsky specifickd a
vyskytovala se pouze na mysici druhu Apodemus flavicollis a byla v kontrastu s vétvi,
jejiz hostiteli byly mySice druhu Apodemus flavicollis i Apodemus sylvaticus. Treti
vétev parazitovala opét na dvou druzich mySic Apodemus agrarius a Apodemus
uralensis. Odchyty hlodavct z prvnich dvou vétvi byly provadény na sympatrickych
lokalitach. Jelikoz nedoSlo k promichani genetickych linii mezi riznymi hostitel,
nelze piedpokladat, ze by geneticka bariéra mezi jednotlivymi vétvemi byla zptisobena
fyzickou izolaci. Z tohoto diivodu miizeme usuzovat, Ze jednotlivé vétve predstavuji
kryptické druhy, nebo siln€ divergentni populace, jejichZ hostitelska specifita se

udrZuje za pomoci adaptivni slozky evoluce.

Lze postulovat dva scénare, které podavaji vysvétleni vzniku dvou linii
s odliSnou mirou hostitelské specifity. Prvni tvoii hostitelsky pfeskok, kdy se na uzemi
Evropy nachazely dvé hostitelsky specifické linie v§i druhu P. serrata. Jedna z linii
byla hostitelsky zaméfena na mySici druhu A. flavicollis a druha byla spojena
s A. sylvaticus. Vsi z A. sylvaticus pieskocily na A. flavicollis a tim si rozsifily své

hostitelské spektrum. Druhym scénafem je duplikace, kdy A. flavicollis spolu
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s A. sylvaticus jsou obé& ptivodnim hostitelem P. serrata a hostitelsky specifi¢téjsi linie
se vytvorila pozdéji, v nékterém z glacidlnich refugii specifickém pouze pro
A. flavicollis. PiesngjSimu ureni vzniku odlisné linie lze vtomto piipadé provést
pomoci datovani speciacnich udalosti parazita a hostitele (Hypsa, 2006). K odd¢leni
jednotlivych vétvi P. serrata doslo pied 1,5 miliony let (Stefka a Hypsa, 2008), coZ je
mnohem pozdéji, nez tomu bylo u hostitelt. Podle paleontologického zaznamu doslo
ke speciaci A. sylvaticus a A. flavicollis jiz pted 4 miliony lety (Michaux a spol.,
2005). Diky tomuto datovani se mizeme piiklonit k druhé hypotéze vzniku odliSnych
linii. Studie v§i druhu P. serrata velmi dobfe zaznamenava vyznam glacialni historie

pro diverzifikaci paraziti palearktické fauny.

Alternativni koevolu¢ni model s podobnymi rysy ptedstavuji vsi druhu Polyplax
arvicanthis parazitujici mysi rodu Rhabdomys zijici v jizni Africe. Nova molekularni
data naznaCuji existenci dvou kryptickych druhtt P. arvicantis, které maji
sympatrickou distribuci se c¢tyfmi hostitelskymi druhy mysi rodu Rhabdomys.
Navzdory zdokumentované hostitelské specifité téchto vsi, byla zaznamenana nizka
fylogeografickd shoda a nevyrazna kofylogeneze. Namisto toho je evolu¢ni historie
hostitel — parazit charakterizovana omezenou kodivergenci a nékolika duplikacemi,
sortingem ancestralnich linii a hostitelskymi pieskoky. Pfestoze P. arvicantis ma vyssi
mutacni rychlost, nebyla jeji geneticka struktura vyraznéjsi nez u hostitelli, coz mize
byt vlivem vétsi efektivni velikosti populace (N¢) parazita, na kterou ma podle studie
vliv pohyblivost, nizka hostitelska specifita v oblastech, kde se hostitelé vyskytuji
sympatricky, rozsahlé propojené hostitelské populace a dale pak socialni chovani
hostitele. Geneticka rozdilnost je také pfipisovana historickym biogeografickym
zménam (stahovani druhi ze severnich oblasti a opétovna kolonizace). Je tedy ziejmé,
Ze vztah mezi veSmi druhu P. arvicanthis a hlodavci rodu Rhabdomys byl ovlivnén

pohyblivosti parazita, hostitelskymi faktory a biogeografii (du Toit a spol., 2013).

Vsi rodu Hoplopleura, které parazituji na drobnych hlodavcich rodu Microtus a
Clethrionomys si jsou morfologicky blizké. Z tohoto diivodu byly vsi parazitujici na
hrabosich druhu M. agrestis a M. arvalis povazovany za jeden spole¢ny druh jako vsi
parazitujici na nornicich druhu C. glareolus. Az v roce 1966 byly v§i parazitujicich na
nornicich uréeny za samostatny druh Hoplopleura edentula na zakladé rozdilu
Vv tloust'’ce paratergdlnich desticek a délce a tloustce Stétin, které z nich vyrustaji, coz

v

jsou nejviditelngjsi a nejspolehlivéjsi diagnostické znaky mezi danymi druhy
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(Beacournu, 1966). Do té doby byli zastupci H. edentula povazovani za podlinii vsi
druhu Hoplopleura acanthopus. H. edentula je boreo — alpinsky druh, ktery pfevlada u
nornikd a vyskytuje se ve vyssi nadmotské vysce, kdezto v niz§i nadmoiské vysce je
vzacnéjsi a je zde zastoupen vesmi druhu H. acanthopus (Kohn a Stérba, 1987), tento
vyzkum byl provadén pouze na zakladé morfologickych znakii v§i a s omezenym
poctem jedincl, proto by tomuto geografickému rozdéleni nemél byt ptikladan velky
diraz. V mé bakalafské praci zabyvajici se diverzitou populaci prostfednictvim
sekvenci mitochondrialni DNA se v$i rodu Hoplopleura z hraboSovitych hlodavct
rozdélily do péti fylogeneticky rozliSenych linii (linie 1, 2, 3, 4, 5). Linie 1 obsahovala
v&i druhu H. edentula, které mély za hostitele nornika (C. glareolus), z uzemi Ceské
republiky, Slovenska a Némecka. Linie 2 zahrnovala vii ze severozapadu Cech —
Litvinov a Struzna a vykazovala hostitelskou specifitu pro hrabose rodu Microtus.
Linie 3 obsahovala v§i z obou druhd hrabosu (M. agrestis a M. arvalis) ze zapadu a
severozapadu Cech. Linie 4 se rozprostirala po celém uzemi Ceské republiky a také
obsahovala nékolik vzorki ze Slovenska, tato linie vykazovala hostitelskou specifitu
pro hrabose rodu Microtus. Posledni linie 5 byla rozsifena po uzemi vychodniho
Slovenska a byla zaznamenana z hostiteld M. arvalis a C. glareolus a jeden vzorek
z A. flavicollis (Marvanova, 2011; Matéjkova, 2012).
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2. Cile prace

1.) Provést odchyty hostitelil a sbéry parazitti na vhodnych lokalitach v CR a zahraniéi.

2.) Charakterizovat populacni strukturu hostitelit a ektoparaziti pomoci mitochondrialni
DNA.

3.) Rekonstruovat evoluéni historii studovanych druht a analyzovat parametry ovlivitujici

stavajici rozlozeni populacni struktury.
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3. Material a metodika

3.1. Odchyt hlodavcu, odbér jejich ektoparazitit a biologickych vzorkii

Odchyty drobnych hlodavci se konaly od roku 2003 do roku 2014 na lokalitach
patnacti stati Evropy (Bulharsko, Ceska republika, Finsko, Francie, Chorvatsko, Italie,
Mad'arsko, Makedonie, Némecko, Polsko, Rusko, Slovensko, Srbsko, Svédsko, Velka
Britanie). Hlodavci byli chytani do dievénych sklapovacich pasti a poté jim byly
odebrany vzorky tkané (ve vétsiné piipadt prsty, vyjimecné ocas nebo ucho), které
byly uchovany v 96 % ethanolu. Zvitata byla vySetfena na pfitomnost ektoparaziti,
ktefi byli také ulozeni do 96 % ethanolu. Byly odebrany vzorky trusu pro ucely
separatni studie zabyvajici se endoparazity. VSechny vzorky byly uchovavany v -20

nebo -70°C.

Mnou zpracovani nornici druhu Clethrionomys glareolus a hrabosi druhti Microtus
agrestis a Microtus arvalis pochazeli z lokalit oznac¢enych na mapach (Obr. 4, Obr.
5). Celkem jsem zpracovala 182 novych jedincu, z toho bylo 94 nornikd a 88 hrabosu.
V bakaléiské préci jsem navéazala na magisterskou praci Terezy Marvanové tykajici se
populaéni struktury a genealogie v§i rodu Hoplopleura, kterou jsem nyni rozsitila o 43

vzorki z lokalit vyzna¢enych na Obr. 6 av Tab. I11.
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Obr. 4: Mapa lokalit nornik druhu Clethrionomys glareolus. Cerné jsou oznateny
vzorky pouzité z genové banky (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/), modie jsou zobrazeny
vzorky, z nichZ jsem ziskala sekvence cytochromu b, a byly pouzity v bakalarské
praci. Cervené jsou nové lokality s odchycenymi zvitaty (ndzvy lokalit jsou uvedeny v

Tab. I).
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Tab. I: Piehled lokalit analyzovanych nornikti druhu Clethrionomys glareolus. Modre
jsou vyznaceny lokality pouzité v bakalaiské praci a Cervené jsou oznaceny nove
zpracované vzorky, ze kterych jsem ziskala sekvence cytochromu b. Cernou barvou
jsou zobrazeny lokality nornikd, jejichz sekvence jsem pouzila z genové banky

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

oznadeni lokalita zemé
Bull Balkan Mountains Bulharsko
Bul2 Rhodopi Mountains Bulharsko
Bul3 Vitosha Mountains Bulharsko
Bul4 Rila Mountains Bulharsko
Bul5 Solnik Bulharsko
UKR1 Kiev Ukrajina
UKR2 Britavka Ukrajina
RUM1 Cluj - Napoca Rumunsko
RUM2 Bukurest’ Rumunsko
Srb&CH1 Kopaonik Mountains Srbsko a Cerna Hora
Srb&CH?2 Sremski Karlovci Srbsko a Cerna Hora
SRB Stara Planina Srbsko
SRB2 Stara Planina Srbsko
SRB3 Stara Planina Srbsko
SRB4 Kopaonik Mountains Srbsko
SRB5 Kopaonik Mountains Srbsko
SLOV Dol pri Ljubljani Slovinsko
Niz Dieren Nizozemi
FR1 Guchen Francie
FR2 Guchen Francie
FR3 Ponson- Debat Francie
FR4 Tourch Francie
FR5 Ponson- Debat Francie
FR6 Neouvielle Francie
FR7 Ferel Francie
FR8 Neouvielle Francie
FR9 Armendarits Francie
FR10 Armendarits Francie
FR11 Armendarits Francie
FR12 Hautes - Pyrénées Francie
FR13 Neouvielle Francie
FR14 Ponson-Debat Francie
FR15 Greux Francie
FR16 Braucourt Francie
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FR17 Braucourt Francie
FR18 Douchy Francie
FR19 Douchy Francie
FR20 St-Pere-sur-Loire Francie
UK Stroud Velka Britanie
UK?2 Kielder Velké Britanie
UK3 Surrey, Castle Green Velka Britanie
UK4 Wilshire, Corsham Velka Britanie
UK5 %ﬁfgg{g Velké Britanie
UK6 Wilshire, Corsham Velka Britanie
Irsko Portumna Irsko
IT1 Trentino Italie
IT2 Trentino Italie
IT3 Trento Italie
IT4 Sila Italie
ITS Sila Italie
IT6 Sila Italie
IT7 Sila Italie
IT8 Apulia Italie
IT9 Catena Costiera Italie
IT10 S.Anna di Valdieri Italie
IT11 S.Anna di Valdieri Italie
IT12 S.Anna di Valdieri Italie
Poll Strzalowo Polsko
Pol2 Lublin Polsko
Pol3 Urwitalt Polsko
Pol4 Bialowieza Polsko
Pol5 Polichno Polsko
Pol6 Kobylnica Polsko
Pol7 Pultusk Polsko
Pol8 Pultusk Polsko
Pol9 Nowy Zyzdr(')j Polsko
Pol10 Nowy Zyzdr(’)j Polsko
Polll Nowy Zyzdr(’)j Polsko
Pol12 Gierzwald Polsko
Pol13 Gierzwald Polsko
Poll14 Gierzwald Polsko
Pol15 Gierzwald Polsko
MAD1 Nagycsany Mad’arsko
MAD2 Nagycsany Mad’arsko
MAD3 Ocsa Mad’arsko
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SR1 Rozhanovce Slovensko
SR2 Remetské Hamre Slovensko
SR3 Domaniky Slovensko
SR4 Rozhanovce Slovensko
SR5 Liptovsky Mikula§ Slovensko
Chorvl Gracac Chorvatsko
Chorv2 Nova Gradiska Chorvatsko
Chorv3 Jastrebarsko Chorvatsko
Chorv4 Veliko Svinjicko Chorvatsko
Chorvb Veliko Svinjicko Chorvatsko
Chorv6 Veliko Svinjicko Chorvatsko
Chorv7 Jamarica Chorvatsko
Chorv8 Jamarica Chorvatsko
Chorv9 Jamarica Chorvatsko
Chorv10 Jamarica Chorvatsko
Chorv11l Jamarica Chorvatsko
Chorv12 Sunja Chorvatsko
Belg Beaumont Belgie
Litva Alytus Litva
Rak1 Ginzling Rakousko
Rak2 Lunz am See Rakousko
Rak3 Stockerau Rakousko
Swil Gros- de- Vaud Svycarsko
Swi2 Gros- de- Vaud Svycarsko
Swi3 Ardes Svycarsko
Fin IImajoki Finsko
Fin2 Isojarvi Finsko
Fin3 Isojarvi Finsko
Fin4 Isojdrvi Finsko
Fin5 Isojarvi Finsko
Fin6 Nokia Finsko
Fin7 Nokia Finsko
Norl Ringebu Norsko
Nor2 Rana Norsko
Dansk1 Sjaelland Dansko
Dansk2 Arhus Dansko
Dansk3 Ribe Dansko
MAC1 Krusevo Makedonie
MAC2 Krusevo Makedonie
MAC3 Krusevo Makedonie
MAC4 Krusevo Makedonie
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MAC5 Krusevo Makedonie
MACG6 Krusevo Makedonie
Nem Kubelhof Némecko
Nem1l Baiersbronn Némecko
Nem?2 Baiersbronn Némecko
Nem3 Baiersbronn Némecko
Nem4 Baiersbronn Némecko
Nem5 Baiersbronn Némecko
Nem6 Baiersbronn Némecko
Nem7 Baiersbronn Némecko
Nem8 Baiersbronn Némecko
Nem9 Baiersbronn Némecko
Nem10 Baiersbronn Némecko
Nem1l Baiersbronn Némecko
Nem12 Baiersbronn Némecko
Nem13 Baiersbronn Némecko
Nem14 Baiersbronn Némecko
Nem15 Baiersbronn Némecko
Nem16 Baiersbronn Némecko
Nem17 Baiersbronn Némecko
Nem18 Wesel Némecko
Nem19 Wesel Némecko
Nem?20 Wesel Némecko
Nem21 Wesel Némecko
Nem22 Wesel Némecko
Nem23 Neuglobsow Némecko
Nem24 Neuglobsow Némecko
Nem25 Neuglobsow Némecko
Nem26 Neuglobsow Némecko
Nem27 Neuglobsow Némecko
Besk Beskydy Ceska republika
VnL Veseli nad Luznici Ceska republika
FM Frydek- Mistek Ceska republika
PI1 Plzen Ceska republika
PI2 Plzen Ceska republika
PI3 Plzen Ceska republika
Pl4 Plzen Ceska republika
PI5 Plzen Ceska republika
DvOh Destné v Orlickych Ceské republika
horach
Sedl Sedlonov Ceska republika
NJ1 Novy Ji¢in Ceska republika
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NJ2

Novy Ji¢in

Ceska republika

NJ3 Novy Ji¢in Ceska republika
NJ4 Novy Ji¢in Ceska republika
NJ5 Novy Ji¢in Ceska republika
NJ6 Novy Ji¢in Ceska republika
NJ7 Novy Ji¢in Ceska republika
Strl Struzna Ceska republika
Str2 Struzna Ceska republika
Str3 Struzna Ceska republika
Str4 Struzna Ceska republika
Lit1 Litvinov Ceska republika
Lit2 Litvinov Ceska republika
Lit3 Litvinov Ceska republika
CB1 Ceské Budg&jovice Ceska republika
CB2 Ceské Budgjovice Ceska republika
CK Cesky Krumlov Ceska republika
CK2 Cesky Krumlov Ceska republika
CK3 Cesky Krumlov Ceska republika
J Jachymov Ceska republika
J2 Jachymov Ceska republika
PD Petrov nad Deshou Ceska republika
L Luznice Ceska republika
L2 LuZnice Ceska republika
Svl Harasjomala Svédsko
Sv2 Harasjomala Svédsko
Sv3 Harasjomala Svédsko
Sv4 Gillesnis Svédsko
Svb Gillesnis Svédsko
Rus Pskov Rusko
Rus?2 Pskov Rusko
Rus3 Pskov Rusko
Rus4 Pskov Rusko
Rus5 Pskov Rusko
Rus6 Pskov Rusko
Rus7 Pskov Rusko
Rus8 Pskov Rusko
Rus9 Pskov Rusko
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Obr. 5: Mapa lokalit hrabost druhu Microtis arvalis (znazornény modie) a Microtus
agrestis (znazornény cerng), jejichz sekvence byly pouzity z genové banky
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/). Zelené jsou vyznaceny lokality hrabo$i zpracované
v bakalaiské praci. Cervené jsou oznaleni hrabosi, ze kterych jsem nové ziskala

sekvence cytochromu b (nazvy lokalit jsou uvedeny v Tab. I1).
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Tab. Il: Piehled lokalit odchycenych hrabost druhu Microtus agrestis a Microtus
arvalis. Modie jsou vyznaceny lokality pouzité v bakalaiské praci a Cervené jsou
oznaceny nové zpracované vzorky, ze kterych jsem ziskala sekvence cytochromu b.
Cernou barvou jsou zobrazeny lokality hrabost, jejich? sekvence jsem pouzila
z genové banky (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Zkratky v nazvech znaéi jednotlivé
druhy Mar — M. arvalis, Mag — M. agrestis, Moec — M. oeconomus, Mlev — M. levis,

Msub — M. subterraneus.

oznadeni lokalita zemé
FRMar Armendarits Francie
FR2Mar Otterswiller Francie
FR3Mar Ile d"Yeu Francie
FR4Mar Clermont- Ferrand Francie
FR5Mar St. Maridu Mont, Normandie Francie
FR6Mar Braire Francie
NemMar Wolfach Némecko
Nem2Mar Wolfach Némecko
Nem3Mar Alflen Némecko
Nem4Mar Schiltach Némecko
Nem5Mar Freiburg Némecko
Nem6Mar Freiburg Némecko
Nem7Mar Freiburg Némecko
Nem8Mar Wesel Némecko
Nem9Mar Baiersbronn Némecko
Neml10Mar Baiersbronn Némecko
NemllMar Baiersbronn Némecko
BelMar Veurne Belgie
Bel2Mar Stalhille Belgie
NizMar Oostburg Nizozemi
Niz2Mar Dintelord Nizozemi
Niz3Mar Wonseradeel Nizozemi
Niz4Mar Lauwersoog Nizozemi
SwiMar Stampa Svycarsko
Swi2Mar Sent Svycarsko
SpaMar Burgos Spanélsko
Spa2Mar Vega de Infanzones, Leon Spanélsko
Spa3Mar Fuentes de Nava Spanélsko
FinMar Luumaki Finsko
Fin2Mar Nuijamaa Finsko
MadMar Nagycsany Mad’arsko
Mad2Mar Nagycsany Madarsko
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Mad3Mar Kovacsicstanya u Nyirbogat Mad’arsko
Mad4Mar Medgyesegyhaza Mad’arsko
Mad5Mar Medgyesegyhaza Mad’arsko
Mad6Mar Medgyesegyhaza Mad’arsko
Mad7Mar Medgyesegyhaza Mad’arsko
Mad8Mar Medgyesegyhaza Mad’arsko
Mad9Mar Medgyesegyhaza Mad’arsko
Mad10Mar Medgyesegyhaza Mad’arsko
Madl1lMar Korosladany Madarsko
Mad12Mar Korosladany Madarsko
Mad13Mar Korosladany Mad’arsko
Madl4Mar Korosladany Madarsko
Mad15Mar Korosladany Madarsko
Mad16Mar Korosladany Mad’arsko
Mad17Mar Korosladany Mad’arsko
Mad18Mar Alsonémedi Mad’arsko
Mad19Mar Alsonémedi Mad’arsko
DanMar Hjere Hede Dansko
CHMar Veliko Svinjicko Chorvatsko
CH2Mar Veliko Svinjicko Chorvatsko
CH3Mar Veliko Svinjicko Chorvatsko
CH4Mar Veliko Svinjicko Chorvatsko
GruzMar Ninotsminda Gruzie
ArmenMar Sisian Arménie
BulMar Mohyla Kosmatka Bulharsko
Bul2Mar Ljetnica Bulharsko
PolMar Wilcza Gora Polsko
Pol2Mar Polkowo Polsko
Pol3Mar Pultusk Polsko
Pol4Mar Pultusk Polsko
Pol5Mar Gierzwald Polsko
RusMar Zvenigorod Rusko
Rus2Mar Vladimir Rusko
Rus3Mar Dyakov Forest Rusko
SibirMar Neiva River Rusko
OrknlMar Westray Velka Britanie
Orkn2Mar Quoyloo Velké Britanie
Orkn3Mar Birsay Velka Britanie
Orkn4Mar Burness Velké Britanie
SR1Mar Kosice Slovensko
SR2Mar Kosice Slovensko
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SR3Mar Kosice Slovensko
SR4Mar Velké Kosiky Slovensko
SR5Mar Stebnik Slovensko
SR6Mar Sebastovce Slovensko
SR7Mar Sebastovce Slovensko
SR8Mar Sebastovce Slovensko
SR9Mar Sebastovce Slovensko
PIMar Plzent Ceska republika
PI2Mar Plzen Ceska republika
PI3Mar Plzen Ceska republika
StriMar Struzna Ceska republika
Str2Mar Struzna Ceska republika
Str3Mar Struzna Ceska republika
StrdMar Struzna Ceska republika
Str5Mar Struzna Ceska republika
Lit1Mar Litvinov Ceska republika
Lit2Mar Litvinov Ceska republika
Lit3Mar Litvinov Ceska republika
Lit4Mar Litvinov Ceska republika
LitSMar Litvinov Ceska republika
Lit6Mar Litvinov Ceska republika
Lit7Mar Litvinov Ceska republika
Lit8Mar Litvinov Ceska republika
Lit9Mar Litvinov Ceska republika
ChelMar Chelgice Ceska republika
Chel2Mar Chel¢ice Ceska republika
Chel3Mar ChelGice Ceska republika
Chel4Mar ChelGice Ceska republika
HLINMar Hlinsko Ceska republika
CBMar Ceské Budgjovice Ceska republika
CB2Mar Ceské Budgjovice Ceska republika
CB3Mar Ceské Budgjovice Ceska republika
CB4Mar Ceské Budgjovice Ceska republika
DMar Doupov Ceska republika
DvOhMar Destné v Orlickych horach Ceska republika
PDMar Petrov nad Desnou Ceska republika
NJMar Novy Ji¢in Ceska republika
NJ2Mar Novy Ji¢in Ceska republika
NJ3Mar Novy Jig¢in Ceska republika
UHMar Uherské Hradiste Ceska republika
UH2Mar Uherské Hradisté Ceska republika
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UH3Mar Uherské Hradisté Ceska republika
UH4Mar Uherské Hradiste Ceska republika
FilMag Filipov, Ceska kamenice Ceska republika
FIMag Flaje Ceska republika
KRMag Kladenské Rovné Ceska republika
LitMag Litvinov Ceska republika
Lit2Mag Litvinov Ceska republika
Lit3Mag Litvinov Ceska republika
CBMag Ceské Budgjovice Ceska republika
FR1Mag Bretagne, Trebeurden Francie
FR2Mag Bretagne, St. Malo Francie
FR3Mag Bretagne, Gourin Francie
Fr4Mag Bretagne, Trebeurden Francie
FR5Mag Conches sur Gondoire Francie
FR6Mag Picardie, Abbeville Francie
FR7Mag Braucourt Francie
FR8Mag Douchy Francie
FR9Mag Douchy Francie
FR10Mag Braire Francie
FR11Mag Braire Francie
FR12Mag St - Pere - sur - Loire Francie
FR13Mag St - Pere - sur - Loire Francie
FR14Mag Beaugency Francie
UKMag Islay, Keills Velka Britanie
UK2Mag Isle of Wight, Thorley Velké Britanie
UK3Mag Hampshire Velka Britanie
UK4Mag Devon Velka Britanie
UK5Mag Anglesey, Malltraeth Velka Britanie
UK6Mag Anglesey, Malltraeth Velka Britanie
UK7Mag Caernarvon, Bangor Velka Britanie
UK8Mag Pembrokeshire Velka Britanie
UK9Mag Cornwall Velka Britanie
UK10Mag Cumbria, Brampton Velka Britanie
ScotMag Gask, Perth Velka Britanie
Scot2Mag Leet Moss, Grampian Velké Britanie
Scot3Mag Edinburg Velka Britanie
SwiMag Sion, Valais Svycarsko
Swi2Mag Sion, Valais Svycarsko
Swi3Mag Vellée de J (')\1/|1;, Swiss Jura Svycarsko
DanskMag Ribe, Mando Déansko
Dansk2Mag Ribe, Norre Farub Dansko
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BRUSMag Berezina Bélorusko
PolMag Bialowieza Polsko
LitvaMag Vilnius Litva
Litva2Mag Vilnius Litva
NizMag Heteren Nizozemi
FinMag Tornio Finsko
Fin2Mag Kuhmo Finsko
Fin3Mag Lieksa Finsko
Fin4Mag Lapua Finsko
SveMag Nattraby Svédsko
RusMag Penza region Rusko
Rus2Mag Chernogolov_ka, Moscow RUSKo
region
Rus3Mag Pertozero, Karelia Rusko
Rus4Mag Velsk Rusko
Rus5Mag Pskov Rusko
Rus6Mag Pskov Rusko
Rus7Mag Pskov Rusko
Rus8Mag Pskov Rusko
Rus9Mag Pskov Rusko
Rus10Mag Pskov Rusko
SpaMag Azpeitia, Gipuzkoa Spanélsko
Spa2Mag Eugui, Navarra Spanélsko
PortMag Serra da Estrela Portugalsko
NorMag Varaldskogen Norsko
Nor2Mag Hordaland, Eidjord Norsko
SveMag Saltkallan Svédsko
Sve2Mag Degeberga Svédsko
Sve3Mag Nattraby Svédsko
Sve4Mag Hova Svédsko
Sve5Mag Motala Svédsko
NemMag SChIE;t\;\::gérl_\il?/ljttf n, Némecko
Nem2Mag Niedersachsen, Emden Némecko
Nem3Mag Bonn Némecko
RusMoec Pskov Rusko
Rus2Moec Pskov Rusko
Rus3Moec Pskov Rusko
BulMlev Kamen Brjag Bulharsko
Bul2Mlev Kabile Bulharsko
Bul3Mlev Kabile Bulharsko
CHMsub Jamarica Chorvatsko
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Obr. 6: Mapa lokalit odchycenych hrabost, nornikli a jedné mysice, u kterych byly
nalezeny vsi rodu Hoplopleura. Modfe jsou vyznaceny lokality s vyskytem v§i pouzité
Vv bakalarské praci, Cervené jsou znazorné€ny nové lokality a ¢erné jsou vyznaceny vsi

diive zpracované Terezou Marvanovou (nazvy lokalit jsou uvedené v Tab. I11).
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Tab. Ill: Prevalence v§i rodu Hoplopleura na daném hostiteli a lokalit¢ (mnozstvi
infikovanych hlodavct/ celkové mnozstvi chycenych hlodaveu jednotlivého druhu na
urcité lokalité). Modfe jsou zobrazeny lokality pouzité v bakalaiské praci a Cervené
Jsou oznaceny nové zpracované vzorky, ¢erné jsou vyznaceny vzorky zpracované

Terezou Marvanovou.

Prevalence v§i na daném hostiteli
Oznaceni Lokalita M. M. C. A. M.
arvalis | agrestis | glareolus | flavicollis levis
Ceskomoravska
C2 vrchovina, lokalita 2 5115 214
Ceskomoravska
C3 vrchovina, lokalita 3 1/8 313
Seb Sebastovce, SR 18/42
Drn Drnholec 4/6
HL Horni Lapac 8/22
TR TrebiSov, SR 2/12 1/10
Lit Litvinov 5/18 7/12
ML Milevsko 1/5
OH Destné v (?rhckych 11
horach
SV Slanské Vrchy, SR 2/3
KE Kechnec, SR 2/2
Pi Pieniny, SR 3/3
RU Ruzin, SR 2/3
Nem1 Baiersbronn, 213 3/5
Némecko
Nem?2 Wesel, Némecko 1/2
Str Struzna 5/26 1/14
NJ Novy Jic¢in 3/8 2/2
Pol Pultusk, Polsko 2/6
Nowy Zyzdro;,
Pol2 Polsko 1/11
Pol3 Gierzwald, Polsko 2/6
Rus Pskov, Rusko 1/19
Fin Nokia, Finsko 1/2
Srb Kopaonik, Srbsko 1/2
Alsonémedi,
Mad Mad’arsko 213
Veliko Svinjicko,
Chorv Chorvatsko Al
Kamen Brjag,
Bul Bulharsko 1/6 1

28




Bul2 Kabile, Bulharsko 2/12 1/1
Chel Chelcice 417

HL Hlinsko 1/1

J Jachymov 2/7

CB Ceské Budgjovice 4/8

PD Petrov nad Desnou 1/2

Mil Milikovice 3/9

Cer Cernys 1/4

3.2. DNA extrakce

Vzorky tkéni hlodavcil fixované Vv ethanolu jsem vyjmula, nastifihala na malé
Casti a nechala pfes noc vysusit pii pokojové teploté. Vsi jsem po vyjmuti z ethanolu
nejdiive natizla skalpelem pod binolupou a poté nechala 10 min. vysusit. Genomovou
DNA jsem extrahovala izola¢nim kitem DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen) u
hlodavcti a DNeasy® Mikro Kit (Qiagen) u vs§i. Extrakci DNA jsem provedla dle

navodu vyrobce.

3.3. PCR reakce, gelova elektroforéza a sekvenace

Fylogenezi Microtus agrestis spolu s norniky druhu Clethrionomys glareolus
rekonstruovala pomoci useku mitochondridlniho genu pro cytochrom oxidazu b (CYB)
0 délce 1020 bp u nornikd a 1143 bp u hrabosi. K ziskani sekvence mitochondriadlniho
genu jsem u hrabost pouzila 2 dvojice primera L14727-SP + H15915-SP (Jaarola a
Searle, 2002) a vlastni navrzené vnitini sekvenéni primery F_Microt_vnitrni (TCA
CAC GAT TCT TYG CCT T) + R_Microt_vnitrni (GTG TTG AGT GGA TTT GCA
GG), abych ziskala kvalitngjsi sekvence "5 a ‘3 konct daného fragmentu. U nornikt
jsem k ziskani dané sekvence pouzila primery Mgl cytb R + Mgl cytb F (Kotlik a
spol., 2006).

U vsi rodu Hoploplera jsem ziskala usek mitochondridlniho genu pro
cytochrom oxidazu c¢ podjednotku I (COI) dlouhy 968 bp pomoci dvojice primeri
L1490 a H7005 (Hafner a spol., 1994), ktery byl pro analyzu nasledn¢ zkracen na
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575 bp, aby se shodoval s délkou sekvenci zpracovanych v magisterské praci Terezy

Marvanové (Marvanova, 2011).

Vsechny PCR reakce jsem namichala do celkového objemu 20 pl
s nasledujicimi slozkami: 10x PCR Buffer (2 pl), 25 mM MgCl, (2 ul), 0,1 mM
forward a reverse primer (1 pl), 10 mM nukleotidy (0,4 ul), ddH,0 (12,4 ul), SU/ pul
HotStarTag® polymeraza (0,2 ul), (QIAGEN) a extrahovana DNA (1 ul).

Genomova DNA vsi méla po extrakci nizkou koncentraci, z toho divodu jsem
ji musela zmnozit amplifikaénim kitem (illustra GenomiPhi V2 DNA Amplification
Kits), abych méla vyssi vytézek PCR amplifikace. DNA amplifikaci jsem provedla

podle navodu vyrobce.

Tab. IV: PCR reakce u a) Clethrionomys glareolus, b) Microtus arvalis a Microtus

agrestis a c) Hoplopleura.

1. Denaturace 94°C 15 min

2. Denaturace 94°C 1 min

3. Annealing a) 50°C, b) 52, 5°C, c) 53°C 1 min

4. Elongace 72°C 2 min 30 cyklu
5. Extenze 72°C 10 min

6. Chlazeni 4°C

Vysledky PCR reakci jsem vizualizovala pomoci elektroforézy pii napéti
100 V na agar6zovém gelu s pouzitim barviva Sybr Green a 1 kb 0'GeneRuler Ladder.
1% gel jsem pripravila smichanim 2 g agarézy (AGAROSE | ™) s 20 ml 0,5 Tae
pufru (50 ml TAE — pufr doplnény deionizovanou vodou do 5 1) nebo 4 g agardzy se
40 ml 0,5x Tae.

Dobte vizualizované PCR produkty jsem pfecistila enzymy 0,2 pl Exo |
(exonuclease | z E. coli) a 0,2 ul FastAP (Thermosensitive alkaline phosphatase),

(New England Biolabs®Inc) a poté jsem produkty hlodavci poslala na sekvenaci do
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komeréni laboratofe Macrogen (Nizozemi) a produkty v§i do laboratoie Seqme (Ceska

republika).

3.4. Prdce se sekvencemi, alignmenty, fylogenetické analyzy a haplotypové sité

Pro zpracovani a upravu sekvenci jsem pouzila program Geneious 7.0.6.
Identifikaci vlastnich sekvenci jsem provedla v programu BLAST a pro ziskani
sekvenci z predchozich publikaci  jsem pouzila databazi NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov./blast/Blast.cgi).

Alignovani sekvenci jsem provedla v programu Geneious 7.0.6, pouzila jsem
pro n¢&j algoritmus Clustal W Multiple Alignment a nasledné jsem vysledky sama
piekontrolovala.

Pro fylogenetické analyzy jsem jako outgroup pouzila sekvence mysice druhu
Apodemus agrarius a hrabosika Microtus subterraneus pro dataset hrabosi, sekvence
hrabosu druhu M. agrestis a M. arvalis pro dataset nornikti a vs§i druhu P. serrata pro
dataset vsi. Pro rekonstrukei fylogenetickych vztahli vSech vyse uvedenych dataset
jsem pouzila metody maximum likelihood (ML), neighbor - joining (NJ) a
bayesianskou analyzu (MB).

ML analyzy jsem provedla pomoci programu PhyML 3.0 online verzi
(http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/) s pouzitim modelu GTR+I+G u nornikd,
GTR+I+G u hrabosi a HKY85+I+G u vsi a s bootstrapovou analyzou s 1000
replikacemi dat u vSech tii analyz. Pouzité modely jsem vybrala pomoci programu
PartitionFinder (Lanfear a spol., 2014).

NJ analyzu jsem provedla v programu Geneious 7.0.6, Geneious Tree Builder
s HKY korekei distanci pro v8i a Tamura — Nei korekci pro hraboSe a norniky.
Analyzy jsem provedla s 1000 replikacemi a konsensus jsem ziskala ze vSech NJ
strom1l.

Bayesianska analyza byla provedena v programu MrBayes 3.2.2 (Huelsenbeck
a spol., 2001) s 5 miliony generaci u hrabosi, vsi i norniki, pocet odstranénych stromi
ze zacatku analyzy (burnin) byl u nornikd, hrabosid a v§i 20% z celkového poctu
stromt (50 000). Bylo pouzito odlisnych modelt pro jednotlivé kodonové pozice. Pro

hrabose byly navrzeny modely - K80+I+G, F81+l, GTR+G; pro norniky - K80+I+G,

31


http://www.ncbi.nlm.nih.gov./blast/Blast.cgi

F81+I+G, GTR+I+G a pro vsi - SYM+G, F81+G, HKY+G. Opét byly vyuZzity modely
ziskané v programu PartitionFinder.

Haplotypové sité jsem vytvarela v programu TCS 1.21. (Clement a spol., 2000)
s parametry calculate 95 % connection limit a gaps = missing. Pozadované matice
jsem konvertovala do potfebného formatu vonline programu ALTER
(http://sing.ei.uvigo.es/ALTER/) a vytvofené sité¢ jsem upravila funkci spring tree
v programu TCS a pievedla je do PDF pomoci programu online PDF — Converter
(https://online2pdf.com/convert-ps-to-pdf).

Ziskané fylogenetické stromy jsem vizualizovala v programu FigTree 1.4.2.
(Rambaut a Drummond, 2012). Grafickou tpravu stromu a haplotypovych siti jsem

provedla v programu Inkscape.
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4. Vysledky

4.1. Sekvence a aligmenty

Celkem jsem nov¢ analyzovala 97 nornikd, z toho bylo 79 vlastnich vzorka a
18 sekvenci z genomové banky, doplnila jsem dataset o 16 sekvenci pseudogent
z genové banky a alignovala s datasetem z bakalaiské prace (41 vlastnich sekvenci +
56 sek. z genové banky). Dale jsem osekvenovala 64 hrabosu M. arvalis, které jsem
doplnila o 8 sekvenci s genové banky a 17 hrabosi M. agrestis, ke kterym jsem ptidala
4 sekvence z genové banky. Nové sekvence jsem alignovala s datasetem z bakalaiské
prace, ve kterém bylo 10 vzorku M. arvalis doplnénych o 37 sekvenci z genové banky
a 1 sekvence M. agrestis s 50 sekvencemi z genové banky. V bakalatské praci jsem
navazala na magisterskou praci Terezy Marvanové tykajici se populacni struktury a
genealogie v§i rodu Hoplopleura, kterou jsem dfive rozsifila o 10 vzorkid a nyni 0 43

novych sekvenci. Seznam prevzatych sekvenci z genové banky je uveden v Priloze.

4.2. Fylogenetické analyzy a haplotypové sité

Vysledkem provedenych analyz (ML, NJ, MB) vzorkd Clethrionomys
glareolus bylo 8 mitochondrialné rozliSenych linii (linie 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8), jejichz
vzéajemna pozice se s pouzitymi metodami lisila, kromé pozice pseudogent, linie 1 a
linie 2, které se spolu objevovaly ve vSech analyzach na bazi stromu. Bootstrapova
hodnota je téméf u vSech vétvi nizka, coz u vnitrodruhove fylogeneze neni neobvykle,
tudiz se 1 zména pozice u jednotlivych vétvi dala ocekdvat. Pro znazornéni jsem
vybrala ML fylogeneticky strom S namapovanymi statistickymi podporami z ostatnich
analyz (Obr. 7). Geografické rozsiteni jednotlivych linii se zna¢né liSilo. Né&které linie
byly geograficky specifické, jako linie 1 zabirajici lokalitu v severngjsi ¢asti Norska a
linie 2 lezici na Gizemi Kalabrie na jihu Italie. Linie 4 lezi ve Francii pfi hranici se
Spanélskem. Linie 5 se rozprostirdi na uzemi Itilie a linie 6 na Balkinském
poloostrove, konkrétn¢ v Bulharsku a Makedonii. Dale se objevuji linie, které se
vV urCité oblasti spolu stfetavaji. Linie 3 obsahuje vzorky ptfedev§im z vychodni
Evropy, dale Dansko, Némecko a Velkou Britanii. S linii 7 se stfetava ve stejnych

lokalitach na severu Némecka a Polska a na zapad¢ Ruska (Pskov). Linie 7 se
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rozprostira predevsim v centralni Evrop¢, ale obsahuje i vzorky ze Skandinavie, Velké
Britanie a Balkanu. Posledni linie 8, ktera je geograficky nespecificka, se rozprostira

témef po celé Evropé a piekryva se tak geograficky s linii 3 a 7.

Vysledkem vsech analyz (ML, NJ, MB) datasetu vzorki rodu Microtus bylo
5 monofyletickych linii druhtit Microtus agrestis, Microtus arvalis, Microtus
subterraneus, Microtus oeconomus a Microtus levis (Obr. 8). Vzijemna pozice
jednotlivych druhti se u pouzitych analyz lisila. VEétev M. levis tvotila sesterskou linii
s M. arvalis v ML analyze, kdezto u MB utvofila sesterskou linii s M. agrestis a pii NJ
se zafadila na bazi pod M. subterraneus. Pozice jednotlivych linii M. arvalis a

M. agrestis byla v analyzach ML a MB shodna, ale lisila se v NJ.

Vnitrodruhova fylogeneze druhu M. agrestis se ¢lenila na 7 rozliSenych linii
(liniel, 2, 3, 4, 5, 6, 7). Jsou zde patrné rozdily v geografickém ¢lenéni a linie netvoii
témer zadné piekryvy. Linie 1 se nachéazi ve 4 lokalitich zépadni Evropy a déle
zasahuje do jizni ¢asti Velké Britanie, piekryva se s linii 7 na uzemi Francie (Douchy).
Linie 2 se rozléha ve Skandinavii — Norsko, Svédsko. Linie 3 je rozsifena na dvou
lokalitach v severni &asti vychodni Evropy a Skandinavii — Svédsko, Finsko, s linii 1
se protinaji v severovychodnich Cechéach (Litvinov). Linie 4 obsahuje vzorky ze
severni ¢asti centralni Evropy od Danska po zapadni Rusko. Linie 5 se nachazi v jizni
&asti Evropy, konkrétné v Portugalsku, Spanélsku a jihu Francie. Nasledujici dvé linie
jsou geograficky specifické, linii 6 tvofi pouze vzorky ze severu Anglie a linii 7

vzorky ze severu Francie.

Vétev M. arvalis se ¢lenila na 7 mitochondrialné odlisnych linii (linie 1b, 2b,
3b, 4b, 5b, 6b, 7b), které jsou z velké ¢asti geograficky specifické. Linie 1b obsahuje
vzorky z Gruzie, Arménie a Sibife. Liniec 2b se nachazi v zapadni Evropé¢, od
Spanélska po zapadni Némecko a na Orknejich. Linie 3b obsahuje pouze vzorky
z Bulharska a linie 4b ze Svycarska a Italie. Linie 5b se rozprostira na &tyfech
lokalitach centralni Evropy. Posledni dvé linie nejsou geograficky tolik specifické a
prekryvaji se na velké Casti izemi. Linie 6b se naléza v jizni ¢asti vychodni Evropy od
Ceské republiky po Bosnu a Hercegovinu a linie 7b se rozprostira pedevsim v severni
&asti vychodni Evropy od Ceské republiky po Rusko a zasahuje i do Chorvatska a
Mad'arska. Spoleény geograficky piekryv je v severovychodnich Cechach (Litvinov),
Slovensku, Chorvatsku a Mad’arsku.
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Vysledkem analyz (ML, NJ, MB) vs§i rodu Hoplopleura parazitujicich na
hraboSovitych hlodavcich bylo 6 rozliSenych linii (linie 1b, 2b, 3, 4, 5, 6) v§i druhu
H. acanthopus a 2 linie v8i druhu H. edentula (linie 1, 2), jejich pozice se u
jednotlivych metod lisily (Obr. 9).

Linie H. edentula tvotily sesterskou linii v NJ analyze a pii MB metodé se
odstépily pod sebou na bazi stromu. Na bazi lezi linie 1 zahrnujici vzorky ze ctyf
lokalit — Némecko, Ceskou republiku, Slovensko a Srbsko. Linie 2 je geograficky
specificka, obsahuje vzorky ze tii lokalit leZicich ve vychodni Evropé — Finsko, Polsko

a Rusko. Ob¢ linie jsou hostitelsky specifické k jedinému hostiteli C. glareolus.

Linie 1b se nachazi na bazi vétve H. acanthopus, je sloZzena z deseti vzorka vsi
parazitujicich na hraboSich druhu M. agrestis a M. arvalis, pochazejicich ze
severozapadnich Cech a jizniho Némecka. Linie 2b se nachazi v severozapadnich
Cechich, kde se stfetava slinii 1b a neni hostitelsky specificka, parazituje na
M. arvalis a C. glareolus. Linie 3 se sklada pouze z 2 vzorkd v$i z jizniho Némecka
parazitujicich na M. arvalis. Linie 4 obsahuje 3 vzorky z Bulharska, jejichz hostiteli
jsou hrabosi druhu M. agrestis a M. levis. Linie 5 se rozprostira na uzemi Chorvatska,
Mad’arska a Slovenska, neni hostitelsky specifickd, parazituje na hostitelich druhi
M. arvalis, C. glareolus a A. flavicollis. Posledni, linie 6 obsahuje vzorky vsi z lokalit
lezicich po celé Ceské republice a vychodnim Slovensku. Hostiteli jsou hrabosi rodu

M. arvalis a nornici druhu C. glareolus.

Vyznaceni geografického rozsiteni linii hostitelskych hlodavct (M. agrestis,
M. arvalis a C. glareolus) do jednotlivych map (Obr. 7, 8) ukazalo, ze se v n¢kterych
piipadech prolinaly s liniemi v§i rodu Hoplopleura (Obr. 9). Velmi dobie to je
viditelné¢ u C. glareolus v linii 2, ktera se prolind se zapadni linii v§i a liniemi 6
zahrnujici centralni Evropu spolu s linii 7, kterd se tahne od Anglie po zapadni a
centralni Evropu az na Balkan, které se prolinaji jak s vychodni, tak zapadni linii vsi.
U hrabosu druhu M. agrestis je to patrné na linii 1 zabirajici zapadni ¢ast Evropy a
piekryvajici se se zapadni linii v§i a linii 3 predstavujici vychodni linii spolu
s vychodni linii v8i. U hrabost druhu M. arvalis tyto ptekryvy vznikly u linie 5b ze
vzorkl ze zapadni Evropy, jenzZ se prekryva se zépadni linii v§i, u linie 6b z vychodni
Evropy, kterd zabird uzemi vychodni linie v§i a linie 7b, ktera se rozprostira na velké

¢asti Evropy, prekryvajici se s obéma liniemi vsi.
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Vysledky ziskané z haplotypovych siti hostiteli slouzi ptedevsim k lepsi
vizualizaci vztah uvnitt jednotlivych linii, protoze velikosti, polty a vzajemné
ptekryvy haplotypli jsou pouze orientacni, z divodi obtizné dohledatelnosti vSech
jedinc v genové bance (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Prvni ¢tyii sité (Obr. 11)
zobrazuji norniky druhu C. glareolus a jsou barevné sjednoceny s liniemi ve
fylogenetickém stromé (Obr. 7). Vlevo nahofe je znazorné€na haplotypova sit’ linie 3
(fialova) s geograficky neprolinajicimi se haplotypy a velkym poétem mutaci
odd@lujicim haplotyp Litva od zbytku haplotypli, coz je dobie viditelné¢ i na
fylogenetickém strom¢. Vpravo nahoie je zobrazena sit’ tvofena liniemi 4, 5 a 6
(oranzova, modra, zluta), u kterych nedochazi k prolinani haplotypi. Sit’ se rozd¢lila
do dvou haplotypovych rodin, které spolu nekomunikuji, ov§em kvuli nizkému poctu
haplotypti nelze popsat detailnéjsi vnitini strukturu. Vlevo dole je zndzornéna linie 7
(zelend), u niz haplotypy opét nejsou sdileny mezi lokalitami, ovSem jiz netvoii
geograficky oddélené shluky. Vpravo dole je znazornéna posledni linie 8 (modra),
ktera je rozdélena do dvou haplotypovych rodin mezi kterymi je maly pocet mutaci a
V obou rodindch dochézi ke geografickému miseni haplotypti. V prvni rodiné mezi
Mad’arskem a Némeckem, zde je také vidét velky pocet mutaci oddé€lujici jeden
haplotyp Francie, a ve druhé mezi Anglii, Ceskou republikou a Némeckem.
Nasledujici tfi haplotypové sit¢ (Obr. 12) zobrazuji hrabose druhu M. agrestis, jez
Jsou barevné sjednoceny s liniemi vyznacenymi ve fylogenetickém stromé (Obr. 8).
Vlevo nahote je zobrazena linie 1 (oranzova), u které nedochézi k prolinani haplotyp,
ovSem je dobie geograficky oddélena. U jednoho haplotypu Francie je vidét velky
pocet mutaci, stejné je tomu u haplotypi Anglie. Vpravo nahoie je zndzornéna linie 2
(rizova) a linie 4 (sv. zelend), nedochazi zde k michani haplotypti a jsou geograficky
oddélené. Dole je zobrazena linie 3 (zelend), u niz nedochazi k prolinani haplotypt a
nejsou ani geograficky oddélené. Vsechny sité obsahuji mala mnozstvi haplotypi,
z toho divodu nemohou poskytovat dostatek informaci. Posledni trojice siti (Obr. 13)
zobrazuje hrabose druhu M. arvalis a je barevné sjednocena s liniemi fylogenetického
stromu (Obr. 8). Vlevo nahote je zobrazena linie 5b (fialova), u jejiz haplotypd
nedochézi k prolinani ani geografickému oddé€leni a obsahuje maly pocet haplotypt
pro dalsi informace. Vpravo nahoie je zobrazena linie 2 (tyrkysova), u které dochézi
Kk prolinani haplotypt mezi Francii a Némeckem a haplotypy jsou i geograficky

oddé€lené. Dole jsou zobrazeny linie 6b (rtizova) a linie 7b (sv. fialovd), které se mezi
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sebou prolinaji a tvofi jednu spole¢nou haplotypovou rodinu. Dochazi k prolinani mezi

haplotypy Srbska a Mad’arska a haplotypy nejsou geograficky oddélené.

Haplotypové sité parazita (Obr. 14) poskytuji pfedstavu o populacni struktuie a
prostfednictvim frekvence jednotlivych haplotypti v populacich i o demografické
historii. Prvni sit’ znazoriiuje v$i druhu H. acanthopus. Vyznacena linie 5 (fialova)
tvoii prvni haplotypovou rodinu a linie 6 (rizova) tvofi druhou haplotypovou rodinu,
mezi nimi je vidét velky pocet mutaci. VéEtSina haplotypt je oddélend, ale dochazi
k miseni mezi haplotypy z Ceské republiky a Slovenka v linii 6 a haplotypy Slovenska
a Chorvatska v linii 5. Linie 5 také nese znamky populaé¢niho bottlenecku, kdy vétSina
sekvenci je seskupena do dvou haplotypt. Druhé haplotypova sit’ znazoriuje v§i druhu
H. edentula. Barevné je sjednocena s linii 1 (zelena na Obr. 9). Nedochazi zde

ke sdileni haplotypi a jednotlivé haplotypy jsou geograficky oddélené.
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Obr. 7: ML strom sekvenci Clethrionomys glareolus. Bootstrapové hodnoty (ML, NJ,
MB) jsou znazornény u jednotlivych uzli. Vedle fylogenetického stromu jsou
jednotlivé linie vyznaceny na mapach, barvy lokalit se shoduji s jednotlivymi liniemi
(podrobné jsou uvedeny v Tab. I). Cervené &ary na mapach znazoriiuji hranice
rozsiteni linii v8§i rodu Hoplopleura z hrabosovitych hlodavet identifikované

Vv bakalarské praci. Hvézdicka znaci sekvence pseudogent identifikované podle Filipi

a spol. (2015).
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Obr. 8: ML strom sekvenci Microtus agrestis a Microtus arvalis. Bootstrapové

hodnoty (ML, NJ, MB) jsou uvedeny u jednotlivych uzli. Prvni ¢ast tvoii sekvence z

M. agrestis a druhou sekvence z M. arvalis. Vedle fylogenetického stromu jsou

jednotlivé linie vyznafeny na mapach, barvy linii se shoduji s barvami lokalit

(podrobné jsou uvedeny v Tab. Il). Cervené ¢ary na mapach znazornuji hranice

rozsiteni linii v§i rodu Hoplopleura z hrabosovitych hlodavci.
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Obr. 9: ML strom sekvenci Hoplopleura. Bootstrapové hodnoty (ML, NJ, MB) jsou

zobrazeny u jednotlivych uzli. Vedle fylogenetického stromu jsou jednotlivé linie
oznaceny na mapach, barvy lokalit odpovidaji barvam linii (podrobné jsou uvedeny v

Tab. I11).
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Obr. 10: ML strom sekvenci Hoplopleura znazoriujici hostitelskou specifitu

jednotlivych linii v&i. Cisla oznaéuji podet hostiteltl, ze kterych byly dané vii ziskany.
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Obr. 11: Haplotypové sité znazornujici norniky druhu Clethrionomys glareolus, které

jsou barevné sjednoceny s danymi liniemi ve fylogenetickém stromé (Obr. 7).
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Obr. 12: Haplotypové sité¢ znazornujici hrabose druhu Microtus agrestis, které jsou

barevné sjednocené s danymi liniemi ve fylogenetickém stromé (Obr. 8).
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Obr. 13: Haplotypova sit" znazorfujici hrabose druhu Microtus arvalis, které jsou

barevné sjednoceny s danymi liniemi fylogenetického stromu (Obr. 8).
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Obr. 14: (vlevo) Haplotypova sit’ znazorujici v§i druhu Hoplopleura acanthopus a
(vpravo) haplotypova sit’” znazornujici vsi druhu Hoplopleura edentula. Barevné jsou
sjednoceny s liniemi ve fylogenetickém stromé (Obr. 9).
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5. Diskuze

Na zékladé provedenych molekularnich analyz sekvenci tiseku mitochondridlniho
genu pro cytochrom b oxidazu (CYB) z norniki druhu Clethrionomys glareolus bylo
detekovano 8 mitochondrialn¢ oddélenych linii, které mély rozdilné geografické
roz$iteni a byly ndsledné porovnany se Ctyimi nejnové€ji publikovanymi studiemi
(Ledevin a spol., 2010; Wojcik a spol., 2010; Colangelo a spol., 2012; Filipi a spol.,
2015). Pocet linii se mezi jednotlivymi publikacemi liSil Vv zavislosti na mnozstvi
analyzovaného materialu, shodné byly nalezeny pouze linie zapadni a vychodni.
DalS8imi liniemi, které byly popsany v jednotlivych studiich, jsou balkénska, karpatska,
italska, Spanélska (Ledevin a spol., 2010, Wojcik a spol., 2010), dale Kalabrie a
baskicka linie (Colangelo a spol., 2012; Filipi a spol., 2015), jejiz sekvence byly
nasledné¢ urCeny za pseudogeny (Filipi a spol., 2015) a v nejnovéjsi, zatim
nejdetailnéjsi publikaci byla urcena linie uralska. Lisilo se i jednotlivé poradi danych
linii, které ovSem nebyly siln¢ podpoteny bootstrapovymi hodnotami, az na nejnovéjsi
studii (Filipi a spol., 2015), ktera ma 100% bootstrapovou podporu u vSech vétvi ML
fylogenetického stromu z divodii osekvenovani celého mitochondridlntho genomu
C. glareolus, kdezto sekvence v ostatnich publikacich maji délku okolo 1000 bp.

Z tohoto duvodu se budu pii porovnani mych vysledkii zamétovat na posledni studii.

V mé praci bylo nalezeno 8 samostatnych linii — uralskd, Kalabrie, vychodni,
Spanélska, italska, balkanska, karpatska a zapadni, které se shodovaly s danou studii.
Poradi vétvi danych linii se liSilo od publikované studie Filipi a spol. (2015), ale
nemélo silnou bootstrapovou podporu. Uralskd linie, kterou zde tvofila linie 1, se
zobrazila shodné¢ na bazi fylogenetického stromu. Byla nésledovana linii 2, ktera
predstavovala Kalabrii a skupinou pseudogenti, kam se pfifadily n€které vlastni vzorky
z Makedonie a vzorky zlItidlie a z Francie ziskané zgenové banky. Linie 3
ptedstavujici vychodni linii jsem rozsifila o nové lokality v Polsku, Finsku, Rusku,
Rumunsku, Némecku, Anglii, Ukrajiné a Litvé, ¢imZ jsem zjistila prekryvy
s karpatskou linii v lokalitach jizniho Némecka, Polska a zapadniho Ruska (Pskov).
Spanélska linie byla tvofena linii 4 a byla totozné s publikaci stejn& jako italské linie
predstavovana linii 5. Linie 6 byla shodna s balkanskou linii v lokalitach Bulharska a
mnou byla doplnéna o vlastni vzorky z Makedonie. Karpatskou linii tvofila linie 6,
ktera byla rozsifena o nové vlastni vzorky z Ceské republiky, Srbska, Polska a Svédska

a poté vzorky z genové banky z Rakouska a Rumunska. Posledni linie 8 predstavovala
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zapadni linii, ke které ptibyly vlastni vzorky z Chorvatska, Némecka, Srbska, Ceské
republiky a Francie a vzorky z Rakouska, Belgie, Irska a Italie z genové banky, diky
tomuto rozsiteni vznikly piekryvy s karpatskou i vychodni linii v oblasti jizniho

Némecku a v severovychodnich Cechéach a Srbsku pouze s karpatskou linii.

Vysledkem molekularnich analyz sekvenci CYB u hrabosu Microtus agrestis bylo
rozdéleni na 7 samostatnych linii. Pfi srovnani se tfemi odbornymi studiemi (Jaarola a
Searle, 2002; Herman a Searle, 2011; Herman a spol., 2014) byly shodn¢ nalezeny
pouze dvé linie — zapadni a vychodni, jinak se pocet linii liSil. V jediné préci se
objevila jizni linie (Jaarola a Searle, 2002) a dale byly popsany linie centralni,
francouzska, severni Britanie a Skandinavie (Herman a Searle, 2011; Herman a spol.,
2014). Témét vsechny vétve mély silnou bootstrapovou podporu. V mé praci byly
obsazeny vSechny doposud publikované linie, coZ je 7 mitochondridlnich linii s velmi

rozdilnou geografickou velikosti pokryvu, nemély ovSem tak silné bootstrapové

podpory.

Podle molekularnich hodin byla expanze vsSech populaci tvoficich Sest
samostatnych linii (vyjma jizni linie) spojena s bottleneckem posledniho glacialniho
maxima a obdobim cca pied 10 000 lety (mladsi dryas), (Herman a spol., 2014). Linie
1 odpovidala zapadni linii, kterou jsem doplnila o nové, vlastni vzorky z Francie a
Ceské republiky. Linie Skandinavie byla shodna s linii 2, je vieobecné uznavané, Ze
severni ¢ast Skandindvie byla kolonizovédna ze severu a vychodu pies Rusko a Finsko
a z jihu ptes Dansko, které bylo se Skandinavii spojeno pevninskym mostem (Herman
a spol., 2014). Linie 3 ptedstavovala vychodni linii, kterou jsem rozsitila o vlastni
vzorky z jedné lokality v Rusku. Centralni linie byla zastoupena linii 4 a byla doplnéna
0 lokalitu z Ruska ziskanou z genové banky. Linie 5 odpovidala jizni linii a linie 6
predstavovala severni Britanii. Velka Britanie je kolonizovana dvéma mitochondrialng
odlisSnymi a fylogeneticky stabilnimi liniemi — zapadni, ktera se vyskytuje na jihu
zem¢ a linii severni Britdnie, zabirajici sever zemé. Omezené rozmisténi linie na
severu Britanie je V literatufe vysvétlovano dvéma geofyzickymi a klimatickymi
udalostmi. 1) vétev musela vzniknout pfed méné nez 15 tisici lety na konci posledniho
glacialniho maxima, v dob¢, kdy se rychle oteplilo (Steffensen a spol., 2008). 2) vétev
musela vzniknout jesté pifed oddélenim Velké Britanie od zbytku Evropy v obdobi
Holocénu ptiblizn¢ pred 8400 lety (Lambeck, 1995). Posledni linie 7 predstavuje

francouzskou linii, kterou jsem rozsitila o vlastni vzorek z jedné lokality Francie.
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U hrabostu druhu Microtus arvalis bylo vysledkem molekularnich analyz sekvenci
CYB sedm mitochondrialné rozlisenych, samostatnych linii. Byly porovnany se ¢tyimi
publikacemi (Haynes a spol., 2003; Fink a spol., 2004; Tougard a spol., 2008; Buzan a
spol., 2010). Linie v danych publikacich nemély silnou bootstrapovou podporu, takze
se u jednotlivych praci lisilo jejich umisténi ve fylogenetickém stromé. Shodné bylo
popsano pét linii — ,,0bscurus® (nékdy popisovana jako samostatny druh Microtus
obscurus (Fink a spol., 2004)), italska, vychodni, zapadni a centralni (Haynes a spol.,
2003), linie Freiburg byla popsana u zbylych publikaci (Fink a spol., 2004; Tougard a
spol., 2008) a balkanska linie byla uvedena pouze v doposud nejmladsi publikaci
(Buzan a spol., 2010). V mé praci bylo popsano shodné 6 linii, vzorky z lokality
Freiburg se zatadily do zapadni linie a navic vysla linie geograficky specificka pro
Bulharsko. Na bazi byla shodné linie 1b piedstavujici linii ,,obscurus”, ktera byla
totozna ve slozeni vzorku s uvedenymi publikacemi. Linie 2b piedstavuje linii
zapadni, kterd byla rozSifena o vlastni vzorek z Francie. Do této linie patii vzorky
z oblasti Orkneji, které byly hrabosi ziejmé osidleny diky jejich zavleceni lidmi
Z jihozapadni Evropy v obdobi Neolitu, ovSem je potieba dalsi vyzkum, k potvrzeni
této teorie (Haynes a spol., 2003). Linii 3b v mé praci tvofila nova linie, ktera byla
sloZzena ze dvou vlastnich vzorkil z odliSnych lokalit Bulharska. Italskou linii tvofila
linie 4b, sloZena ze vzorki z Italie a Svycarska. Centralni linie se shodovala s linii 5b a
byla rozsifena o vlastni vzorky z nékolika lokalit Némecka a severozapadu Ceské
republiky. Linie 6b pfedstavovala balkanskou linii, kterou jsem rozsifila o vlastni
vzorky ze Slovenska, severovychodnich Cech, Chorvatska a riznych lokalit
Madarska, diky tomu byl zjistén prekryv s centralni linii v severovychodnich Cechach.
Vychodni linie byla tvotfena linii 7b, ktera byla rozsitena o vlastni vzorky z oblasti
Slovenska, Madarska a Chorvatska. V lokalitach Chorvatska a Madarska se
prekryvala s balkanskou linii. Byl zjiStén spole¢ny piekryv pro centralni, balkanskou a

vychodni linii v oblasti severovychodnich Cech.

Molekularni analyzy sekvenci cytochrom oxidazy ¢ podjednotky | (COIl) vsi rodu
Hoplopleura parazitujici na hraboSovitych hlodavcich rozlisily 8 samostatnych linii.
Dané linie byly porovnany s vysledky diplomové prace T. Marvanové, kterd
identifikovala 5 samostatnych linii. Jednu linii tvofily v$i druhu Hoplopleura edentula
a zbylé Ctyfi linie zahrnovaly vsi druhu Hoplopleura acanthopus (Marvanova, 2011).

Soucasné prace ptispéla rozsifenim vzork o rizné lokality z mnoha novych zemi,
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diky tomu bylo mozno ziskat vice informaci o danych populacich. V mé praci se
oddélily 2 linie zastupujici v8i druhu H. edentula, znichz jedna se shodovala
s predchozi praci, ale byla doplnéna o nové vzorky z lokalit v Némecku a Srbsku.
Linie 2 se odStépila nové a byla tvofena vzorky z Finska, Polska, Ruska. Obé¢ linie

byly hostitelsky specifické a parazitovaly pouze na nornicich druhu C. glareolus.

Linie 1b se odstépila na bazi vétve vsi druhu H. acanthopus . Nové byla rozsifena
0 vzorky zNémecka a severozapadu Cech (Struzna), takZe jiz nevykazovala
geografickou specifitu pro Litvinov a byla hostitelsky specificka pro hrabose druhu
M. agrestis a M. arvalis oproti piedeslé praci, kde vykazovala hostitelskou specifitu
pouze pro M. agrestis. Tato linie piedstavovala zapadni vétev. Linie 2b byla shodna
s ptedchozi studii a v mé bakalarské praci byla rozSifena o lokalitu Struzna, linie
vykazovala geografickou specifitu pro severovychodni Cechy a nebyla hostitelsky
specificka, v$i parazitovaly stejnou mérou na hrabosich i nornicich. Linie 3 a linie 4
byly nové urceny, linie 3 byla tvofena pouze dvéma vzorky z Némecka parazitujicimi
na M. arvalis a linie 4 byla tvofena tfemi vzorky z Bulharska a obsahovala vsi
parazitujici na hrabosich druhu M. agrestis a M. levis. Linie 5 se shodovala s piedchozi
studii a byla rozsifena o uzemi Chorvatska a Mad’arska, linie nebyla zcela hostitelsky
specificka, hostiteli byli vedle M. arvalis v mensi mite i C. glareolus a A. flavicollis.
Tato linie pfedstavuje vychodni vétev. Posledni linie 6 byla shodné s pfedchozi studii a
rozprostirala se po téméf celém uzemi Ceské republiky a na lokalitich z vychodniho
Slovenska. Linie byla rozsifena o velké mnozstvi lokalit z Ceské republiky a vykazuje

snizenou hostitelskou specifitu, hostitele zde tvoti vedle M. arvalis i C. glareolus.

Z hlediska geografického rozsiteni i hostitelského spektra linii rodu Hoplopleura
parazitujicich na hraboSovitych hlodavel je zajimavé porovnani s veSmi druhu
P. serrata, které parazituji mysice rodu Apodemus a které vykazuji podobné hranice
arealu (Stefka a Hypsa, 2008). Genealogicka studie P. serrata byla provadéna na 126
jedincich vsi, ze kterych byly ziskany sekvence COl. Fylogenetické analyzy ukazaly 3
mitochondridlné oddé€lené linie (linie A, B, C) a bajkalskou linii, kterd byla pti ML
analyze vyclenéna mimo evropsky klastr. Linie A obsahovala 22 haplotyptli a zabirala
tizemi vychodniho Slovenska, Ceské republiky, Francie a Skotska, tvofila tim zapadni
linii a jejimi hostiteli byly mysice druhu A. flavicollis a A. sylvaticus. Linie B byla
slozena ze 14 haplotypu =z lokalit nachazejicich se piedev§im ve vychodnim
Slovensku. Linie byla hostitelsky specifickd a jedinym hostitelem byla A. flavicollis.
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Linie C byla geograficky specifickd a rozkladala se ve vychodnim Slovensku,
parazitovala na mysicich druhu A. agrarius a A. uralensis (Stefka a Hypsa, 2008).
Dana studie byla doplnéna o nové vzorky z dalSich lokalit nachazejicich se na Gizemi
Bulharska, jizni Britanie a Francie (Martint, 2009). V populacich v§i druhu P. serrata
prochézely stiedni Evropou hranice, které odd€lovaly linii vychodni a zdpadni, jako
tomu bylo i u v8§i rodu Hoplopleura parazitujicich na hraboSovitych hlodavcich, u
kterych se hranice nezménily ani po pfidani novych vzorki. Druh H. edentula se
vyskytoval od Balkanu, ptes stfedni Evropu, az po Finsko. Diky rozdéleni do dvou
samostatnych linii, mizeme pfedpokladat pieckani glacialu ve dvou rtiznych refugiich.
Linie 1 mohla piezit v refugiu leZicim v centralni Evropé a linie 2 mohla pieckat
glacial v karpatském refugiu. Pfesto jde o hostitelsky specificky druh, zatimco u
H. acanthopus existuje vice linii, které se 1i§i v mife hostitelské specifity, zejména vici
druhu C. glareolus. Je pravdépodobné, ze se oba druhy (H. edentula a H. acanthopus)
od sebe oddélily jiz ptfed Ctvrtihornim zalednénim, coz bude nutné ovéfit pomoci
molekularnich hodin. U H. acanthopus mohlo nastat, podobné¢ jako u
P. serrata, rozdéleni populaci a pieckani glacialu v odlisnych refugiich. Tim mohlo
dojit k dlouhodobé izolaci na jednom ¢i vice hostitelich, kdezto jind linie mohla zlstat
v kontaktu s vice hostitelskymi druhy. Na rozdilny osud populaci H. acanthopus
poukazuji i vysledky haplotypovych siti, ve kterych slovenskd populace linie 7
(Obr. 14) vykazuje patern typicky pro populace po bottlenecku, kdezto tvar sité Ceské

populace pfedstavované linii 8 se podoba spiSe populacim v rovnovéze.

I kdyz data pro ektoparazity nejsou natolik bohata jako pro jejich hostitele,
podafilo se shromazdit sekvence zastupct rodu Hoplopleura z podstatné ¢&asti
druhovych aredlli. Vysledky ukazuji, Ze biogeografické ¢lenéni populaci hlodavel a
jejich ektoparazitu studovanych v této praci se rozdéluje na dané linie, jak podle
obecného paternu, ktery je spolecny pro vétsinu organismu v Evropé (Hewitt, 2011),
tak v souladu s existenci kryptickych refugii v severngjsich oblastech Evropy (Kotlik a
spol., 2006; Colangelo a spol., 2012; Filipi a spol., 2015).

Diky lep$im klimatickym podminkdm se vétSina glacialnich refugii nachazela na
jihu Evropy, mezi ty hlavni patfil Balkdn, Ibérie a Italie (Hewit, 2011). Italské
refugium je povazovano za “hotspot” biodiverzity. Diky mnoha fylogeografickym
analyzam linii C. glareolus v oblasti Italie bylo zjisténo, ze toto refugium

pravdépodobné nesehralo diilezitou roli pii rekolonizaci, nizka variabilita tohoto druhu
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na italském poloostrové naznacuje vyznamnéjsi roli kryptického refugia leziciho ve
sttedni Evropé (Colangelo a spol., 2012). Spanélska a italska populace M. arvalis
navic vykazuje vysoky stupen endemismu, coz bylo dano dlouhodobou izolaci (Bilton
a spol., 1998), z tohoto diivodu nemohly pfispét k rozsahlé rekolonizaci severniho
kolébkou linii M. arvalis, ale také centrem rozptylu téchto hlodavcu. Jeji roli potvrzuji
1 kombinace fosilnich, genetickych a biogeografickych zdznamu. Piedpoklada se, ze
malé izolované populace hrabosi druhu M. arvalis vyskytujici se na tzemi zapadni
¢asti centralni Evropy dopomohly k rekolonizaci zbytku Evropy spise, nez populace ze
severnich ¢i jiznich refugii. Také jizni linie M. agrestis na Iberijském poloostrové
potvrzuje toto refugium v pribéhu posledniho glacialu, ovSem zapadni linie opét

potvrzuje pravdépodobné obsazeni refugia v Karpatech.

Glacidlni refugia na severu byla potvrzena v oblasti Karpat a stfedni Evropy
(Tougard a spol., 2008; Filipi a spol., 2015). Nalezeni kryptického refugia v Karpatech
zpochybnilo tvrzeni (Haynes a spol., 2003), Zze vychodni linie M. arvalis vyskytujici se
na uzemi Madarska, Slovenska, Polska, Ukrajiny, Ruska a Finska se rozsifila z
balkanského refugia, coz bylo ziejmé zpusobeno nedostateénym mnozstvim vzork,
zato jedna ze studii (Buzan a spol., 2010) naznacuje, Ze linie méla refugium na severu
Balkanu a/nebo v Karpatech. Na jihozapad¢é Balkanu se rozprostiralo nékolik malych
endemickych oblasti, které mély maly geograficky rozptyl, tato oblast byla oznacena
za “hotspot” diversity evropskych savch (KryStufek a Reed, 2004). Karpatské
refugium je nejlépe zdokumentované u druhu C. glareolus (Kotlik a spol., 2006; Filipi
a spol., 2015). Karpatska linie se rozsitila z okoli Karpat ptes Skandinavii (Norsko,
Svédsko) az do Velké Britanie, kde se vyskytuje spolu s linii zapadni, kterd méla
refugium v podhuti Alp, coz déla z C. glareolus jednoho z dobie studovanych
zivocichi, u kterého byl zaznamenan proces kolonizace Britanie jak ze severniho, tak 1
jizniho refugia (Kotlik a spol., 2006). Britska a skandinavska populace se odd¢lily
pfiblizné pred 8 tisici lety, kdy byly spojeny pevninskymi mosty (Jaarola a spol.,
1999). Karpatska linie se nyni na ostrové vyskytuje pouze Vv severni a jizni Casti.
VétSinovou Cast zabira linie zapadni, coz bylo v nejnovéjsi studii zabyvajici se
mitogenomickou fylogenetikou C. glareolus (Filipi a spol., 2015) pfipisovano funkéni
zméné proteinu pro hemoglobin, kterda mohla mit pozitivni vliv na antioxidativni

ucinek cervenych krvinek (Kotlik a spol., 2014). To by kompeti¢né zvyhodnilo
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zépadni populaci nad karpatskou populaci, ovSem jejich vyzkum toto tvrzeni

nepotvrdil (Filipi a spol., 2015).

V této praci jsem se zaméiila predevSim na fylogeografické rozmisténi genetickych
linii, z toho diivodu mi postacily informace ziskané z mitochondrialni DNA (mtDNA),
kterd je preddvana po maternalni linii. K zjisténi detailnéj$i struktury a populacni
dynamiky recentnich linii hostitell a jejich paraziti by bylo zapotfebi pouzit
mikrolokusové metody (SNP, AFLP, mikrosatelity, atd.), které poskytuji vice
informaci. OvSem navzdory vzrastajicimu vyuzivani a oblibé téchto metod, mtDNA
pouzivana pti vyzkumu fylogeografickych hypotéz ¢i evolucnich scénaru je stale
uzitecnd, zejména, je-li pouzit cely mitochondridlni genom oproti kratkym useklim
sekvencnich dat. Diky plné osekvenovanému mitochondridlnimu genomu u
C. glareolus byla nalezena linie tvofena pseudogeny, ktera byla nasledné rozsitena o
dalsi pseudogeny nalezené¢ v genové bance. Ukazalo se, ze v jaderném genomu
pravdépodobné doslo k vice mitochondridlnim insercim a alesponi jedné duplikaci
(Filipi a spol., 2015). Diky piesnéjsim datim, ktera tyto celogenomové sekvence
poskytnou, by mohlo byt mozné provéfit idaje nahrané v genovych databazich a ziskat
tak v budoucich studiich mnohem ptesngjsi vysledky fylogenetickych stromi a tim
zpiesnit fylogeografické udaje a postglacialni rekolonizaci Evropy u C. glareolus a
dalsich druhd.
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6. Zavér

» Zvysledkl vyplyva, Zze na zakladé molekularnich analyz sekvenci CYB z norniki
druhu Clethrionomys glareolus bylo nalezeno 8 mitochondrialné¢ odlisnych a
fylogeneticky stabilnich linii, které se liSily svym geografickym rozsitenim a bylo
nalezeno nékolik linii skladajicich se z pseudogenti. Vysledkem molekularnich analyz
sekvenci CYB u hrabost druhu Microtus agrestis bylo nalezeni 7 samostatnych linii s
distinktnim geografickym rozliSenim. Vétev Microtus arvalis se rozélenila na 7
fylogeneticky stabilnich lini, které se také liSily geografickym rozd€lenim. U vs§i rodu
Hoplopleura parazitujicich na hrabosovitych hlodavcich bylo vysledkem
molekularnich analyz sekvenci COI osm samostatnych stabilnich linii, které byly
porovnany se studii T. Marvanové (Marvanova, 2011). Soucasna studie nalezla nové
linie, rozsifila pocCet lokalit a vzorki a tim piinesla vice informaci o charakteru
populaci.

» Bylo zjisténo, Ze jednotlivé linie se v urcitych mistech piekryvaji. U C. glareolus to
byl ptekryv v jedné lokalité na jihu Némecka, kde se stietdvala vychodni, zapadni a
karpatska linie a karpatska linie spolu s jizni tvotily dalsi pfekryv na uzemi severniho
Némecka, Polska a jedné lokality v zapadnim Rusku. V ptipadé hrabosi druhu
M. agrestis se objevil prekryv zapadni a karpatské linie v lokalité Litvinov a stejné tak
tomu bylo i u vychodni a balkanské linie hrabosi druhu M. arvalis, k té ale ptibyly
jesté prekryvy v oblasti na Slovensku, Chorvatsku a Mad’arsku.

» Jednotlivé linie rodu Hoplopleura se liSily stupném hostitelské specifity. Zatimco
H. edentula zistava uzce specificka i pies vyssi pocet studovanych sekvenci oproti

vvvvvv

stupném specifity.
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8. Priloha

Sekvence cytochrom oxidazy b z Clethrionomys glareolus + outgroup Microtus z

genové banky (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

zkratka cislo 7 genové zkratka Cislo 7 genové
vzorku banky vzorku banky
ag:\élétis FJ619765 SR1 DQ472316
M. AY167188 SR2 DQ472276
agrestis
M. arvalis UAM24466 SR3 DQ472264
M. arvalis UAM30029 Chorvl HQ288345
FM DQ472286 Chorv2 DQ472330
VnL DQ472290 Chorv3 DQ472326
Besk HQ288347 Belg HQ288334
Nem DQ472319 Litva HQ288401
FR3 HQ288390 Rak1 HQ288330
FR4 HQ288396 Rak2 DQ472334
FR5 HQ288389 Rak3 DQ472338
FR6 HQ288385 Swil HQ288417
FR7 HQ288382 Swi2 HQ288418
UK2 HQ288367 Swi3 DQ472343
UK3 FJ640870 Fin HQ288369
UK4 FJ640941 Dansk1 HQ288363
UK5 FJ640941 Dansk?2 HQ288354
UK®6 FJ640942 Bull HQ288338
Irsko EF378948 Bul2 HQ288340
ITl HQ288398 Bul3 DQ472240
IT2 HQ288399 Bul4 DQ472234
IT3 DQA472244 UKR1 DQ472230
Poll FJ881429 UKR2 DQ472246
Pol2 HQ288405 RUM1 DQ472274
Pol3 FJ881489 RUM2 DQ472246
Pol4 FJ881487 Slov DQ472323
Pol5 FJ881483 MAD1 DQ472248
Pol6 FJ881491 MAD2 DQ472250
Srb&CH1 DQ472302 MAD3 DQ472345
Srb&CH?2 DQ472298 SR4 DQ472316
FR9 HQ288376 Bul5 AJ639704
FR10 HQ288378 IT4 HE604965
FR11 HQ288377 ITS HEG604967
FR13 HQ288383 NOR1 KM892836
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KM892835
KM892826

FR14 HQ288389 NOR2
Dansk3 KM892822 Niz

Sekvence cytochrom oxidazy b z M. arvalis (Mar) a M. agrestit (Mag) + outgroup C.

glareolus ptevzaté z genové banky (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

zkratka Cislo 7 genové zkratka Cislo 7 genové
vzorku banky vzorku banky
M. AY309421 FilMag AY167152
glareolus
M. AY309419 FIMag AY167151
glareolus
SR4Mar AY220767 KRMag AY167212
SR5Mar AY220768 FRMag GU563290
FR1Mar GY190634 FR2Mag GU563288
FR2Mar AM991085 FR3Mag GU563286
FR3Mar GU190633 FR4Mag GU563290
FR4Mar GU190628 FR5Mag GU563284
FR5Mar GU190570 FR6Mag GU563289
Neml1Mar GU190626 UKMag GU563227
Nem2Mar GU190624 UK2Mag GU563280
Nem3Mar GU190616 UK3Mag GU563282
Nem4Mar GU190622 UK4Mag GU563276
BellMar GU190544 UK5Mag GU563260
Be2Mar GU190536 UK6Mag GU563786
Niz1Mar GU190535 UK7Mag GU563784
Niz2Mar GU190530 UK8Mag GU563782
Niz3Mar GU190506 UK9Mag GU563780
Niz4Mar AY?220778 ScotMag AY167181
SpalMar GU190646 Scot2Mag AY167182
Spa3Mar AY220788 DanMag GU563298
FinlMar AY220770 Dan2Mag GU563297
MAD1Mar AY?220769 BrusMag AY167155
DanMar AY220776 LitvaMag AY167177
GruzMar AY220760 Litv2Mag AY167178
ArmenMar AY220761 NizMag AY167183
Pol1Mar AY220773 FinMag AY167198
Pol2Mar AY220772 Fin2Mag AY167205
RUS1Mar AY220762 Fin3Mag AY167169
RUS2Mar AY220771 Fin4dMag AY167199
RUS3Mar AY220763 PolMag AY167185
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SibirMar AY?220765 RusMag AY167174
Orkn1Mar AY220786 Rus2Mag AY167165
Orkn2Mar AY?220779 Rus3Mag AY167213
Orkn3Mar AY?220784 Rus4Mag AY167156
Orkn4Mar AY220785 SpaMag AY167162

centrMar FJ790031 PortMag AY167186

BHMar GU187384 NorskMag AY167202
ITMar FJ790009 SwiMag AY167160

SwiMar FJ790008 Swi2Mag AY167161
Swi2Mar FJ790007 Swi3Mag AY167159
Nem5Mar FJ790017 SveMag AY167211
Nem6Mar FJ789987 Sve2Mag AY167203
Nem7Mar FJ789989 Sve3Mag AY167209
Nem3Mag AY167210 Sve4Mag AY167207
Nor2Mag KF218853 Sve5Mag AY167206
UK10Mag GU563244 NemMag GU563296
Skot3Mag GU563239 Nem2Mag GU563292
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