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1 Uvod

Soucasny nartst lidské populace ptindsi fadu problému prirodnimu prostiedi v riznych
ohledech, a jednim znich je vliv méstskych aglomeraci na okolni ekosystém. Jak bylo
shrnuto v praci (Fiera, 2009), méstské (urbanni) ekosystémy jsou charakterizovany hustym
lidskym osidlenim, intenzivni dopravou a pouze zbytky piirodnich habitatd. Urbanizace
teploty, vlhkosti a edafickych podminek a také znecisténi. Je proto nezbytné porozumeét
tomu, jak ptadni fauna na urbanizaci reaguje, aby bylo mozno vytvofit strategii managementu
pro optimalni souziti lidi 1 pfirody.

Nedavno bylo vytvofeno mezindrodni schéma pro vyhodnoceni vlivu vzdusnych
polutanti na méstské pudy za pouziti biondikatorovych druht (rostlin, zvifat a hub) jako
soucast projektu Life0SEnv/RO/000106 Air Aware. Chvostoskoci zde byli vybrani jako
jeden z cilovych taxond, nebot’ jsou dostatecné variabilni jak taxonomicky, tak i ekologicky,
vysoce abundantni a citlivi na zmény plidniho prostfedi. Spolecenstva chvostoskokti jsou
vzhledem K riiznorodé potravni strategii i funkéni roli v pudnich procesech velmi druhové
bohatd; zména jak této diverzity, tak abundance pak odrazi zménu kvality daného prostiedi
(Fiera, 2009).

Vétsina praci zamétena na ulohu chvostoskokt jako bioindikatord znecisténi prostiedi
se vSak zaméfuje na jejich druhovou diverzitu (Fiera, 2009; Santorufo et al., 2015), zatimco
geneticka variabilita pozorovanych druhi vtomto ohledu zkoumdna nebyla. Pravé
fragmentace habitatli a jejich izolace vSak mlZe vyznamné ovlivnit 1 genetickou strukturu
téchto populaci omezenim genetického toku, a rozdilné podminky jednotlivych urbannich
habitatli, at’ uz z hlediska mikroklimatu ¢i zneciSténi, mohou vytvaret rozdilné selekcni

tlaky.

1.1 Chvostoskoci (Collembola)

Chvostoskoci (Collembola) jsou zivocichové, ktefi maji Sirokou globalni
(kosmopolitni) distribuci. Byli nalezeni jako fosilie v baltském jantaru, coz naznacuje, ze ziji
v Evropé bez velkych morfologickych modifikaci jiz vice nez 50 milioni let. Jsou to mali,
primarn¢ bezkiidli ¢lenovci, ktefi patii mezi dobie prizpisobené organismy (Katz et al.,
2018). Taxonomicky patfi do kmene Clenovei (Arthtropoda), podkmene Sestinozi
(Hexapoda), tridy Skrytocelisti (Entognatha) (Lubbock, 1873).



VétSina z nich méti pouze nékolik milimetri. Nejmensi a nejméné pigmentované
jednoho ¢i dvou let (Hopkin, 1997). Télo chvostoskoka se sklada z hlavy, tfech hrudnich
¢lanka a zadecku, ktery je tvofen z Sesti Clankli. Na ventralni stran¢ na prvnim c¢lanku
zadeCku maji vSichni chvostoskoci ventralni tubus (collophor), ktery je nezbytny ke spravné
rovnovaze tekutin, ale umoznuje jim také ptilnout ke kluzkym povrchim (Hopkin, 1997).
Nazev Collembola je odvozeny od dvou feckych slov — ,.kola* (lepidlo) a ,,embolos* (kolik),
které souviseji s funkci ventralniho tubulu (Lubbock, 1873). Jeden z hlavnich znaku
chvostoskokil je skakaci organ na cétvrtém clanku zadecku — furka (furca), ktera dava
chvostoskokiim schopnost uniknout pted predatory. Furka je dobfe vyvinuta u chvostoskoki
zijicich na povrchu, zatimco chvostoskoci Zzijici v piid€ ji maji redukovanou nebo ji Uplné
ztratili. Druhy s velkou furkou maji tendenci vykonat jeden, ale zato dlouhy skok, kdezto ti
s furkou redukovanou vykonaji mensi skoky, ale frekventovanéji. Entomobrya dorsalis —

chvostoskok dlouhy pouze 2 mm — dokaze doskocit do vzdalenosti 16 cm (Hopkin, 1997).

Ziji v pud&, humusu, odpadu, na vodni hlading, v jeskynich, v mechu, ale dokonce i
v extrémnich podminkach jako je poust’ (Folsomides arnoli) (Suhardjono& Greenslade,
1994) nebo polarni oblast (Hopkin, 1997). Naptiklad Antarktida je domovem 15ti druht
chvostoskokil, z nichZ vétsina je endemicka (Greenslade, 1995). Antarkti¢ti chvostoskoci se
vétSinou nachazeji ve vlhkém prostiedi a vykazuji velmi malou odolnost proti nahlé ztraté
vody. Antarktické zimy proto piezivaji témét v anhydrobiotickém stavu (Teets & Denlinger,
2014) s velmi omezenym metabolismem ptizpisobenym nedostatku vody. Diky jejich skvélé
adaptaci na rtzna prostiedi Se pouzivaji jako model pro zkoumani mnoha jevi, jako je

tolerance vici chladu nebo jakost potravy pro predatory (Fountain & Hopkin, 2004).

Chvostoskoci se v pudnim edafonu vyznamné podili na téchto ekosystémovych

procesech:
1) Utastni se kolob&hu Zivin v rhizosféie, &¢im se podili na zasobovani rostlin Zivinami.

2) Rozkladaji listy, kofeny ¢i mrtvé dfevo a produkuji vykaly, ¢imZ jsou nepfimo spojeni

s tvorbou pudy.

3) Slouzi k rozptyleni mikrobidlnich a rostlinnych propaguli (=Casti organisml slouZici
k sifeni a reprodukci). Ve stievech chvostoskokll se mohou vyskytovat rozmanité bakterialni

propagule, a proto se predpoklada, ze piispivaji k Sifeni mikroflory.



4) Tvoii potravu pro mnoho pudnich predatord (pavouky, roztoCe, mravence, stonozky,

brouky a dalsi) (Potapov et al., 2020).

Na obrazku (Obr. 1) je shrnuta dtlezitost chvostoskokt v ekosystému.
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Obr. 1: Procesy ekosystémd, které mohou byt ovlivnény chvostoskoky (Collembola)

(ptevzato z Potapov et al., 2020).

Jelikoz se jedna o ¢lenovce citlivé na znecisténi vyskytujici se v pidach po celém
sveté, jSou povazovani za vyznamné bioindikatory. Prvnim ekotoxikologickym testem
s chvostoskoky byl test na filtratnim papife s DDT (dichlordifenyltrichlorethan).
Modelovym druhem je chvostoskok Folsomia candida, ktery je jiz vice nez 50 let pouzivan
pro odhad G¢inki pesticidi a latek znecist'ujici zivotni prostiedi (Fountain & Hopkin, 2004).
V roce 1999 vydala Mezinarodni standardizac¢ni organizace (ISO) protokol pro pouziti
F. candida jako ekotoxikologického testovaciho druhu (ISO, 1999). Kromé druhu Folsomia
candida se pouzivaji i druhy Folsomia fimetaroides, Isotoma viridis, Orchesella cincta
(Filser et al., 2000). Jednim ztestd ekotoxicity je reprodukcni test s chvostoskokem
Folsomia candida, kdy je zjiStovana mira inhibice reprodukce a pieziti pfi pobytu
V kontaminované pude. U chvostoskokt probihé tento test po dobu 28 dni. V posledni dobé
jsou vsak v pudni ekotoxikologii rozsitenégjsi testy unikového chovani, protoze nejsou tolik

casové narocné (trvaji 48 hodin a nekteré dokonce jen 24 hodin) a jejich benefitem je téz i



vyssi citlivost (Priessnitz, 2008). Kvuli dulezitosti druhti F. candida jako modelového
organismu pro ekotoxikologické testy, se tento druh stal i standartnim genomovym modelem

V ramci taxonu Collembola.

Ackoli je popsdno téméf 9 000 druhti, ocekavad se, ze se jednd asi jen o 20 %
existujicich druhti chvostoskoku. Vzhledem Kk jejich malé velikosti je velice obtizné je
taxonomicky rozliSit jen na zakladé morfologickych rozdila (Potapov et al., 2020).
Nartstajici pocet studii zalozenych na genetické variabilit¢ dokazuje, ze mnozstvi druhti je
skutecné¢ podhodnoceno, nebot’ vV ramci morfologicky definovanych druht existuje znacna
Hkryptickd diverzita“ — tedy vyraznd DNA divergence riznych linii v malém i velkém

geografickém rozsahu (Cicconardi et al., 2013).

1.2 Urbanni habitaty

Podle studie (Kotze et al., 2011) jsou husté obydlena lidska sidla doprovazena ztratou,
fragmentaci, izolaci a zneciSténim pfirodnich habitati, zavleCenim a rozSifenim novych
druhti, hromadénim odpadnich produkti a zménami v klimatickych, edafickych a
hydrologickych procesech. Unikatni méstské habitaty jsou vSechny obklopeny
neprostupnymi povrhy a vysoce modifikovanou vegetaci, v disledku obhospodatovéni jsou
spiSe v prvnim sukcesnim stadiu. Znamena to, Ze jsou osidleny predev§im generalisty, mezi
néz patii 1 fada chvostoskokli. Lze rozliSit jednotlivé typy habitati, charakterizované
zpisobem obhospodafovani ptipadné vegetace, a to napf.:

e ruderdlni — neudrZzované travniky, skladky, stard zastavba;
e domadaci zahrady — s heterogenni vegetaci, majici potencidl zejména pro hmyzi
spolecenstva,
e parky — s vysoce obhospodafovanou vegetaci (stromy, travniky, kvétinové zahony);
e okrajova zelen — vegetace podél silnic a ulic, udrzovanad méné nez parky, velmi uzké,
siln€ vystavené polutantim z dopravy;
e zastavéné plochy — pfedstavuji teplotni ostrovy pro termofilni druhy.
Dalo by se tedy predpokladat, ze urbanizacni procesy budou mit na spolecenstva
chvostoskoki velky vliv. Jak v8ak ukazalo jejich porovnani v praci (Santorufo et al., 2015)
zabyvajici se chvostoskoky v rizn¢ naruSenych ptudach (lesni, zeméd¢€lska, urbanni), byly

nejvice naruSenymi habitaty zemédé&lské lokality, zatimco lesni a urbanni se pfilis neliSily.



1.3 Molekularni markery

Molekuldrni markery jsou snadno identifikovatelné molekuly bilkovin nebo urcité
useky DNA, které mizeme pouzit k rozeznani bunék, jednotlivcl, populaci nebo druhi.
Jedna se o dilezit¢ molekuldrni nastroje, jez usnadnily studium raznych biologickych
otazek, zpusobily revoluci v biologickych védéach a zaslouzily se o posileni mnoha studijnich
obori (Loxdale & Lushai, 1998). Bézné se pouzivaji v oblastech, jako je molekularni
taxonomie, fylogenetika, populac¢ni genetika, medicina nebo forenzni véda. Hlavnim tikolem
molekularnich markert je detekce variability na genetické urovni. Ta miize byt ovlivnéna
mutacni rychlosti riiznych genomovych oblasti, stejné jako rozliSenim pouzité techniky (tedy
schopnosti rozeznat homozygoty a heterozygoty, identifikovat mutace exprimované a

neexprimované (Avise, 2004; Allendorf & Luikart, 2013).

Molekularni markery rozdélujeme na proteinové a DNA (genetické) markery. Mezi
nejrozsifenéjsi proteinové markery patii alozymy, coz jsou formy enzymd, které jsou
kodovany odlisnymi alelami na jednom lokusu (Richardson, 1986). Vyhodou alozymi je
jejich nizka cena a rychlost, avsak je potfeba mit Cerstvy vzorek dostate¢ného objemu, coz je
nevyhoda oproti DNA markertim, u nichz l1ze pouzit i vzorek suseny nebo stary. Historicky
jsou to prvni markery, které se zacaly S§ifeji pouzivat u celé fady organismu, vcéetné
chvostoskoki. Jednou zprvnich studii bylo napf. rozliSeni evropskych populaci
Tetrodontophora bielanensis (Fanciulli et al., 1991), a pro podobné otazky jsou pouzivany i
nadale, napf. pro sledovani genetické struktury populaci a Sifeni zeméd¢lského Skidce

Sminthurus viridis v Australii (Roberts & Weeks, 2011).

U chvostoskokil a dalSich Zivo€ichli malych rozmér nejsou alozymy idedlni, proto
jsou lepsi volbou markery genetické, tedy na Grovni DNA. Ty miZeme déle rozdélit na
jaderné (nuklearni, NDNA) nebo mitochondrialni (MtDNA) podle toho, kde se v bunce
nachazeji (Avise, 2004).

1.3.1 Jaderné markery

Jaderna DNA se vyskytuje v jadie ve dvou kopiich vSech diploidnich organismi.
Nevyhodou oproti mitochondrialni DNA je jeji rychlejsi degradace (Loxdale & Lushai,
1998). Tyto markery mohou byt konzervované, ale naopak i vysoce variabilni, podle toho,

jaka ¢ast z genomu je jako marker vybrdna. Geny vyskytujici se jako jeden lokus jsou



z hlediska evoluce pomalejsi, a vhodné spi$ pro studie fylogenetické, zabyvajici se evoluci
na velkém Casovém méftitku. Naopak pro studium populaci jsou velmi vyhodné mikrosatelity
(jen né€kolik bazi dlouhé useky, které se mnohonasobn¢ tandemové opakuji), jejichz muta¢ni
rychlost je vysoka. Pouziti mikrosateliti je vSak omezené vzhledem k technické naro¢nosti

jejich vyvoje, a navic jsou obvykle druhové specifické a nemaji proto univerzalni pouziti.

Vys$§i variabilitu vykazuji také oblasti gend s introny. Introny mohou byt dobrym
zdrojem pro nalezeni polymorfismiit DNA, protoze rychle akumuluji mutace bez ovlivnéni
funkce geni (Takashi, 2015). Na detekci této variability je zalozena metoda EPIC (Exon-
Primed-Intron-Crossing), ktera vyuziva univerzalni PCR primery pro amplifikaci intrond.
Tyto primery nasedaji na vysoce konzervovanych exonech jadernych genti. Schéma umisténi
EPIC primerQ je zobrazeno na obrazku (Obr. 2). Jejich vyhodou je, ze univerzalni primery

1ze pouzit v Sirokém taxonomickém rozsahu (Hillis et al., 1990).

— >
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REVERSE PRIMER
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Obr. 2: Schéma polohy EPIC primert.

1.3.2 Mitochondrialni markery

Mitochondrialni DNA je u eukaryotickych organisma kruhova molekula, kterd je velka
okolo 16 kb. Molekula se sklada z 37mi genu, pficemz 22 je pro tRNA, 2 rRNA a 13 gent
kodujicich proteiny (Clary & Wolstenholme, 1985). Mitochondrialni DNA je cennym
markerem, ktery indikuje tok matefského genu, protoZe je pfevazné prenasena matefskymi
liniemi. VSechny lokusy mtDNA jsou hemizygotnim stavu (V jedné kopii), coz usnadiiuje
skrinink pomoci DNA sekvenovani, kdy neni nutno markery klonovat. Je pocetnéjsi nez

jaderna DNA, a proto muze byt snadnéji detekovana ve starych vzorcich (Avise, 2004).

U chvostoskokli je nejpouzivanéjSim mitochondridlnim markerem cytochrom c
oxidaza I, ktera je dnes standardizovanym markerem pro ,,DNA barcoding®. U chvostoskoku

(Collembola) je velmi pouzivany jak na trovni druht, tak dokonce i na rozliSeni populaci



(napt. Roberts & Weeks, 2011; Porco et al., 2012; Von Saltzwedel et al., 2017 a dalsi).
V soucasné dobé je COI nejvice zaznamenany fragment genomu chvostoskoktl (Collembola)

s vice nez 150 000 sekvencemi (Potapov et al., 2020).

1.3.2.1 DNA barcoding — COI (cytochrom ¢ oxidaza — podjednotka I)

Projekt pro ,,DNA barcoding®, byl pfedstaven v r. 2003 (Hebert et al., 2003), a to
zavedenim techniky pouzivajici kratky genovy fragment (Cast mitochondridlniho genu pro
cytochrom c¢ oxidazu I, COI), kterym lze identifikovat Zivo¢isné druhy. Pro amplifikaci
710bp dlouhého COI fragmentu byly navrzeny univerzalni primery LCO-1490 a HCO-2198
(Folmer et al., 1994). Na zaklad¢ téchto sekvenci a klasické morfologické taxonomie byla
vytvorena databaze BOLD (Barcoding Of Life Database), do niz jsou pribézné ziskana data
uklddana. V soucasnosti ma tento bioidentifika¢ni systém pies 300 tisic druhovych zdznamt
a stal se vmnoha biologickych disciplinach pouZivajicich druhovou identifikaci
(ochranaiska  genetika, forenzni  analyza  potravin)  uznavanym  standardem

(https://www.boldsystems.org/index.php).

Tento marker se vsak zcela neobejde bez problémd. Jednim z probléml muze byt
piitomnost vice nez jednoho typu mtDNA sekvence u jednoho jedince neboli heteroplazmie.
Resenim, jak se vyhnout problémtim s heteroplazmii, je ziskani vétsiho poétu sekvenci pro
ureni dominantniho haplotypu. U ¢lenovcl byla heteroplazmie zaznamenana u mnoha

skupin véetné chvostoskokt (Carapelli et al., 2008; Kang et al., 2016).

Castg&jsim problémem je mozna kontaminace bakterialnimi endosymbionty, jejichz gen
pro COI se mize amplifikovat zarovenl s barcodovym markerem a znesnadnit tak spravné
precteni sekvence. V tomto piipadé jde zejména o bakterii Wolbachia, ktera je Siroce
rozSifena. Infekce touto bakterii mize navic snizovat detekovanou variabilitu. Z tohoto
divodu by pfi pouziti DNA barcodingu méla byt vzdy provedena detekce Wolbachia a
ptipadné jeji vliv zohlednit (Hurst & Jiggins, 2005).

1.3.3 Wolbachia

ey

Wolbachia je gramnegativni bakterie celedi Rickettsiaceae zijici v cytoplazmé
v bunkach nékterych clenovcl a hlistic. Je pfenaSena v ramci druhu pomoci cytoplazmy

vajicek (Timmermans et al., 2004). Poprvé byly kmeny Wolbachia nalezeny u druhu komara
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Culex pipiens a oznaceny Wolbachia pipiens. Nasledovalo zjisténi, ze jsou tyto bakterie
Siroce rozSifeny U clenovcel. Kolem 20 az 75 % vSech druhit hmyzu je infikovano
Wolbachia, stejné jako mnoho pavouki a suchozemskych kory$t. Tato mimoiadna
frekvence infekce u hmyzu fadi Wolbachia mezi nejrozsifenéjsi intracelularni bakterii.
Jednotlivé druhy hmyzu mohou byt infikovany i nékolika kmeny Wolbachia (Baldo et al.,

2006).

Mezi vyznamné ucinky infekce Wolbachia u ¢lenovci patii reprodukéni manipulace
jako cytoplazmatickd inkompatibilita (tzn. dysfunkce infikovaného samce oplodnit
neinfikovanou samicku), feminizace genetickych samct, partenogenetickd indukce a zabijeni
samc¢ich potomku infikovanych samic. Toto napomaha matefskému pienosu Wolbachia
Z generace na generaci a soucasné zvysuje promoienost populace, protoze infikované samice

plodi prakticky jen sami¢i potomstvo schopné partenogeneze (Werren et al., 2008).

Vyznam Wolbachia saha od jejich ucinki na reprodukéni biologii, ekologii a vyvoj
jejich hostitelt az po jejich potencialni vyuziti pii biologické kontrole skiadct a
biomedicinskych aplikacich. Vzrostl také zajem v oblasti mediciny o zacileni téchto bakterii

pfi 1écbe filariozy (Baldo et al., 2006).

Filariéza je nemoc zpisobena hlistem filarie, ktery zpasobuje elefantidzu a slepotu.
Bylo zjisténo, Ze tento hlist je bézn¢ infikovan Wolbachia a na rozdil od hmyzu, kde
Wolbachia plodnost snizuje, tak k plodnosti filarii je infekce Wolbachia naopak potiebna.
Ziejmé se mezi hlistem a bakterii vytvotila symbidza, a proto je filarie citliva na antibiotika,
jenz poSkozuji bakterie (i Wolbachia), a diky jejich eliminaci dochazi k zastavé
embryogeneze (Paces, 1999).

Pro pochopeni piivodu Wolbachia a pro objasnéni povahy interakce mezi Wolbachia a
jejimi hostiteli je nutna dikladna charakterizace jednotlivych linii — superskupin. Pro tento
ucel bylo vyvinuto jednotné schéma multilokusové sekvenacni typizace (MLST), zahrnujici
sekvenovani kratSich ¢asti péti gent kodujicich bilkoviny (gatB, coxa , hcpA , FtsZ a fbpA),
nachazejicich se v riznych ¢astech genomu (Baldo et al., 2006). Na zakladé tohoto systému
jsou doposud detekované linie Wolbachia rozdéleny do 17 superskupin ozna¢enych A-Q,
Z nichz vétsina infikuje ¢lenovce. Superskupina E je pfitomna pouze u partenogenetickych

chvostoskoki (Tanganelli et al., 2013; Ma et al., 2017).



1.4. Chvostoskok Parisotoma notabilis

Pro moji praci byl vybran chvostoskok Parisotoma notabilis pattici do celedi
Isotomidae (Obr. 3).

- "

0.200 mm

A

Obr. 3: Chvostoskok Parisotoma notabilis (https://collembola.co.za/parisotoma-notabilis/).

P. notabilis je oznaovany za ubikvistu (vSudypfitomny organismus schopny zit
v pestré Skale biotoptl). Byl popsan Schafferem vroce 1896 a od té doby je casto
zaznamenavan v riznych oblastech svéta (Salmon, 1941). Mnozi se partenogenezi,
Vv ptirozenych populacich se vyskytuji téméf jen samicky (Chahartaghi et al., 2005). Samecci
se vyskytuji jen velmi ziidka nebo se ve vétSiné populaci nevyskytuji. Toto je ziejmée

divodem jeho Sirokého vyskytu a $ifeni do novych lokalit (Von Saltzwedel et al., 2017).

P. notabilis se hojné vyskytuje téméf na jakémkoli stanovisti v mirném a subpolarnim
pasmu. Populace mohou dosahovat hustoty 6 000 — 10 000 jedincii na metr ¢tverecni
Vv lesnich pudach, loukach, ornych ptidach a jeskynich (Fountain & Hopkin, 2004). Tento
druh mizeme dokonce nalézt i v extrémnich oblastech jako jsou ledovce ¢i ve vysokych
nadmotskych vyskach (Von Saltzwedel et al., 2017). Je znamo, ze je ekologicky plasticky,
vyskytuje se i na narusenych a obnovujicich se stanovistich, a paradoxné toleruje i reaguje
na toxiny jako pesticidy, pramyslové znecisténi (Kuznetsova & Potapov, 1997) a t&zké kovy
(Haimi & Siira-Pietikdinen, 1996). Je také soucasti spolecenstev urbannich habitatt, kde jsou
vykyvy v jeho abundanci bioindikatorem kvality prostiedi (Santorufo et al., 2015).

Ve studii zabyvajici se rozsifenim endosymbionta Wolbachia v ramci rtznych ¢eledi
chvostoskokii byli vSichni jedinci P. notabilis testovani pozitivné. 1 kdyz byly pouzity jen
dva markery (16S a ftsZ), bylo provedeno zafazeni této linie do skupiny E (Tanganelli et al.,
2013).


https://collembola.co.za/parisotoma-notabilis/

Genetickou variabilitou tohoto druhu se doposud zabyvaly pouze dvé studie. (Porco et
al., 2012) na vzorcich pokryvajicich Evropu a Severni Ameriku pomoci DNA barcodingu a
fragmentu 28S RNA z jaderného genomu popsal 4 vyrazné linie, které by mohly naznacovat
kryptickou speciaci. K podobnym zavérim dosla i druha evropska studie (Von Saltzwedel et
al.,, 2017), ovSem pozorovanou variabilitu pfi¢ita spiSe vlivu partenogenetického
rozmnozovani nez eXistenci kryptickych druhi. Na zakladé molekularni datace byl pak
ucinén zavér, ze evropské linie P.notabilis jsou ve srovnani s jinymi chvostoskoky relativné
mladé, geneticky uniformni a geneticka variabilita je snizena i diky antropogennimu Sifeni.

Ob¢ uvedené prace byly zaméfeny jen na jedince z ptirodnich populaci. Proto byli
V této praci analyzovani jedinci z populaci méstskych a porovnany s jiz prostudovanymi

ptirodnimi populacemi.
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2 Cile prace

e Na zédklad¢ literatury vytipovat molekularni markery pro detekci geografické

variability populaci chvostoskokt Parisotoma notabilis.
e Oveéfit infekci baktérii Wolbachia u vSech testovanych chvostoskokt P. notabilis.

e Pomoci markeri provést populacné genetickou analyzu a porovnat méstské vzorky

S ptirodnimi.
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3 Materialy a metody
3.1 Materialy

Vzorky chvostoskokd Parisotoma notabilis byly nasbirany a poté identifikovany
RNDr. Natalii Rashmanovou, PhD., z Univerzity P. J. Safirika v Kosicich. Slo celkem o 80
jedincti ze 13 populaci, které byly nasbirdny na Slovensku ve vytipovanych méstskych
habitatech (park, hibitov, les, travnik, ruderdl) v KoSicich. Jednotlivé lokality jsou

zaznamenany v tabulce (Tab. I).

Tab. I: Vzorky Parisotoma notabilis pro analyzu.

Oblast Zkratka Pocet vzorku Souradnice
Stara nemocnica — park SNp 2 ind 48,707N; 21,253E
Barca — park Bap lind 48,678N; 21,26 7E
Barca — hibitov Bac 5ind 48,673N; 21,262E
Rozalia — hibitov Roc 8 ind 48,732N; 21,234E
Veiejny hibitov Vec 3ind 48,695N; 21,259E
Vo vymoli — lesik Vi 10 ind 48,733N; 21,280E
Raci potok — lesik Rpl 14 ind 48,725N; 21,233E
Stary pivovar — ruderal Spr 14 ind 48,714N; 21,244E
Anicka — ruderal Anr 5ind 48,747N; 21,251E
KVP — ruderal - 1ind 48,711N; 21,220E
Anicka — travnik Ant 10 ind 48,746N; 21,253E
KVP — travnik KVt 4ind 48,716N; 21,217E
Stary pivovar — travnik Spt 3ind 48,714N; 21,246E

Polohy lokalit sbéru jsou zobrazeny na mapé (Obr. 4).
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Obr. 4: Jednotlivé lokality sbéru vzorku (Vytvofeno pies https://www.google.com/maps/).

Habitaty jsou barevné odliSeny.

Pro S$ir§i analyzu pomoci ,,DNA barcodingu® byly pouzity DNA sekvence
z pfedchozich studii, zvefejnéné v databazi GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Ze studie (Von Saltzwedel et al., 2017) bylo
piidano 115 sekvenci — seznam lokalit a kody z Genbanku jsou uvedeny v piiloze 1. Ze
studie (Porco et al., 2012) bylo pfidano 96 sekvenci, pii¢emz z této studie byly vybrany jen
spolehlivé sekvence, které neobsahovaly nerozliSené nukleotidy (,,N*). Piehled pouzitych

sekvenci veetné lokalit a kody z Genbanku jsou uvedeny v ptiloze 2.

3.2 lzolace DNA

Vzorky — chvostoskoci rodu P. notabilis byly po morfologické identifikaci ulozeny do
zkumavek s96 % ethanolem a uchovany pii -18°C. Pied samotnou izolaci bylo nutno
jedince pln¢ zbavit ethanolu. Extrakce byla provadéna z celého jedince pomoci komeréniho
kitu DNeasy Blood and Tissue kit 250 (Qiagen) dle navodu vyrobce. Eluce byla provedena
ve dvou krocich. Vzhledem kmalym rozméram P. notabilis bylo pro dosazeni
koncentrovangjsi DNA pfi 1. eluci pouzito misto 200 pl jen 50 pl elu¢niho pufru a pfi 2.
eluci 30 pl. Takto ziskana DNA byla skladovana pii -18 °C, dokud nebyla dale zpracovana.
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3.3 PCR (Polymerazova retézova reakce)

DNA fragmenty byly amplifikovany pomoci PCR, provadéné v termocykleru
TProfessional TRIO (Biometra). Pro PCR reakci byly vzdy pouzity 0,2 ml zkumavky a

reakce byly michdny na mrazicich stojancich.

Reakéni smés pro PCR v objemu 12,5 ul obsahovala standardni slozky, tedy ultra
¢istou destilovanou vodu (ddH20), reakéni pufr, mix dNTPs, forward a reverse primery pro

dany marker, DNA polymerazu a templatovou DNA.

U amplifikace Wolbachia bylo do smési navic ptidano BSA (Bovine Serum Albumine,
20 mg/ml; Thermo Fisher Scientific), pro zvySeni ucinnosti reakce. Standardné byla
pouzivana polymeraza Taq DNA Unis (Top — Bio s.r.0.). U markerd, které se nam
nepodafilo naamplifikovat touto polymerazou, byla pouzita TaKaRa ExTaq (Takara Bio).
Mnozstvi a koncentrace jednotlivych chemikalii v zavislosti na pouzité polymeraze je

uvedeno v tabulce (Tab. I1).

Tab. Il: Mnozstvi komponent v zavislosti na pouzité polymeraze (mnozstvi na jednu PCR
reakci).
Polymerdza
Unis [pl] ExTaq [pnl]
ddH20 7,25 7,75
10x pufr 1,25 1,25
dNTPs (2,5 mM) 1 1

Forward primer (5 uM) 0,75 0,75
Reverse primer (5 uM) 0,75 0,75
Polymeraza (5 U/pl) 0,1 0,05
DNA 1,5 15

3.3.1 Primery pro amplifikaci a sekvenovani vybranych markeru

Pro amplifikaci jednotlivych markeri byly pouzity bud’ primery z literatury, nebo

navrzeny nové na zakladé sekvenci daného lokusu z modelového druhu Folsomia candida.

3.3.1.1 Mitochondrialni marker COl (DNA barcoding)

Marker pro DNA barcoding byl amplifikovan pomoci standardnich univerzalnich
primerd LCO-1490 a HCO-2198 (Folmer et al., 1994). Protoze se u nékterych sekvenci
vyskytovaly nekvalitni zacatky, byly proto vné tohoto fragmentu navrzeny dal$i primery, a
to TW-J-1301 a C1-N-2353.
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3.3.1.2 Jaderné markery

V prvni fadé byly otestovany markery z piedchozich studii, a to:

a) Cast genu H3 kodujiciho histon, ktera byla pouzita ve studii (Von Saltzwedel et al., 2017)
zabyvajici se pfimo druhem P. notabilis. H3 je konzervovanéjsi oblast nez COI, pouziva se
spiSe ve fylogenetice pro potvrzeni klastrovani vétSich linii. Je vSak vice variabilni nez

autory rovnéz pouzity 28S RNA.

b) ITS (Internal transcribed spacer) jsou nekodujici oblasti, které oddéluji kodujici
ribozomalni RNA (rRNA) a to piesnéji 18S a 28S rRNA. ITS lze rozd¢lit na ITS1, ktera se
nachazi mezi 18S a 5.8S rRNA a ITS2, ktera oddéluje 5.8S a 28S rRNA (Loxdale & Lushai,
1998). Schéma ITS je zobrazeno na obrazku (Obr. 5).

NS rRNA> ol :

5.85 rRNA > — 28S rRNA

Obr. 5: Schéma jaderného markeru ITS (Embong et al., 2008).

ITS fragment byl u chvostoskoki sekvenovan ve dvou fylogenetickych studiich
(Anslan & Tedersoo, 2015) a (Park, 2009). Vzhledem k vysoké variabilit¢ 1TS1 vsak
k analyzam pouzili jen ITS2. Pro amplifikaci v ptedlozené praci byly aplikovany jak primery

univerzalni, tak i noveé navrzené, specifictéjsi pro chvostoskoky.

Z jadernych lokusu typu EPIC byly vybrany dva markery z univerzalni sady (Hillis et
al., 1990), tieti byl odvozen z alozymovych studii:

a) EFla (Elongation Factor 1 )

Tento protein se podili na translaci, kdy z mRNA vznikaji proteiny. EFla je
konzervovan v mnoha organismech a hraje roli v mnoha bunéénych procesech, kromé
translace se podili na transportu RNA, bunééném cyklu a apoptoze (Alves et al., 2015).
Predbézné byl detekovan jako polymorfni u dvou druhti chvostoskokti z ¢eledi Neanuridae
(Garrick & Sunnucks, 2006). Primery pro EFla nasedaji u F. candida ve 2. a 3. exonu,
produkt je kolem 675bp dlouhy a velikost intronu je 152bp.
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b) Cal (Calmodulin)

Calmodulin je vSudypfitomny vysoce konzervovany protein vazajici vapnik, ktery se
nachazi v cytoplazmé vSech eukaryotickych bunék. Tento protein se vaze a reguluje fadu
ruznych cilovych proteini zapojenych do riznych funkci, jako je metabolismus, svalova
kontrakce, zanét ¢i oplodnéni. Jedna se o zakladni protein, mutace gent kodujicich
Calmodulin nebo poskozeni vazebnych mist pro Calmodulin jsou ¢asto smrtelné (Tidow &
Nissen, 2013). Cal primery nasedaji u F. candida v 1. a 2. exonu, produkt je okolo 497bp
dlouhy, pticemz velikost intronu je 390bp.

¢) PGM (Phosphoglucomutase)

PGM (fosfoglukomutaza) je enzym, ktery prevadi glukozu-1-fosfat na glukézu-6-
fosfat. Oblast PGM byla vybrana na zakladé praci pouzivajici pro analyzu populaci
chvostoskoki alozymy (Simonsen & Christensen, 2001), v nichz byl znaéné polymorfni.
Dle zaznamt v databazi OrthoDB (https://www.orthodb.org/) patii ke genim s vyssi
evoluc¢ni rychlosti, a proto se da predpokladat i vyssi variabilita na genetické tirovni. U PGM
lokusu F. candida naseda forward primer v pulce 3. exonu a reverse primer v 5. exonu.

Fragment je zhruba 650bp dlouhy a zahrnuje dva introny o velikosti 67 a 81bp.

3.3.1.3 Detekce endosymbionta Wolbachia

Pro PCR detekci a evolu¢ni analyzu Wolbachia byly zvoleny jednak geny 16S rRNA a
wsp (Wolbachia surface protein), a dale soubor standardnich 5 MLST lokust — ftsZ (Cell
division protein), hcpA (Conservedhypothetical protein), coxA (Cytochrome coxidase,
subunit 1), fopA (Fructose-bisphosphatealdolase) a gatB (Glutamyl-tRNAamidotransferase,
subunit B). Pro fylogenetické porovnani byly pouzity sekvence Wolbachia z dalsich
partenogenetickych druhti chvostoskoku ze studie (Ma et al., 2017), které byly ziskany
z GenBank a z PUbMLST. Seznam pouzitych sekvenci Wolbachia je uveden v piiloze 3 a
seznam sekvenci partenogenetickych hostitelskych chvostoskoku infikovanych Wolbachia je

uveden v ptiloze 4. Seznam vSech pouzitych primert je zaznamenam V tabulce (Tab. I1I).
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Tab. Ill: Seznam vsech pouzitych primerd. Tuéné oznacené primery vedly k Gispésné

amplifikaci.
Marker Lokus Primer Typ Sekvence 5" -> 3’
mtDNA COl LCO-1490Y | F | GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
HCO-2198Y | R | TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
TW-J 13012 | F | GTTAAWTAAACTAATARCCTTCAAA
C1-N2353? | R GCTCGWGTATCCACATCTATWCC
Wolbachia 16S 165 F TTGTAGCCTGCTATGGTATAACT
16Srd R GAATAGGTATGATTTTCATGT
gatB gatB_F1% F GAKTTAAAYCGYGCAGGBGTT
gatB R1Y | R TGGYAAYTCRGGYAAAGATGA
CoxA coxA F19 | F TTGGRGCRATYAACTTTATAG
coxA R1Y | R CTAAAGACTTTKACRCCAGT
hcpA hcpA F19 | F GAAATARCAGTTGCTGCAAA
hcpA R1Y | R GAAAGTYRAGCAAGYTCTG
ftsZ ftsZ F19 F ATYATGGARCATATAAARGATAG
ftsZ R1Y R TCRAGYAATGGATTRGATAT
fbpA fopA F1¥ | F GCTGCTCCRCTTGGYWTGAT
fopA R1Y | R CCRCCAGARAAAAYYACTATTC
wsp wspf® F TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC
wspr® R AAAAATTAAACGCTACTCCA
nDNA H3 H3 F2a® F ATGGCTCGTACMAAGCAGAC
H3R49 R TTAWGCACGTTCTCCWCGG
ITS Coll185f12 F GATCGAGTGATTTAGTGAGG
Coll28r1? | R GTTAGTTTCTTTTCCTCCGC
ITS1 Coll185f12 F GATCGAGTGATTTAGTGAGG
ITSr2" R | ATGTGCGTTCRAAATGTCGATGTTC
ITS2 ITSf27 F TGAACATCGACATTTYGAACGCA
Coll28r1? | R GTTAGTTTCTTTTCCTCCGC
EPIC PGM PgmA-Fwl1? | F AATGGAGGTCCTGCTCCAGA
PgmA-Revl? | R TATTACGATCACCATCTCCATC
EF la EF0-5® F TCCGGATGGCAYGGCGAGAAYATG
EF2-39 R ATGTGAGCAGTGTGGCAATCC
Cal Cal-1% F GCCGAGCTGCARGAYATGATCAA
Cal-2% R GTGTCCTTCATTTTNCKTGCCATCAT

1) Folmeretal., 1994

2) Zurovcova (upraveno dle Simon et al., 2006)
3) O’Neill et al., 1992

4) Baldo et al., 2006

5) Zhouetal., 1998

6) Colgan etal., 1998

7) Jietal., 2003

8) Villablancaetal., 1998

9) Palumbi, 1996
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3.3.2 PCR profily

PCR amplifikace se standardn¢ sklada z 6 krokd: predenaturace, denaturace,

annealingu, elongace, finalni elongace a ochlazeni na 12°, dokud neni vzorek dale

zpracovan. PCR profily byly pievzaty z publikaci nebo byly navrzeny v laboratofi a dale

optimalizovany. Jednotlivé casy, teploty a pocet cykli uspésnych PCR profilii jsou

zaznamenany v tabulce (Tab. 1V).

Tab. 1V: Usp&sné PCR profily.

COl COl ITS ITS1 ITS2
1. Predenaturace | 94°C/2min | 94°C/2min | 94°C/2 min | 94 °C/2 min 94 °C/2 min
2. Denaturace 94 °C/30s 94 °C/30s 94 °C/30 s 94 °C/30s 94 °C/30 s
3. Annealing 44 °C/45 s 43 °C/45 s 54 °C/45 s 54 °C/45 s 54 °C/45 s
4. Elongace 72 °C/1 min 68 °C/50 s 72°C/1 min | 72 °C/1 min 72 °C/1 min
5. Postelongace 72°C/2min | 68°C/2min | 72°C/2min | 72 °C/2 min 72 °C/2 min
6. Uchovani 12 °C/ o 12 °C/ w0 12 °C/ w0 12 °C/ w0 12 °C/ o0
Pocet cykli 35 35 35 35 35
H3 PGM 16S ftsZ hcpA
1. Predenaturace | 94 °C/2 min 94 °C/2min | 94 °C/2 min | 94 °C/2 min 94 °C/2 min
2. Denaturace 94°C/30s 94 °C/30s 94 °C/30 s 94 °C/30s 94 °C/30 s
3. Annealing 48 °/20 s 50°C/45 s 52°C/40 s 52°C/40 s 52°C/40 s
4. Elongace 72 °C/30 s 72°C/1 min | 72°C/1,5min | 72 °C/1,5 min | 72 °C/1,5 min
5. Postelongace 72 °C/2 min 72 °C/2min | 72 °C/10 min | 72 °C/10 min | 72 °C/10 min
6. Uchovani 12 °C/ » 12 °C/ w 12°/o0 12°/o0 12°/o0
Pocet cykli 35 35 37 37 37
gatB COXA fhpA
1. Predenaturace | 94 °C/2 min 94 °C/2 min | 94 °C/2 min
2. Denaturace 94°C/30 s 94°C/30 s 94 °C/30 s
3. Annealing 52 °C/40 s 52 °C/40 s 54 °C/40 s
4. Elongace 72 °C/1,5 min | 72 °C/1,5 min | 72 °C/1,5 min
5. Postelongace | 72 °C/10 min | 72 °C/10 min | 72 °C/10 min
6. Uchovani 12°/c0 12°/c0 12°/c0
Pocet cykli 37 37 37
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3.4 Gelova elektroforéza

Uspésnost PCR amplifikace byla ovéiena pomoci elektroforetické separace, ktera nam
zobrazila nejen piitomnost DNA fragmentli, ale rovnéz 1 jejich pfibliznou velikost a
koncentraci. Pro elektroforézu byl pouZzivan 2% gel, ktery byl pfipraven ze 4 g agardzy
rozpusténé ve 200 ml 1x TAE pufru (1x TAE byl pfipraven ze zasobniho roztoku 50x TAE
pufru: 121 g TRIS; 28,55 ml kyseliny octové; 50 ml 0,5M EDTA pH 8,0; 421,45 ml H20).
Rozpousténi bylo provedeno ohievem v mikrovinné troubé (2—-3 minuty), a poté byl roztok
zchlazen pod studenou vodou. Po zchladnuti bylo do roztoku pifidano 15 pl ethidium
bromidu o koncentraci 0,5 pg/ul, ktery pod UV svétlem vizualizuje DNA. Dale byl roztok
nalit do formy a pfidany hiebinky, které po zchladnuti vytvofily jamky, do nichz byly
nandSeny vzorky. Tuhnuti gelu trvalo pfiblizn¢ ptl hodiny. Hotovy gel byl skladovan

v lednici v 1x TAE pufru bez ptitomnosti svétla, aby nedoslo k degradaci ethidium bromidu.

Pfed nanasenim na gel byly na mikrotitracni desti¢ce smichany 3 ul PCR produktu s
1 pl nandSeciho pufru (700 pl ddH20, 300 pl glycerolu a 0,5 g bromfenolové modii). Do
prvni jamky gelu byl pfiddn velikostni marker Lambda DNA/EcoRI+HindIIl (4 pl
velikostniho markeru smichany s 1 pl nanaseciho pufru) pro porovnani velikosti fragmentd a
mnozstvi PCR produktu. Elektroforéza trvala ptiblizné 35 minut pifi napéti 120 V, proudu
300 mA a pokojové teploté. Po jejim dokonéeni byly rozdélené fragmenty vizualizovany pod
UV transiluminatorem a vyfotografovany digitdlni CCD kamerou. Ptiklad fotografie

vysledného gelu a velikostniho markeru je na obrazku (Obr. 6).
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Obr. 6: Vlevo velikostni marker Lambda DNA/EcoRI+Hindlll (Thermo Fisher Scientific),
vpravo priklad uspésné naamplifikovaného useku COIl; M — velikostni marker Lambda
DNAV/EcoRI+Hindlll, 1.-5.testovavé vzorky fragmentu COIl — Isno_Anr, K — negativni

kontrola.

3.5 Sekvenovani PCR produktii

Pokud byl dany fragment uspésné amplifikovan, bylo nezbytné PCR produkt precistit
od zbytkli nespotiebovanych primert a dNTPs, které zlstaly v PCR produktu. Precisténi
probéhlo enzymaticky smési ExoFastAp, vyuZzivajici dva enzymy: Exo (Exonukleaza I;
20 U/ul; Thermo Fisher Scientific) a FastAp (Alkaline Phosphatase, 1 U/ul, Thermo Fisher
Scientific). Ke kazdému PCR produktu bylo pfidano 0,5 ul Exo a 1 ul FastAp. Michani
probihalo na ledu, poté byl vzorek zvortexovan a vlozen do termocycleru s profilem:
37 °C/30 minut a 80 °C/15 minut. Takto ptecistény vzorek byl ihned pfipraven k sekvenacni

reakci.

Sekvenacni reakce byla pfipravena do 1,5 ml zkumavky a skladala se z5 pl
precisténého vzorku a z 5 pl piislu§sného primeru (5 pM). Pro dalsi zpracovani byly vzorky
oznaceny kody a poslany do laboratofi spole¢nosti Eurofins Genomics Germany GmbH
(Ebersberg).

3.6 Klonovani

Klonovani PCR produktu bylo provadéno Vv nasledujicich ptipadech: chromatogramy

Z obou sméra (s obéma komplementarnimi primery) byly necitelné (Spatnd kvalita, resp.
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sekvenovani neprobéhlo); chromatogram byl Spatné Citelny v disledku vyrazného pozadi,
resp. byly detekovany dvojité ,heterozygotni piky svédéici o existenci vice haplotypii
v amplikonu. Nejdiive byly ptipraveny agarové misky a LB médium do ¢istych sterilnich
sklenic. Agarové misky (agar, trypton, kvasinkovy extrakt, NaCl, destilovana voda) a tekuté
LB médium (trypton, kvasinkovy extrakt, NaCl, destilovana voda) byly kldvovany po dobu
60 minut. Po zchladnuti byl do agarovych misek pfidan ampicilin (1 pl ampicilinu/ 1 ml
média). Po ptfidani ampicilinu byl agar nalit na Petriho misky. Po zchladnuti bylo na kazdou
misku rozetfeno pomoci sterilni klicky 64 ul X-galu (12,5 mg/ 1 ml DDT) a 3,5 ul IPTG
(240 mg/ml). Takto pfipravené misky byly oblepeny parafilmem a uskladnény v lednici.
Poté byl PCR produkt zaklonovan do kompetentnich bun€k pomoci vektoru pGEM-T Easy
Vector Systems™ (Promega™), bylo postupovano podle ndvodu vyrobce, az na to, Ze misto
SOC media bylo pouzito jiz vySe zminéné LB medium. Roztok s buitkami byl nanesen na
pripravené agarové misky, rozetfen pomoci sterilni klicky a dan inkubovat pfes noc pfi
37°C. Petriho miska obsahovala bilé kolonie, které vektor nesou a modré kolonie, které
vektor nenesou. Nasledné byla vybrana jedna z bilych kolonii a pfenesena do 50 ul ddH20 a

zahtivana na 95 °C po dobu 10 minut. Tento produkt byl vyuZit jako templat pro PCR.

3.7 Statistické vyhodnoceni sekvenci

Ziskané sekvence byly vizualn¢ zkontrolovany a opraveny v programu Chromas 2.6.6
a na obou koncich byly odstranény necitelné useky, resp. sekvence primerti. Pokud byl
vzorek sekvenovan s obéma primery, byly chromatogramy slozeny do kontinualni sekvence
(,,contig®) v programu SeqMan. Poté byly kontroln¢ vlozeny do databaze NCBI BlastSearch
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov) pro ovéieni jejich nalezitosti k druhu Parisotoma notabilis.
Program MEGA 6 (Kumar et al., 2018) byl vyuzit k vytvofeni alignmenti metodou Muscle.
Poté byl zkontrolovan format cteciho ramce (ORF). Dale byl program pouzit k vypoctim
zakladnich charakteristiky variability sekvenci: primérna délka, nukleotidové slozeni, pocet
variabilnich a parsimonidln¢ informativnich mist. Genetické vzdalenosti uvnitf a mezi
populacemi byly stanoveny postupem standardnim pro DNA barcoding, tedy pouzitim
modelu Kimura2-parametr (Kimura 1980). Na jejich zakladé byly také zkonstruovany
predbézné dendrogramy Neighbour — Joining (NJ).

Pro alternativni srovnani NJ dendrogramt byly vytvoreny fylogenetické stromy
metodou Maximum Likelihood, pro které byl pouzit webovy server IQ-Tree (Nguyen et al.,
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2015). Knalezeni nejvhodnéjsiho distan¢éniho modelu byl pouzit ModelFinder
(Kalyaanamoorthy et al., 2017). Statisticka podpora dendrogrami byla ovéfena metodou
Ultrafastbootstrap (Hoang et al., 2018) s 1000 opakovani. Dendrogramy byly zobrazeny a
upraveny v programu FigTree (Rambaut, 2009).

Program DnaSP verze 6 (Rozas et al., 2017) byl pouzit pro identifikaci haplotypu a
vypocty haplotypové diverzity (Hd), variability nukleotid (w) a poc¢tu haplotypa (h). Dale

v ném byly vytvoieny soubory haplotypt pro dalsi analyzu v programu Arlequin.

V programu Arlequin verze 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) byla provedena analyza
haplotypti, vypocteny testy neutrality (Tajimuv test, Futiv FS test) a analyzy molekularni
variance (AMOVA).

Pro vytvoieni haplotypovych siti pomoci metody Median-Joining (MJ) (Bandelt et al.,
1999) byl pouzit program PopArt verze 1.7 (Leigh & Bryant, 2015).

Hypotéza o mozné izolaci populaci na zakladé geografické vzdalenosti (IBD) byla
testovana pomoci Mantelova testu na korelaci genetické (K2p) a geografické vzdalenosti
populaci v programu GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse, 2012). Stejny program byl pouzit
také pro klastrovou analyzu metodou hlavnich soufadnic (PCoA, principal coordinate

analysis).

V programovém prostfedi R (RStudio Team, 2016) bylo provedeno pomoci balickt
dendextend (Galili, 2015), ape (Paradis & Schliep, 2018) a phylogram (Wilkinson & Davy,
2018) porovnani druhové fylogeneze partenogenetickych chvostoskoku a jejich symbiotické
Wolbachia. Byl zde kromé& diagraml znazornujicich soub&h fylogrami (tanglegramil)
vypocten i koeficient ,entanglement” (entg), ktery udava kvalitu soubéznosti dvou
fylogrami. Pokud se entg rovna 1, znamena to, Ze jsou fylogramy zcela nesoubézné, naopak
pokud je entg roven 0, jedna se o zcela soubézné fylogramy. Dale zde byla vypoctena
kofenetické korelace (ccf), ktera se pohybuje v rozmezi od -1 do 1, kdy hodnota kolem 0

znamena, ze fylogramy, které porovnavame, nejsou statisticky podobné.
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4  Vysledky

U 10 vzorkt z 80 se opakovan¢ nedatila PCR amplifikace, a proto byla u téchto vzorkt
zméfena DNA na nanodropu. Ukazalo se, Ze u vzorkii nebyla naméfena DNA, tudiz nebylo

mozné s Nimi dale pracovat.

4.1 Detekce a charakteristika Wolbachia u P. notabilis

PCR amplifikace lokusu wsp se nezdatila u zadného vzorku, naopak amplifikace 16S
rRNA a vSech 5 MLST (ftsZ, gatB, hcpA, fopA a coxA) lokust byla pozitivni u vSech 70
jedinct. Z toho plyne, ze se podatilo potvrdit 100 % infekci Wolbachia dohromady pomoci
Sesti lokusii. Pro charakterizaci, resp. ovéteni superskupiny tohoto symbionta byla provedena
multilokusova typizace, tedy osekvenovani jednotlivych lokusti z vybraného jedince, a
nasledné i ovéfeno fylogenetické zatazeni této Wolbachia. Sekvence jednotlivych lokust
byly spojeny do konkatenované sekvence, a obdobné konkatenované sekvence byly
vytvoreny  z publikovanych  dat  (GenBank, @ PubMLST) ziskanych zjinych
partenogenetickych chvostoskokd. (viz pfiloha 3). Pro srovnani evoluce Wolbachia
s evoluci jejich hostitelskych chvostoskokii byla pro konstrukci fylogramu chvostoskokl
vytvofena konkatenovana sekvence z lokusti COl, 18S a 28S rRNA ziskanych z GenBanku

(viz ptiloha 4).

Tangleram, tedy grafické znazornéni srovnani fylogeneze chvostoskokii a jejich
symbiotické Wolbachia, je na obrazku (Obr. 7). Koecifient soubéznosti entg vysel 0,661, coz
naznacuje, ze soubéznost neni optimalni. Hodnota korelacniho kofenetického koeficientu ccf
je rovna 0,160 tedy fylogramy, si nejsou piili§ statisticky podobné. Z obrazku vyplyva, ze
fylogramy nejsou zcela paralelni, a to poukazuje na fakt, ze evoluce Wolbachia nekopiruje

evoluci chvostoskokd.
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Obr. 7: Srovnani fylogeneze chvostoskokd a jejich symbiotické Wolbachia. Fylogram
Wolbachia (vpravo) byl zakofenén pomoci druhu Zootermopsis nevadensis (out). Fylogram
hostitelskych druhit chvostoskokd (vlevo) byl zakofenén pomoci druhu Baculentulus
tianmushanensis (out). Chvostoskoci (Collembola) jsou barevné odliseni podle jejich

taxonomického tadu.

4.2 Jaderné markery

Celkem bylo otestovano 6 vybranych jadernych markert. U oblasti ITS (i jednotlivych
fragmentt ITS1 a ITS2) a H3 se sice podaftila uspésna amplifikace, av§ak sekvence nebyly

ani po zaklonovani dostate¢né kvalitni pro dalsi analyzu.

Ze tti EPIC markert se povedla tspéSna amplifikace pouze u jednoho, a to u lokusu
PGM. Sekvenovanim bylo zji§téno, Ze amplifikovana oblast zahrnuje dva introny, které jsou
67 a 81 bp dlouhé. Pro porovnani, chvostoskok Folsomia candida ma 1. intron o 3 bp kratsi
a 2. intron o 22 bp kratsi, nez ma Parisotoma notabilis. V tabulce (Tab. V) je zaznamenana

priblizna délka fragmentl jednotlivych oblasti.
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Tab. V: Priblizna délka jednotlivych oblasti.

Lokus |PribliZzna délka PCR produktu [bp]
ITS1 800
ITS2 700
ITS 1400
H3 560
PGM 650

4.3 Geneticka variabilita populaci P. notabilis

Pro zjisténi genetické variability u chvostoskoki P. notabilis byla z mitochondrialnich
markert vybrana oblast COI, u které byla porovnavana genetickda variabilita naSich
koSickych méstskych vzorkli s pfirodnimi evropskymi vzorky. Usp&iné se podatilo
naamplifikovat 70 jedinci z KosSic, pficemz 4 sekvence nebyly dostate¢né kvalitni. Pro
porovnani této sady méstskych koSickych populaci s evropskymi pfirodnimi populacemi

bylo pouzito 211 sekvenci z databaze GenBank.

4.3.1 Kosice — méstské (urbanni) populace

U fragmentu COI bylo uspésné osekvenovano 66 jedinci z 12 koSickych méstskych
populaci. Finalni sekvence po tpravach maji délku 615bp. Pocet variabilnich mist byl 157,
to je 25,5 %. Parsimonialni variabilita (variabilita alespon ve dvou nukleotidech, ktera se
vyskytuje minimalné u dvou sekvenci) byla nalezena na 136 mistech, coz je 22,1 %.

Singletond (unikatnich mutaci) bylo 21 a to je 3,4 %.

Genetické vzdalenosti (K2p) uvniti populaci se pohybuje od nuly na lokalité¢ Stary
pivovar — travnik, do maxima 0,130 a to u lokality Vo vymoli — lesik. V tabulce (Tab. VI)

jsou uvedeny hodnoty genetické vzdalenosti a standartni chyby uvniti populaci.
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Tab. VI: Vnitropopulac¢ni genetické vzdalenosti (Kimura 2-parametr, K2p) kosickych

méstskych populaci. SE —standardni chyba.

K2p SE

Stara nemocnica — park n/c n/c

Barca — park n/c n/c
Barca — hibitov 0,002 0,001
KVP — travnik 0,002 0,002
Anic¢ka — travnik 0,004 0,002
Stary pivovar — travnik 0,000 0,000
Stary pivovar — ruderal 0,012 0,002
Anicka — ruderal 0,008 0,003
Rozalia — hibitov 0,002 0,001
Raci potok — lesik 0,126 0,012
Vo vymoli — lesik 0,130 0,012
Verejny hibitov 0,001 0,001

n/c — nelze stanovit praimérna vzdalenost, protoze byl osekvenovan pouze jeden vzorek.

Genetické vzdalenosti (K2p) vzdalenosti mezi populacemi jsou zaznamenany v tabulce
(Tab. VII). Nulova hodnota byla zjisténa mezi populacemi Barca — park (Bap) a Stara
nemocnice — park (SNp). Nejvétsi geneticka vzdalenost s hodnotou 0,158 byla zjisténa mezi

populacemi Vo vymoli — lesik (Vvl) a Ani¢ka — travnik (Ant).
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Tab. VII: Mezipopulaéni genetické vzdalenosti (Kimura 2-parametr, K2p, pod diagonalou) kosickych méstskych populaci (standartni chyby
modre nad diagonalou). Zkratky lokalit viz tabulka I.

SNp Bap Bac KVt Ant Spt Spr Anr Roc Rpl Vi Vec

SNp 0,000 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,000 | 0,002 | 0,002 | 0,001 | 0,013 | 0,015 | 0,001
Bap | 0,000 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,000 | 0,002 | 0,002 | 0,001 | 0,013 | 0,015 | 0,001
Bac 0,001 | 0,001 0,001 | 0,002 | 0,001 | 0,002 | 0,002 | 0,001 | 0,013 | 0,015 | 0,001
Kvt [0,001| 0,001 0,002 0,002 | 0,001 | 0,002 | 0,002 | 0,001 | 0,013 | 0,015 | 0,001
Ant | 0,003 | 0,003 0,003 | 0,003 0,001 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,013 | 0,015 | 0,002
Spt 0,000 | 0,000 0,001 | 0,001 | 0,003 0,002 | 0,002 | 0,001 | 0,013 | 0,015 | 0,001
Spr 0,007 | 0,007 0,008 | 0,009 | 0,010 | 0,008 0,0022 | 0,002 | 0,013 | 0,015 | 0,002
Anr | 0,004 | 0,004 0,005 | 0,006 | 0,006 | 0,005 | 0,011 0,002 | 0,013 | 0,015 | 0,002
Roc | 0,001 | 0,001 0,002 | 0,002 | 0,004 | 0,001 | 0,009 | 0,006 0,013 | 0,015 | 0,001
Rpl 0,136 | 0,136 0,13 | 0,135 | 0,136 | 0,134 | 0,235 | 0,136 | 0,135 0,011 | 0,013
A% 0,157 | 0,157 0,158 | 0,157 | 0,158 | 0,157 | 0,457 | 0,157 | 0,158 | 0,120 0,015
Vec 0,001 | 0,001 0,002 | 0,001 | 0,004 | 0,001 | 0,008 | 0,006 | 0,001 | 0,134 | 0,157
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Variabilita mezi populacemi (nukleotidova variabilita — 7, haplotypova diverzita — Hd
a pocet haplotypti — h) jsou zaznamenany v tabulce (Tab. VIII). Celkova haplotypova
diverzita ¢inila 0,550 a nukleotidova diverzita 0,059. Analyza rozlisila 18 haplotypu,

pricemz nejvetsi zastoupeni meél haplotyp 1 (45 jedinct).

Tab. VIII: Nukleotidova variabilita (), haplotypova variabilita (Hd) a pocet haplotypt (h).

Lokalita 7 Hd

Stara nemocnica — park | n/c n/c

Barca — park n/c n/c
Barca — hibitov 0,000 | 0,000
KVP — travnik 0,000 | 0,000

Anicka — travnik 0,000 | 0,000

Stary pivovar — travnik | 0,000 | 0,000

Stary pivovar — ruderal | 0,003 | 0,506

Aniéka — ruderal 0,003 | 0,500

Rozalia — hibitov 0,002 | 0,500

Raci potok — lesik 0,095 | 0,909

~Nlo|INd N g I

Vo vymoli — lesik 0,097 | 0,944

Verejny hibitov 0,000 | 0,000 1

n/c — nelze stanovit, protoZe byl osekvenovan pouze jeden vzorek.

Vysledky testd neutrality, které umoznuji zaznamenat demografické udalosti, jsou
uvedeny v tabulce (Tab. IX). U zadné z lokalit nebyl ani jeden z testl signifikantni. Pokud
hodnota Tajimova D dosahuje zapornych hodnot, mize to znacit populacni expanzi, naopak
kladnd hodnota mize znacit nedavny ,bottleneck, kdy mohl nastat prudky pokles poctu
jedinct v populaci. Stejné tak zaporna hodnota Fuova FS mize byt dikazem nadmérného
poctu alel, jak by se dalo oc¢ekdvat u nedavné populacni expanze. Kladna hodnota znaci

nedostatek alel, coz mohlo nastat pfi nedavném ,,bottlenecku®.
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Tab. IX: Testy neutrality pro jednotlivé koSické méstské populace. N — pocet jedinct,

S - pocet segregujicich mist, Pi- primérna parova diverzita, p - hodnota pravdépodobnosti.

Tajimiy test Fuiiv test

Lokalita N S Pj D D paolceelgt S D
Stara nemocnica — park 1 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 | N.A
Barca — park 1 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 | N.A
Barca — hibitov 5 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 | N.A
KVP — travnik 2 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 | N.A
Anic¢ka — travnik 8 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 | N.A
Stary pivovar — travnik 3 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 | N.A
Stary pivovar — ruderal 14 7 | 1,462 -1,240 0,118 5 -0,693 | 0,280
Anicka — ruderal 4 3 | 1,500 -0,754 0,233 2 1,716 | 0,729
Rozalia — hibitov 2 | 1,000 -0,710 0,290 2 1,099 | 0,651
Raci potok — lesik 12 79 (44,455 2,714 0,994 9 3,356 | 0,959
Vo vymoli — lesik 9 88 42,194 1,563 0,896 7 3,458 | 0,950
Verejny hitbitov 3 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 | N.A

N.A — nelze stanovit (not applicable).

Vysledek testu na izolaci vzdalenosti (IBD) je znazornén graficky na obrazku (Obr. 8).

Hodnota Mantelova testu Rxy= -0,042 a p = 0,471 znamenaji, Ze neni signifikantni, mezi

genetickou a geografickou vzdalenosti neexistuje zadnad zavislost, kterda by mohla vést

k odliseni populaci.
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Obr. 8: Izolace vzdalenosti - vztah mezi genetickou a geografickou vzdalenosti u kosickych

meéstskych vzorkh (Mantelav test).
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Popula¢ni strukturu analyzou molekularnich varianci (AMOVA) se nepodafilo
stanovit. I pfes nekolik zpisobu seskupeni populaci (podle habitatu, kdy byly populace
piifazeny do 4 skupin — lesik, hibitov, travnik, ruderal, ale i slouceni ptibuznych habitati
nebo podle geografického hlediska) vychazely fixa¢ni indexy a variance negativni. Tento jev
je matematicky artefakt, ktery mutze vzniknout jako disledek malého poctu vzorkli na
populaci a velké haplotypové diverzity. Pokud by bylo vzorkovani vyvazené, pak negativni

hodnoty poukazuji na absenci populaéni struktury (Excoffier & Lischer, 2010).

Vysledek klastrovaci analyzy PCOA na zaklad¢ genenetické vzdalenosti (K2p) mezi
populacemi je znazornén na obrazku (Obr. 9). Ztetelné se tu vyc¢lenily dvé populace — Raci
potok-lesik a Vo vymoli — lesik, ostatni populace se naopak nahloucily do jednoho klastru,
od téchto dvou populaci pfiblizné stejné¢ vzdaleného. Ob¢ lokality habitatu ,,lesik” jsou

Vv jinych kvadrantech, a tedy i geneticky odd¢lené.
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Obr. 9: PCoA graf pro méstské kosické vzorky. Zkratky lokalit jsou uvedeny v tabulce I.

Dendrogramy zkonstruované na zakladé genetickych vzdalenosti mezi jedinci vykazuji
podobné seskupeni (Obr. 10 a Ptiloha 5). Oba dendogramy jsou rozdéleny do dvou klastrii.
V mens$im klastru se vyskytuji pouze jedinci zlesikli a ve druhém (vEtSim) se objevuji

jedinci ze vSech populaci vCetné nékterych jedinct z lesiki.
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Obr. 10: Dendrogram pro méstské vzorky z Kosic (Maximum Likelihood, TIM2+F+G4
model, bootstrap 1000x). Strom byl zakotenén pomoci chvostoskoka Folsomia candida.

Jednotlivé populace jsou barevné odliseny a zkratky lokalit jsou uvedeny v tabulce (Tab. I).
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Vztahy mezi haplotypy urbannich vzorki graficky popisuje haplotypova sit’ vytvoiena

metodou Median -Joining (Obr. 11). Zobrazku je patrné, ze nejvice zastoupenym

haplotypem je haplotyp 1, ktery se vyskytuje ve vSech habitatech.

Hap_15 Hap_14

Hap_16

(ol Iolel I 1 I Jof Jo] ]

Obr. 11: Grafické znazornéni haplotypi (metodou Median-Joining). Kazdy kruh znazorfiuje
jeden haplotyp, pricemz velikost a rozd€leni kruhu odpovida poctu jedincu s jednotlivymi
haplotypy, mutace jsou znazornény ¢arkami na spojnicich. Lokality jsou oddéleny barevné a

zkratky lokalit jsou uvedeny v tabulce vyse (Tab. I).

4.3.2 Evropa - prirodni populace

Pro porovnani snaSimi méstskymi vzorky, byly stazeny sekvence z GenBanku
zZ ptirodnich populaci. Jednalo se o 211 sekvenci ze 47 populaci. Sekvence byly zkraceny na
jednotnou délku 657bp. Pocet variabilnich mist byl 248, coz je 37,7 %. Parsimonialni
variabilita byla nalezena na 240 mistech (36,5 %), singletonti bylo 8 (1,2 %).

Nejvétsi vnitropopulacni geneticka vzdalenost (K2p, Tab. X) byla u populace DK
(Humlebaek), a to 0,165. Naopak nulova vzdalenost byla zaznamenana u celkem 11
populaci z riznych geografickych oblasti: francouzské FR4 (Rambouillet), FR5 (Korsika,
Olmi-Capella), L_FR1 (Drome, Verclause), L _FR2 (Pas-de-Calais, Wimereux) a L_FR4
(Pyrenees-Orientales, Corsavy); némecké DE3 (Solling, Neuhaus) a L_DE (Hamburg,
Blankenese); ruské RU2 (Znamenskoe); britské GB1 (Melrose) a GB2 (lIsland of Arran);
Spanélské ES2 (Ponga).
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Tab. X: Vnitropopula¢ni genetické vzdalenosti (Kimura 2-parametr, K2p) evropskych
ptirodnich populaci. SE —standardni chyba. Zkratky lokalit jsou uvedeny v ptilohach
(Priloha 1 a 2).

K2p SE K2p SE
BG 0,008 0,003 L DE 0,000 0,000
HR 0,003 0,002 L FR2 0,000 0,000
DK 0,165 0,014 L GB n/c n/c
FR1 0,001 0,001 L NE n/c n/c
FR5 0,000 0,000 L ES1 0,081 0,008
FR2 0,005 0,002 L ES2 n/c n/c
FR3 0,004 0,002 L FR1 0,000 0,000
FR4 0,000 0,000 L FR7 0,008 0,003
DE1 0,081 0,008 L FR9 0,002 0,001
DE2 0,004 0,002 L FR10 0,001 0,001
DE3 0,000 0,000 L FR3 0,124 0,011
GR 0,004 0,002 L FR4 0,000 0,000
IT 0,006 0,002 L FR5 0,007 0,002
NO1 0,008 0,003 L FR6 0,003 0,002
NO?2 0,002 0,001 L IT1 n/c n/c
RU1 0,002 0,001 L MD1 0,012 0,004
RU2 0,000 0,000 L MD2 0,068 0,011
GB1 0,000 0,000 L FRS8 n/c n/c
GB2 0,000 0,000 L FR11 0,002 0,002
RS 0,006 0,002 L IT2 n/c n/c
ES1 0,007 0,003 L PO n/c n/c
ES2 0,000 0,000 L SL n/c n/c
SL 0,001 0,001
TR 0,002 0,001
UA 0,006 0,002

n/c — nelze stanovit pramérna vzdalenost, protoze byl osekvenovan pouze jeden vzorek.

Geneticka vzdalenost mezi populacemi (K2p, viz elektronicka piiloha) byla také
zaznamenana s nulovou hodnotou u dvojic L_FR4 (Pyrenees-Orientales, Corsavy) a FR5
(Pyrenees-Orientales, L'Albere), L_GB (England, Hampshire) a L_FR2 (Pas-de-Calais,
Wimereux), L_NE (Zutphen) a L_DE (Hamburg, Blankenese). Nejvétsi geneticka
vzdalenost s hodnotou 0,240 pak byla nalezena mezi populacemi L_FR2 (Pas-de-Calais,
Wimereux) a GR (Chrysovitsi), L_GB (England, Hampshire) a GR (Chrysovitsi).

Dalsi parametry genetické varability populaci (nukleotidovd wvariabilita — m,
haplotypova diverzita — Hd a pocet haplotypu — h) jsou zaznamenany v tabulce (Tab. XI).
Bylo rozliseno 51 haplotypt, pfi¢emz je nejvice zastoupen haplotyp 1. Celkova haplotypova

diverzita byla 0,939 a nukleotidova diverzita 0,125.
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Tab. XI: Nukleotidova variabilita (x), haplotypova variabilita (Hd) a pocet haplotypu (h).
Zkratky lokalit jsou uvedeny v piilohach (Pfiloha 1 a 2).

Lokalita n Hd
BG 0,008 0,900
HR 0,004 1,000
DK 0,142 0,800
FR1 0,001 0,500
FR2 0,005 0,400
FR3 0,004 0,900
FR4 0,000 0,000
FR5 0,000 0,000
DE1 0,071 0,700
DE2 0,004 0,833
DE3 0,000 0,000
GR 0,004 0,900

IT 0,006 0,500
NO1 0,008 1,000
NO2 0,002 0,500

Lokalita T Hd
L DE 0,000 0,000
L FR1 | 0,000 0,000
L FR2 | 0,000 0,000
L FR3 | 0,108 0,781
L FR4 | 0,000 0,000
L FR5 | 0,007 0,500
L FR6 | 0,003 0,600
L FR7 | 0,008 0,600
L _FRS8 n/c n/c
L FR9 | 0,002 0,400
L FR10| 0,001 0,400
L FR11| 0,002 1,000
L MD1| 0,012 1,000
L MD2 | 0,064 1,000
L ES1 | 0,071 0,733

RlRrlRrRPRRPRIRPIRPONINININDINDRINDNN (RN R (R |-

WINFPINIINPIPIPIWIN DN PRPWWRWRRFRLIPRPIRARINDNINDNW | DD

RU1 0,002 0,700 L_ES?2 n/c n/c
RU2 0,000 0,000 L_GB n/c n/c
GB1 0,000 0,000 L_NE n/c n/c
GB2 0,000 0,000 L_IT1 n/c n/c
RS 0,005 0,400 L_IT2 n/c n/c
ES1 0,007 0,667 L_PO n/c n/c
ES2 0,000 0,000 L_SL n/c n/c
SL 0,001 0,667

TR 0,002 0,700

UA 0,005 0,400 2
n/c — nelze stanovit, protoZe byl osekvenovan pouze jeden jedinec.

Vysledky testy neutrality (Tajimav D test a Fuiv FS test) pro jednotlivé populace jsou
uvedeny v tabulce (Tab. XII). Ani jeden z testti vSak neni u zadné populace signifikantni,
pritom vykyvy ve sméru kladném (signal bottlenecku) ¢i zaporném (svédcici o populaéni

expanzi) jsou bez jednotného usporadani.

34



Tab. XII: Testy neutrality pro jednotlivé evropské prirodni populace. N - pocet jedincd,
S -pocet segregujicich mist, Pi- primérna parova diverzita, p - hodnota pravdépodobnosti.

Zkratky lokalit jsou uvedeny v piilohach (Pfiloha 1 a 2).

. Tajimiyv test Futv test
Lokalita| N - ”
S Pi Tajimovo D | p hodnota | Poéetalel | FS | p hodnota
BG 5 10 | 5,200 0,596 0,709 4 0,552 0,543
HR 4 4 | 2,333 0,650 0,802 4 -1,622 0,050
DK 5 |167]93,400 1,259 0,889 3 9,799 0,999
FR1 4 1 | 0,500 -0,612 0,370 2 0,172 0,324
FR5 5 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
FR2 5 8 | 3,200 -1,174 0,061 2 3,679 0,950
FR3 5 5 | 2,400 0,000 0,589 4 -0,701 0,193
FR4 4 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
DE1 5 |11646,400 -1,268 0,002 3 7,798 0,997
DE2 4 5 | 2,500 -0,797 0,163 3 0,461 0,490
DE3 5 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
GR 5 5 | 2,400 0,000 0,599 4 -0,701 0,214
IT 4 8 | 4,000 -0,824 0,131 2 3,526 0,943
NO1 4 9 | 5,167 0,522 0,749 4 -0,480 0,208
NO2 4 2 | 1,000 -0,710 0,273 2 1,099 0,610
RU1 5 3 | 1,400 -0,175 0,446 3 0,061 0,334
RU2 5 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
GB1 5 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
GB2 5 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
RS 5 9 | 3,600 -1,184 0,046 2 3,967 0,953
ES1 3 7 | 4,667 0,000 1,000 2 2,884 0,859
ES2 5 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
SL 3 1 | 0,667 0,000 1,000 2 0,201 0,391
TR 5 3 | 1,400 -0,175 0,445 3 0,061 0,330
UA 5 9 | 3,600 -1,184 0,047 2 3,967 0,957
L DE 8 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
L FR2 4 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
L GB 1 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
L NE 1 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
L ES1 6 |125] 46,600 -0,963 0,199 3 10,054| 1,000
L _ES2 1 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
L FR1 2 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
L FR7 5 9 | 5,400 1,777 0,986 2 5,042 0,982
L FR9 5 3 | 1,200 -1,048 0,086 2 1,688 0,757
L FR10| 5 1 | 0,400 -0,817 0,309 2 0,090 0,295
L FR3| 31 [150|71,148 3,431 1,000 7 36,737 1,000
L FR4 7 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
L FR5 4 9 | 4,500 -0,829 0,129 2 3,777 0,950
L FR6 5 3 | 1,800 1,573 0,975 2 2,429 0,857
L IT1 1 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
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L_MD1 2 8 | 8,000 0,000 1,000 2 2,079 0,562
L_MD2 2 42 142,000 0,000 1,000 2 3,738 0,615
L_FR8 1 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
L FR11| 2 1 | 1,000 0,000 1,000 2 0,000 0,279
L_IT2 1 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
L_PO 1 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.
L_SL 1 0 | 0,000 0,000 1,000 1 0,000 N.A.

N.A — nelze stanovit (not applicable).

Vysledek testu na izolaci vzdalenosti (IBD) je znazornén graficky (Obr. 12). Hodnota
Mantelova testu Rxy = 0,030 neni signifikantni (p = 0,283), geografickd vzdalenost proto

nema na genetickou vzdalenost vyrazny vliv.
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Obr. 12: lzolace vzdalenosti — vztah mezi genetickou a geografickou vzdalenosti u

ptirodnich evropskych vzorkd (Manteltv test).

Pro Analyzu Molekularni Variance (AMOVA) byly populace uspofadany do skupin
podle stati. Vysledky (Tab. XIII) naznacuji, ze vétsi variabilita je mezi populacemi uvniti

skupin neZ mezi skupinami, coZ znamena, ze populace nemaji hierarchickou strukturu.
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Tab. XIII: Analyza variance alelickych frekvenci (AMOVA) pfirodnich populaci.

Suma Variance Vysvétlena
Zdroj variability d.f. étverci komponenti | variabilita [%6]
Mezi skupinami 17 5392,751 9,931 Va 13,36
Mezi populacemi uvniti skupin 29 6694,240 48,348 Vb 65,05
Uvniti populaci 163 2614,495 16,039 V¢ 21,58
Celkova variabilita 209 14701,487 74,319

Klastrova analyza metodou hlavnich soutadnic (PCoA) (Obr. 13) rovnéZz neodhalila
strukturovanost populaci — nahlouceni do klastri nezavisle na geografii vypovida o

minimalni genetické struktuie.
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Obr. 13: PCoA graf pro piirodni evropské vzorky. Zkratky lokalit jsou uvedeny v ptilohach
(Ptiloha 1 a 2). Zelené kruhy oznacuji shluky populaci, u nichz jednotlivé znacky neslo
rozlisit.

Analyza pomoci dendrogramt pro piirodni evropské vzorky (Maximum Likelihood —
Obr. 14, NJ — Ptiloha 6) opét potvrdila, ze vyrazné oddélené klastry tvoti jedinci z riznych
geografickych lokalit.
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Obr. 14: Dendrogram pro pfirodni vzorky z Evropy (Maximum Likelihood, TIM2+F+G4
model, Bootstrap 1000x). Strom je zakotfenén pomoci chvostoskoka Folsomia candida a

Folsomia manolachei. Jednotlivé staty jsou barevné odliSeny a zkratky lokalit jsou uvedeny
v ptilohach (Ptiloha 1 a 2).
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Vztahy mezi haplotypy vzorki z pfirodnich populaci graficky popisuje haplotypova sit’
vytvorend metodou Median — Joining (Obr. 15). V tomto pfipadé je nejvice zastoupen

haplotyp 1 (37 jedinci).
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Obr. 15: Grafické znazornéni haplotypti pro piirodni evropské vzorky. Kazdy kruh
znazoriiuje jeden haplotyp, pfiCemZ velikost a rozdéleni kruhu odpovida poctu jedinch
s jednotlivymi haplotypy, mutace jsou znazornény ¢arkami na spojnicich. Populace jsou

oddé¢leny barevné a zkratky lokalit jsou uvedeny v ptilohach (Pfiloha 1 a 2).

4.3.3 Celkova populace

Z vysledki vyplyva, Ze mezi méstskymi a pfirodnimi populacemi nejsou pfili§ velké
rozdily (Tab. XIV). Rozmezi genetické vzdalenosti uvnitf i mezi populacemi a haplotypova
nukleotidova diverzita je u pfirodnich vzorkd vyssi, ale to je pravdépodobné zpusobeno

vétsim poctem vysetfenych jedinc.

Tab. XIV: Primérné hodnoty parametrti genetické variability u méstskych a pfirodnich
populaci P. notabilis. N — celkovy pocet jedinct, P — pocet populaci, 7 — nukleotidova
variabilita, Hd — haplotypova diverzita, h — celkovy pocet haplotypt, K2p — Kimura 2-

parametr rozmezi genetické vzdalenosti (uvniti populaci a mezi populacemi).

K2p uvnitf | K2p mezi
N P T Hd h populaci | populacemi

Méstské populace | 66 12 0,059 0,550 18 0-0,130 0-0,158

Prirodni populace | 211 47 0,125 0,939 51 0-0,165 0-0,240
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Pro ovéteni téchto zaveri byly provedeny tyto analyzy: izolace vzdalenosti (Manteltv
test), hierarchicka struktura populaci (AMOVA), graf PCoA a dendrogram, do kterych byly

zahrnuty pfirodni a méstské populace dohromady.

Jako v obou predchozich analyzach, Manteliv test nebyl signifikantni (Rxy = 0,130,
p = 0,131). Z grafu (Obr. 16) je ziejmé, Ze spojeni populaci piirodnich a méstskych nemélo

na tuto analyzu zéasadni vliv.
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Obr. 16: Izolace vzdalenosti - vztah mezi genetickou a geografickou vzdalenosti u celkové

populace (Manteltiv test).

Pro analyzu molekulédrni variance (AMOVA) byly populace uspoifadany do dvou

skupin, v prvni skupiné¢ byly pfirodni populace a v druhé méstské koSické populace.

Z vysledki (Tab. XV) je ziejmé, ze mezi piirodnimi a mé&stskymi populacemi nejsou pfilis

velké rozdily a daleko vétsi variabilita se vyskytuje uvnitf skupin nez mezi nimi.

Tab. XV: Analyza molekularni variance (AMOVA) pro celkovou populaci.

Variance Vysvétlena
Zdroj variability d.f. Suma ¢étverci | komponenti | variabilita [%0]
Mezi skupinami 1 504,909 2,798 Va 7,55
Mezi populacemi uvniti* skupin 57 7024,650 25,005 Vb 67,51
Uvniti* populaci 218 2013,548 9,236 V¢ 24,94
Celkova variabilita 276 9543,106 37,040
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Také pro celkovou populaci byl sestrojen PCoA graf (Obr. 17). Na grafu jsou
zobrazeny populace podle statt, a ani v tomto piipadé se geografie neprojevuje specifickym
uspotradanim — klastry nejsou vytvofeny ani dle svétovych stran (jizni a severni, vychodni a

zapadni), ani podle pohofi ¢i podobnych zemépisnych dominant.
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Obr. 17: PCoA graf pro celkovou populaci. Cervené kruhy zahrnuji populace, u nichz je

piifazeni ke znackam Spatné rozlisitelné.

Z obou dendrogrami (Maximum Likelihood — Obr. 18, NJ — Ptiloha 7) plyne, Ze neni

rozdil mezi pfirodnimi a mé&stskymi populacemi, protoze se tyto populace na dendrogramech
misi.
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Obr. 18: Dendrogram pro pfirodni i méstské

model, Bootstrap 1000x). Strom zakofenén pomoci chvostoskoka Folsomia candida a
Folsomia manolachei. Jednotlivé staty jsou barevné odliSeny a zkratky lokalit jsou uvedeny

v ptiloh4ch (Pfiloha 1 a 2).
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Z haplotypové sit¢ (Obr. 19) je vidét, Ze se od sebe pfirodni a méstské populace
neoddélily a sdileji stejné haplotypy. Opét je nejvice zastoupeny haplotyp 1, ktery zahrnuje

jedince z populaci méstskych i ptirodnich.

Hap 22

Hag 36

Obr. 19: Haplotypova sit’ (Median-Joining) pro celkovou populaci. Kazdy kruh znazorfiuje
jeden haplotyp, pficemz velikost a rozdé€leni kruhu odpovida poctu jedinct s jednotlivymi
haplotypy, mutace jsou zndzornény ¢arkami na spojnicich. Populace jsou oddéleny barevné a

zkratky lokalit jsou uvedeny v piilohach (Pfiloha 1 a 2) a v tabulce (Tab. I).
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5 Diskuse
5.1 lzolace DNA a metodika PCR

DNA byla izolovana pouze jednou metodou, a to pomoci komer¢niho kitu DNeasy
Blood and Tissue kit 250 (Qiagen). Piestoze je izolace touto metodou obvykle velmi Gspésna
a u chvostoskokt Casto pouzivana (Park et al., 2009; Von Saltzwedel et al., 2017), po
zméfeni na nanodropu nebyla u 10 vzorkt z 80 naméfena DNA. Divodem netispésné izolace

ziejme byla velmi mala velikost izolovaného jedince.

Standardné byla k PCR amplifikaci pouzivana UNIS polymeraza, avSak pokud se
nepodarila amplifikace s touto polymerdzou, byla testovana citlivéjsi ExTaq polymerdza
(TaKaRa), kterou bylo dosazeno lepsich vysledkt. Pti detekci Wolbachia z pocatku
nepomohla ani citlivéj§i polymerdza, a proto bylo pfidano BSA, skterym se podafila
amplifikace vétSiny testovanych lokust (16S a pét MLST lokust). Jedinou vyjimkou byl

lokus wsp, jehoz amplifikace se nepodafila optimalizovat.

U lokustu EF 1 a a Cal se amplifikace nepodafila ani po optimalizaci PCR profilu,

zméné polymerazy ¢i ptidani BSA, proto nebyly tyto markery dale zkoumany.

5.2 Jaderné markery

Na zakladé literatury byly vybradny markery, které byly naamplifikovany pomoci
univerzalnich, ale i specifickych primerd. Primery byly ptejaty z literatury nebo specificky

navrzeny v na$i laboratofi. V prub&hu prace se podatilo uspésné naamplifikovat markery H3,

ITS a z EPIC markert se podatila amplifikace lokusu PGM.

Ackoliv byl marker H3 vybran na zakladé piedchozi studie (Von Saltzwedel et al.,
2017), v niz byl pouzit pravdépodobné bez problémt, i ptes uspéSnou amplifikaci u nasich
vzorkti nedosahovaly vysledné sekvence dostatecné kvality, a to dokonce ani po
zaklonovani. Je mozZné, Ze k tomu pfispéla kontaminace z vnéjSiho prostfedi. Nicméné tento

marker je spi$ nezbytny pro fylogenetiku nez analyzu populaci, a tak nebyl déle testovan.

Oblast ITS je u chvostoskokt (Collembola) malo prozkoumana. MozZnosti vyuzit tento
marker se zabyvali ve studiich (Park, 2009) a (Anslan & Tedersoo, 2015), pficemz se ¢ast
ITS1 jevila v dusledku své vyssi variability pro fylogenetiku nevhodna. Pro populacni
genetiku by tato variabilita méla byt naopak uzitecnd, proto byl tento marker do testovani

zahrnut. Celkovou oblast ITS, i jednotlivé fragmenty ITS1 i ITS2, se sice podafilo
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naamplifikovat, ale sekvence nebyly pro dalsi zpracovani dostate¢né¢ kvalitni. V tomto
ptipad¢ by bylo nutné dale pracovat s klonovanim, coz vSak jiz z asovych divodi nebylo

mozné.

Marker PGM byla vybran na zaklad¢ literatury (Simonsen & Christensen, 2001), kde
byl tento alozym dostate¢né variabilni. K amplifikaci byly pouzity univerzalni hmyzi
primery. Sekvence z ptimého sekvenovani PCR produktu nebyly dostate¢né kvalitni, ale po
zaklonovani byl tento nedostatek vyieSen a ziskana DNA sekvence se v porovnani
s fragmentem u F. candida jevila odlisna. Stejn¢ jako u ITS testovani z ¢asovych divoda

nemohlo pokracovat.

5.3 Wolbachia

Vzhledem k ptedchozi informaci o mozném vyskytu endosymbionta Wolbachia u P.
notabilis (Tanganelli et al., 2013) byly vSechny vzorky podrobeny skrininku na jeho

pfitomnost.

Infekce Wolbachia byla prokazana u vSech vzorkt, a to pomoci 6 markeri ze sedmi
doporuc¢ovanych. Nepodarila se amplifikace wsp lokusu, coz se ukazalo jako nepiekvapivé,
protoze ve studii (Timmermans et al., 2004) se amplifikace lokusu wsp u nékterych druht
také nezdafila. 1 kdyz se tento vysledek dal na zéklad¢ ptedchozich studii a partenogenezi
tohoto druhu pfedpokladat, je to zatim nejvétsi pocet jedinct P. notabilis se 100 %

prokazanym endosymbiontem.

Skrinink Wolbachia byl zpocatku planovan hlavné kvili moznosti ovlivnéni kvality
COl sekvenci pii pfimém sekvenovani PCR produktu markeru pro DNA barcoding. Tento
piedpoklad se vSak nepotvrdil, protoze Wolbachia byla detekovana i u jedinci, u kterych se
problém s COI sekvencemi nevyskytoval. Po charakterizaci multilokusového haplotypu se
navic ukazalo, ze sekvence Wolbachia (konkrétné gen coxA) se pfilis s COl sekvenci
nepiekryva, a proto je snizend kvalita chromatogrami zpiisobena jinym cinitelem (viz dale).
I tak se zkoumani Wolbachia ukazalo jako zajimavé, protoze pfedchozi popula¢né-genetické
studie zabyvajici se chvostoskokem Parisotoma notabilis se 0 Wolbachia nezminuji (Porco
etal., 2012; Von Saltzwedel et al., 2017).

Pro kompletni obrazek byla porovnana evoluce mezi touto Wolbachia a jejim
hostitelskym chvostoskokem P. notabilis, a to podle schématu ze studie (Ma et al., 2017).

Z Sesti uspésné osekvenovanych lokusti byla vytvofena konkatenovana sekvence a
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porovnana evoluce S hostitelskym chvostoskokem. Pro $irs§i analyzu byly pfidany sekvence
ze studie (Ma et al., 2017). Ze srovnani fylograma Wolbachia s jejich partenogenetickymi
hostiteli vyplyva, Ze evoluce Wolbachia neprobihd soubézné sjejich hostitelskymi
chvostoskoky, nebot’ fylogramy endosymbionti a hostitelskych druhti nejsou evolucné
soubézné. Tento fakt je zcela v souladu s predchozimi zjisténimi (Tanganelli et al., 2013; Ma

et al., 2017), stejné jako potvrzeni o zafazeni Wolbachia z P. notabilis do superskupiny E.

5.4 Mitochondrialni marker COI

Lokus COl je Casto vyuzivan pro rozliSeni druhu, ale u chvostoskokii (Collembola) i
v ramci populaci. Oblast COI byla pouzita pro srovnani genetické variability méstskych
populaci Parisotoma notabilis z Kosic s pfirodnimi populacemi z Evropy. Protoze byly
V této praci ziskani jedinci pouze z méstskych populaci, byly sekvence z ptirodnich populaci
stazeny z GenBanku. Bylo pievzato 115 sekvenci ze studie (Von Saltzwedel et al., 2017) a
96 sekvenci ze studie (Porco et al., 2012). Ze studie (Porco et al., 2012) byly vybrany jen

spolehlivé sekvence bez nerozliSenych nukleotidi (,,N*) z Evropy.

K amplifikaci COI oblasti byly pouzity univerzalni primery LCO-1490 a HCO-2198
(Folmer et al., 1994). S témito primery bylo dosazeno tspésné amplifikace u vSech vzork,
ale nékteré sekvence obsahovaly nerozliSené nukleotidy nebo nekvalitni zacatky. Proto byly
poslany sekvenovat PCR produkty s opaénym primerem — HCO-2198, ale ani toto u vSech
problémovych vzorki nepomohlo. Proto byly navrzeny specifictéjsi primery — TW-J 1301 a
C1-N 2353, které jsou lokalizovany vné pivodniho fragmentu. Nejdiive byl PCR produkt
poslan sekvenovat s forward primerem TW-J 1301, ktery se ukdzal nevhodny pro
sekvenovani (pravdépodobné proto, ze naseda na tRNA a parovani neni idealni), a proto byl
PCR produkt poslan k sekvenovani s opaénym — reverse primerem C1-N 2353, s nimz se
podafilo kvalitni sekvence ziskat. Tyto primery sice vyieSily problém u nékterych sekvenci,
avSak u nekterych sekvenci stale zlstaly nerozliSené nukleotidy. Zaklonovani téchto

problémovych sekvenci by mohlo tento problém pravdépodobné vyftesit.

Jak uz bylo zminéno, studium oblasti COl se neobeSlo bez komplikaci. Nékteré
sekvence obsahovaly nerozliSené nukleotidy a u nékterych se vyskytovaly nekvalitni
zacatky. Duvodt muze byt vice. Prvnim diivodem muze byt kontaminace symbiontem, tedy
konkrétn¢ Wolbachia. Ve studii (Hurst & Jiggins, 2005) dokonce dosli k zavéru, ze detekce

Wolbachia by méla byt u DNA barcodingu zalozeného na mitochondrialnim markeru COI

46



standardem. Avsak jak se ukazalo, sekvence Wolbachia (konkrétné jeji gen CoxA) vypada
pfii porovnani s COI sekvenci jinak, i kdyz mista nasedani primerd LCO-1490 a HCO-2198
jsou do jisté miry konzervovana i v sekvenci coxA. DalSim duvodem muze byt kontaminace
Z prostfedi. Chvostoskoci jsou omnivorni zivo¢ichové, proto se mohlo stat, Ze mohli pozfit
jiného chvostoskoka a doslo tak i k amplifikaci markeru z jiného druhu. Existuje zde i
moznost heteroplazmie (existence vice mitochondrii v jedné buiice). To ze se jedna
o roz§iteny problém doklada studie (Kang et al., 2016), ktera zminuje, ze heteroplazmie byla
zaznamenana u mnoha skupin hmyzu. U chvostoskoka vsak byla dokumentovana jen v tzv.
AT-oblasti mitogenomu u druhu T. bielanensis (Fanciulli et al., 1991), takze by u genu COI
byla spis prekvapenim. K zodpovézeni této otazky by mohlo pfispét zaklonovani tohoto

markeru z problémovych vzorku, a prosekvenovani vétsiho mnozstvi jednotlivych klon.

Problém s COIl sekvencemi je ziejmé rozsifenym problémem, protoze u datasetu
(Porco et al., 2012) bylo nutno vyfadit témét polovinu sekvenci z divodu, Ze sekvence
obsahovaly mnoho nerozliSenych nukleotidii (,,N) nebo kvili jejich kratké sekvenci —

zkréaceni se obvykle provadi, pokud jsou 5a 3" konce chromatogramii necitelné.

5.5 Geneticka variabilita méstskych a prirodnich populaci

Rizné populace mély vétSinou stejné prevladajici haplotypy. U méstskych populaci
bylo nalezeno 18 haplotypt a u pfirodnich 51; tento rozdil je vSak dén predev§im poctem
vySettenych vzorkl (v urbannim souboru jich bylo 66, zatimco data z pfirodnich populaci
ziskana z databdze GenBank méla jedincti 211, tedy vice neZ trojnasobek). V celkové
populaci bylo zjisténo 52 haplotypt, z ¢ehoz vyplyva, Ze se ptirodni a méstské haplotypy
ptekryvaji. Takové mnozstvi haplotypd mize odrazet fakt, ze nékteré sekvence obsahovaly

nerozliSené nukleotidy a singletony, které mohly zptisobit tolik haplotypt.

RozliSeni populaci nebylo pfili§ vyrazné, a to ani méestskych, ani ptfirodnich. Zjisténi,
ze genetickd a geografickd vzdalenost spolu nekoreluji a na struktufe populaci se geograficka
vzdalenost nepodili, bylo potvrzeno v podstaté vSemi analyzami (dendrogramy, PCoA,
AMOVA a IBD - Manteliv test).

Piirodni evropské populace byly ptrevzaty ze studii (Von Saltzwedel et al., 2017) a
(Porco et al., 2012). Podle studie (Porco et al., 2012) byly populace P. notabilis rozdéleny do
Ctyf genetickych linii, které byly oznaeny za mozné kryptické druhy. Studie (Von
Saltzwedel et al., 2017) sice na studii (Porco et al., 2012) navazuje, ale jeho data zahrnuta

nebyla. 1 kdyz i zde byly pozorovany vyrazné oddélené genetické linie, pozorovana
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geneticka variabilita vysvétlovana partenogenezi. Proto byly do soucasné prace zahrnuty
ptirodni populace z obou piedchozich studii. Z dendrogramti evropskych ptirodnich populaci
je zfejmé, Ze se nadefinované linie ze studie (Porco et al., 2012) misi s klastry ze studie (Von
Saltzwedel et al., 2017). Z celkového dendrogramuje zietelné i to, ze se misi ptirodni
populace s méstskymi. Otazka, zda se jedna o nedavno rozdélené populace ¢i kryptické

druhy tak zlstava stale oteviena.

V daném souboru dat urbanni prostfedi genetickou variabilitu P. notabilis nijak
neovlivnilo, at’ uz negativné ¢i pozitivné. Pfedpokladand fragmentace méstskych lokalit
nevedla ke strukturovanosti populaci — bud’ byly oddé€leny teprve nedédvno, nebo naopak
antropogenni ¢innost umoznuje pasivni Sifeni chvostoskokl, a tedy i genovy tok mezi
populacemi. Nebyl také pozorovan zadny vliv typu habitatu — odlisnou skupinu tvofily jen
populace odebrané z lesikil, ovSem i zde byly nalezeny haplotypy geneticky blizs$i populacim
Z jinych habitati. U méstskych populaci je nutno také brat v uvahu, ze vzorkovani nebylo
rovnomérné, a celkovy pocet vysetfenych jedinci rovnéZ nebyl dostatecny pro robustni

biostatistickou analyzu.
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6 Zavér

V této praci bylo zjisténo, ze ptirodni a méstské populace chvostoskoka Parisotoma
notabilis se od sebe piiliS neodliSuji a méstské prostiedi ziejmé nema na genetickou
variabilitu tohoto druhu vyznamny vliv. U studovanych populaci — jak piirodnich, tak
méstskych — nebyla objevena vyrazna geneticka variabilita mezi populacemi, coz mtze byt
zpusobeno nerovnomérnym vzorkovanim, moznym vyskytem kryptickych druhti. Roli mtze
hrat 1 to, ze se jedna o partenogeneticky druh. Pravdépodobné se ale populace oddélily

nedavno, a proto se nestihly vice geneticky oddélit.

V dalsich studiich by bylo dobré pracovat s rovnomérné zastoupenymi populacemi,
prozkoumat existenci kryptickych druhii a zejména nalézt dal$i molekularni markery
vhodngjsi pro tento typ analyzy. Slibné se jevi lokusy PGM a ITS. Bylo také zjisténo, ze
vSichni testovani jedinci byli infikovani Wolbachia a potvrzeno, Zze nema stejnou evoluci

s jejimi hostitelskymi chvostoskoky.
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8 Prilohy

Piiloha 1: Seznam pouzitych COI sekvenci véetné lokalit sbéru s kody z GenBanku

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Zemé Lokalita Zkratka Soufadnice GenBank kéd
Bulharsko Bosnek BG 42 50N; 23,17E KJ792225-9
Némecko Uelzen DE1 52,93N; 10,6 1E KJ792263-7

Norden DE2 53,58N; 7,24E KJ792268-71

Solling, Neuhaus DE3 51,71N; 9,64E KJ792272-6

Dansko Humlebaek DK 55,96N; 12,53E KJ792235-9
Spanélsko Oviedo ES1 43,36N; 6,00W KJ792324-6
Ponga ES2 43,19N; 5,16W KJ792327-31

Francie Voegtlinshoffen FR1 48,02N; 7,27E KJ792240-3
Salavas FR2 44,39N; 4,37E KJ792249-53

Chartreuse FR3 45,42N; 5,81E KJ792254-8

Rambouillet FR4 48,62N; 1,86E KJ792259-62

Korsika, Olmi-Capella FR5 42 52N; 9,02E KJ792244-8

Velka Britanie Melrose GB1 55,59N; 2,72W KJ792309-13
Island ofArran GB2 55,58N; 5,21W KJ792314-8

Recko Chrysovitsi GR 37,56N; 22,20E KJ792282-6
Chorvatsko Sljeme HR 45,90N; 15,95E KJ792230-4

Italie Felitto IT 40,37N; 15,22E KJ792287-90

Norsko Rod NO1 59,07N; 10,23E KJ792291-4

Skjervenmoen, FssaOst NO2 59,45N; 10,07E KJ792295-8

Srbsko Sreckovac RS 43,03N; 22,69E KJ792319-23

Rusko Petrozavodsk, Karelia RU1 61,77N; 34,22E KJ792299-303

Znamenskoe RU2 55,73N; 37,18E KJ792304-8
Slovinsko Postojna Sl 45,76N; 14,21E KJ792332-4
Turecko Kayseri TR 38,67N; 35,53E KJ792335-9
Ukrajina Kubalach, Crimea UA 45,00N; 34,82E KJ792340-4
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Piiloha 2: Seznam pouzitych COI sekvenci véetné lokalit sbéru s kody z GenBanku

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Pocet
Zemé Lokalita vzorki | Zkratka Souiadnice GenBank kod
Francie Drome, Verclause 2 L FR1 1 | 44,38N;545E JQ935095
L FR1 2 JQ935094
Pas-de-Calais, Wimereux 4 L FR2 1 50,77N; 1,62E HQ559494
L FR2 2 HQ559493
L FR2 3 HQ559490
L FR2 4 HQ559489
Paris 31 L FR3 1 48,84N; 2,35E JQ935147
L FR3 2 JQ935146
L FR3 3 JQ935143
L FR3 4 JQ935140
L FR3 5 JQ935135
L FR3 6 JQ935134
L FR3 7 JQ935132
L FR3 8 JQ935125
L FR3 9 JQ935123
L FR3 10 JQ935121
L FR3 11 JQ935110
L FR3 12 JQ935109
L FR3 13 JQ935138
L FR3 14 JQ935106
L FR3 15 JQ935105
L FR3 16 JQ935054
L FR3 17 JQ935048
L FR3 18 JQ935040
L FR3 19 GQ373667
L FR3 20 JQ935203
L FR3 21 JQ935200
L FR3 22 JQ935201
L FR3 23 JQ935199
L FR3 24 JQ935198
L FR3 25 JQ935197
L FR3 26 JQ935196
L FR3 27 JQ935195
L FR3 28 JQ935194
L FR3 29 JQ935193
L FR3 30 JQ935192
L FR3 31 JQ935191
Pyrenees-Orientales, Corsavy 7 L FR4 1 42 48N; 2,55E GU656418
L FR4 2 GU656419
L FR4 3 GU656420
L FR4 4 GU656421
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L FR4 5 GU656422
L FR4 6 GU656423
L FR4 7 HM397729
Pyrenees-Orientales, L'Albere L FR5 1 | 42/46N;2,88E | GU656408
L FR5 2 GU656409
L FR5 3 GU656410
L FR5 4 GU656411
Pyrenees-Orientales, Les
Cluses L FR6 1 42,48N; 2,85E JQ935089
L FR6 2 JQ935086
L FR6 3 JQ935080
L FR6 4 JQ935079
L FR6 5 JQ935038
Pyrenees-Orientales, Mosset L FR7 1 42 ,67N; 2,29E HQ942680
L FR7 2 HQ942682
L FR7 3 HQ942683
L FR7 4 HQ942684
L FR7 5 HQ942685
Ariege, Le Port L FR8 1 42 ,84N; 1,39E HM398181
Haute-Garonne, Toulouse L FR9 1 43,60N; 1,46E JN298130
L FR9 2 JN298131
L FR9 3 JN298132
L FR9 4 JN298133
L FR9 5 JN298134
Hautes-Pyrenees, Tarbes L FR10 1 43,24N; 0,07E JN298125
L FR10 2 JN298126
L FR10 3 IN298127
L FR10 4 JN298128
L FR10 5 JN298129
Savoie, Saint-Jeans-de-Couz L FR11 1 | 45,47N; 5,82E JQ935161
L FR11 2 JQ935186
Némecko Hamburg, Blankenese L DE 1 53,57N; 9,80E JQ935027
L DE 2 JQ935028
L DE 3 JQ935029
L DE 4 JQ935030
L DE 5 JQ935031
L DE 6 JQ935032
L DE 7 JQ935010
L DE 8 JQ935019
Italie Siena, Vagliali LIT11 43,41N; 11,35E JQ935100
Verona, Erbezzo LIT2 1 45,64N; 11,00E JQ935179
Moldavie Rezina L MD1 1 |46,67N; 29,60E JQ935099
L MD1 2 JQ935097
Baius L MD2 1 |46,46N; 28,48E JQ935098
L MD2 2 JQ935093
Nizozemsko Zutphen L NE 1 52,15N; 6,23E JQ935013
Polsko Tatra Mts, Mala Laka valley L PO 1 |49,28N;19,90E | JQ935180
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Slovinsko BohinjskaBistrica 1 L SL 1 46,27N; 13,95E JQ935176
Spanélsko Catalonia, Gerona 6 L ES11 42,42N; 2,79E JN298119
L ES1 2 JN298120

L ES1 3 JN298121

L ES1 4 JN298122

L ES1 5 JN298123

L ES1 6 JN298124

Navarra, Aritzkuren 1 L ES2 1 42,82N; 1,64E HQ559271

Velkd Britdnie England, Hampshire 1 L GB 1 | 50,93N;152E JQ935022

Piiloha 3: Seznam pouzitych sekvenci Wolbachia z GenBanku a z databaze PubMLST

(https://pubmist.org/).

16S COXA fbpA ftsZ gatB hcpA
Folsomia candida DK KT799585 | KT799590 | KT799595 | KT799600 | KT799605 | KT799610
Folsomides parvulus KT799586 | KT799591 | KT799596 | KT799601 | KT799606 | KT799611
Thalassaphorura houtanensis | KT799587 | KT799592 | KT799597 | KT799602 | KT799607 | KT799612
Mesaphorura yosii KT799588 | KT799593 | KT799598 | KT799603 | KT799608 | KT799613
Megalothorax incertus KT799584 | KT799589 | KT799594 | KT799599 | KT799604 | KT799609
Zootermopsis nevadensis | AY764280 207 (stazeno z PubMLST)

Piiloha 4: Seznam partenogenetickych chvostoskok infikovanych Wolbachia, sekvence

stazeny z GenBanku (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/).

mtCOIl | 18SrRNA | 28SrRNA

Folsomia_candida JN981072 | KT799625 | KT799630
Parisotoma notabilis JN970935 | JN981038 | JN981064
Folsomides_parvulus JN981069 | KT799626 | KT799631
Thalassaphorura_houtanensis | KT799635 | KT799627 | KT799632
Mesaphorura_yosii KT799636 | KT799628 | KT799633
Neelus_incertus KT799634 | KT799624 | KT799629
Baculentulus tianmushanensis | HQ882817 | AY037169 | AF416872
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Piiloha 5: Dendrogram pro méstské vzorky z Kosic (Neighbour — Joining, Kimura 2 —
Parametr, Pairwise deletion, Bootstrap 1000x). Strom zakofenén pomoci chvostoskoka

Folsomia candida. Zkratky lokalit jsou uvedeny v tabulce (Tab. I).
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Piiloha 6: Dendrogram pro pfirodni vzorky z Evropy (Neighbour — Joining, Kimura 2 —
Parametr, Pairwise deletion, Bootstrap 1000x). Strom zakotfenén pomoci chvostoskoka

Folsomia candida a Folsomia manolachei. Zkratky lokalit jsou uvedeny v piilohach (Pfiloha
la?2).
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Piiloha 7: Dendrogram pro pfirodni i méstské vzorky (Neighbour — Joining, Kimura 2 —
Parametr, Pairwise deletion, Bootstrap 1000x). Strom zakotfenén pomoci chvostoskoka

Folsomia candida a Folsomia manolachei. Zkratky lokalit jsou uvedeny v piilohach (Pfiloha
la?2)avtabulcel.
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