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1 Uvod

Motyli (Lepidoptera) tvei spol&né s brouky (Coleoptera) a dvatiélymi (Diptera) fi
nejpaetrgjsi fady hmyzu. Housenky motyimaji dolie vyvinutou hlavu s kousacim ustnim
astrojim. Na hrudi se nachazi 3 pary &etin. Dale maji 2 aZz 8 parpanozek. VtSina
housenek jsou bylozravci, kiese Zivi napiklad listy nebo stonky rostlin. Do8lgi jsou
charakteristiti pritomnosti dvou par Sirokych blanitych Kdel, ktera jsou pokryta
Supinkami. Tyto Supinkyasto vytvdeji rozliSné barevné vzory, jez hrajiilezitou roli
jednak v namlouvani opaého pohlavi, jednak ve vnitrodruhovém rozpoznani.

Z praktického a historického hlediska se pouzivderd motyli na tzv. noni
(Heterocera) a denni (Rhopalocera). OvSem z taxmhk@mo pohledu jde o rozkbni Cisté
umeélé a neodpovida fylogenetickym vztah uvnit celéhotradu. Zpravidla jsou denni
motyli hmyz s jas&é zbarvenymi kidly. Pokud jsou motyli v klidu, maji fidla svisle
prilozena k &u. Naopak noéni motyli jsou spiSe rmi tvorové fadniho vzhledu. Tykadla
mohou byt nitkovita, ketenovita nebo febenovitd. Kidla nanich motyli jsou ve
vodorovné poloze nebo mohou byt sklopena n#skbtem ¢i statena kolem jejich da
(http://www.cals.ncsu.edu/). V obectéstire se pro noni motyly vzilo oznaeni miry, coz
neodpovidaceskému wdeckému néazvoslovi, kde je terminuma vyhrazen pouze pro

zastupceeledi miroviti (Noctuidae).

1.1 RaSelinisg

Fragmentacefjrodnich stanovi§je obecg povazovana za hlavni hrozbu pro mnoho
druhi. Teorie populéni genetiky pedpovida, Ze pokud dojde kizolaci malych populaci,
muze to vést ke sniZeni genetické rozmanitosti (Franiet al. 2002). Zvlast dulezité je to
pro druhy, které maji omezenou schopnost rozpg@ina jina stanovist Tyto izolace pak
mohou mit za nasledek zme rozdily mezi populacemi. Midledku hodnoceni rozsahu
izolace stavajicich populaci a jejich genetickémwaritosti hraje hlavni roliip posuzovani
rizika vyhynuti hrozicim taxam (Kajtoch, 2011). Diky tomu vznikla tsichrargnych
oblasti podle s&rnice o stanovistich Evropské unie. AvSak pouzeanmiast ohroZzenych
rostlin a Ziv@icha je chragna mistnim nebo evropskym zakonem (Kajtethl 2013).

VSechna stedoevropska raSelin&tkterd nebyla vyraznovlivnéna lidskoucinnosti,
lze povazZovat za tzv. paleorefugia (tedy starobyista, kde fezivaji specifické organismy)
a stanovidt predstavuji jednu z priorit ochrany krajiny (NekotB999; Nekola a Kraft,
2002).



Od paéatku holocénu jsou igdoevropska raSelin&tunikatni ekosystémy, ktera
pietrvavaji jednak ve zhruba stejné iepyi ale i na stejnych mistech
(Neuhéusel, 1972; Janovska, 1995; Rydin a Jegl@6)2 Biodiverzita hmyzu, které se
nalézaji na raSeliniStich je a@na vyskytem uité vegetace nachazejici se v izolovaném
prostedi. To je ovliveno mikroklimatem a slozitym systémem mikrostantvis
Fragmentované populace Zijiciéchto podminkach maji omezené moznosti, abyiiy své
stanovist (Spitzer a Danks, 2006; Turlueg¢ al. 2010; Henrikson, 2006).

Mnoho Zivaicha Zijicich na raSeliniStich, zvl&Stpak tyrfobiontni druhy maji
specifické pozadavky na podminky kepiti. Témi jsou napiklad kyselé a na Ziviny chudé
prostedi ¢i rostliny typické pro raSelini8tapod. Vysledkem je, Ze raSeliristytvareji
charakteristické ,ostrovni“ biotopy v krajin Nékteré tyto ostivky jsou velmi staré a
pochazeji z periglacialniho obdobi nebo z holoc€f1000 az 13 000 let), kdy podnebi
bylo mnohem chladfjsi.

Specifénost hmyzu naéthto starobylych a odtenych ostéivcich je gedmétem
zajmu vyzkumu. Izolovana evropska raseliigbyva mnoho druhc¢lenovai, které pak Ize
najit uz pouze v biomech subarktické lesotundry.

RasSelinis&¢ v holarktické oblasti maji specialnitippdni pedpoklady, které jsou
nezbytné pro feZziti ojedirglych populaci hmyzu, jenz se adaptoval na chigdipodnebi.

Diverzita hmyzu vyskytujicich se na raSeliniStigh interpretovana hlawn
ekologickymi skupinami na zakladletailniho faunistického a biogeografického zkonima
pro dolfe zndmé taxony. Tyto ekologické skupiny byly pgrnfarmulovany Peusem (1928,
1932) pro faunu sedni Evropy a Krogerusem (1960) pro skandinavskaund. Krogerus
sice pouzil jinou obeciSi terminologii nez Peus a jeho nasledovnici, @afroba systemy
jsou podobné a stitelné.

Podle Peuse systém teétyii zakladni ekologické kategorie raselinistni entéemay:
a) tyrfobiontni druhy (tedy druhy vytné vazané na raSelinit b) tyrfofilni druhy (davaji
raSelinistim pednost), c) tyrfoneutralni druhy (vyskytuji se zdk stejg tak jsou i v jinych
typech biotof) a d) tyrfoxenni druhy (vyhybaji se raselinisti(alz také Spitzer a Danks,
2006).

1.2 Tyrfobiontni druhy
Tyrfobiontni druhy se vyskytuji v jiznim borealnianmirném pasu holarktické oblasti
vyhradre na raSeliniStich a mimo raSelidiSihemohou fezivat. Nicmeéa plati, Ze
severu. Mlezité jsou ekologické pozadavky pro tento hmyXojgsou nizké teploty a
2



dostatek vody (Reichle, 1966). ¢Mefi tyrfobionti se Zivi pouze rostlinami, které jsou
charakteristické pro raSelinkSt(Holman, 1996; Spitzeet al 1991, 2003). Najklad
nedavno objevena monofagni ms@gmydobius nange vyhradi vazana naifzu Betula
nana Jiné druhy mSic a housenkgkterych motyh se Zivi na listecWaccinium uliginosum
Ledum palustre Andromeda polifoliaapod. Vysoce spedii tyrfobionti se vyskytuji u
vodniho hmyzu. Ti vytvi#ji izolovana spoleenstva Zzijici ve velmi kyselé véda nizkym
obsahem Zivin. ¥Sina z ¢chto druli jsou dravci, teba vazky rodusomatochloranebo
Aeshnasubarctica nekteré stenotopné plostice rodu Notonecta a dal§jzhrzolované
tyrfobiontni populace iedstavuji endemické taxony ¢idy formalre klasifikované na
arovni poddruld), které jsou jedinené pro kazdou lokalitu. Najklad izolované populace
mury Coenophila subroseakazuji genetickou a geografickou obm. Zda se, Ze mezi
terestrickymi hmyzimi predatory a parazitoidy jeaham mén zastupé tyrfobiont, nag.
strevlici Carabus menetriesia Agonum ericetinebo rkteré druhy mraveric (Spitzer a
Danks, 2006).

1.3 Tyrfofilni druhy

Tyrfofilnich druhi je rozmanita Skala a vyskytuji se na vSech raSéiim, ale nejsou
s nimi vyhradg spojeny. Obeahplati, Ze jejich abundance je na raSelinistichsvy®@z na
okolnich biotopech. V mirném pasmu se kéomaSelini¥ vykazuji také v jinych typech
pochopitel# na raselinistich, kde tyto druhy slouzi jako irdidey nadchazejicich zm.
Byla shromazé&éha komplexni data na zakkatbho, ¢im se Zivi a z hlediska dlouhodobych
popul&nich zneén na fiznych stanovistich raSeliiSMezi dolfe znamé tyrfofilni motyly
pati nagiklad Sterrhopterix standfussi (Psychidae), Callophrys rubi (Lycaenidae),
Clossiana euphrosyne(Nymphalidae), ltame brunneata Eulithis testata (oba zceledi
Geometridae)Synagraphanterrogationsa Papestrabiren (oba z¢eledi Noctudiae) (Spitzer
a Danks, 2006).

1.4 Tyrfoneutralni druhy

Tyrfoneutralni druhy jsou Siroce rogsny na @iznych stanovistich éetre rasSelinis.
Jejich abundance na raSeliniStich je stejna jakokadnich vhodnych biotopech. Zidbdu
pokraujiciho nteni @irodni krajiny v mirném pasu lidskatinnosti doslo k poklesu gtu
tyrfoneutralniho hmyzu, zahrnujici mnoho skupin ki motyli a nur, které byly
pozorovany jestpred rekolika lety. Zajimavosti je, zeckteré z ¢chto drulii dnes pezivaji

uz pouze na raSelinisStich. Tento fenomén popsali (B816) a Peus (1932) pod nadzvem
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“Kulturflichter”, coz by se dalo vothprelozit jako ,ut€enec ped civilizaci“. Tyto druhy
byly vytlaceny z ¥tSiny svého fivodniho arealu vyskytu a ibeme je dnes najit skoro
vyhradré na raSeliniStich (Nekola, 1999)¢ilRadem “Kulturfliichter” je niira Phyllodesma
ilicifolia, jejiz aredl vyskytu Yechach se vyraznomezil. V minulosti byla tato fra
rozSitena i mimo Uzemi raSelini& oblastech s vyskytem smiSenychiléSpitzer a Danks,
2006).

Jako prvni, kdo zkoumali genetickou variabilitu giétna tech raSeliniStich veigtdni
Evrops, byli Sula a Spitzer (2000). Ti prowddvyzkum na niite Coenophila subrosea
(Noctuidae), a to pomoci proteinovych martkéallozymi). Méli snahu vyvinout Ginnou
strategii, aby byly k dispozici informace nejen jigh morfologické, ale i genetické
variabilité, jelikoZz doposud nejsou Zadna data o populacictkytyjicich se naéthto
raSeliniStich. DoSli k z&vu, Ze zde nebyl Zadny zjevny vztah mezi genetickou
geografickou vzdéalenosti u izolovanych populacintdevztah byl zaznamenan pouze
v pripad rizného zbarveni tkdel. NejpravdpodobrjsSi tedy je, Ze tyto populace se
roz&lily jiz na zatatku obdobi holocénu. Charakteristiky morfometrlaikévaru pednich
kiidel a 6izné variace enzyipodporuji hypotézu vysoké speéifosti pro kazdou populaci
nachazejicich se na izolovanych raselinistich (88aitzer, 2000).

DalSimi, kt¢i se zabyvali obdobnym studiem mdiyia raseliniStich, byli Névet al
(2009). Ti wnovali svou pozornost spontanni z&r@enetické rozmanitosti u pefta/ce
Proclossiana eunomigNymphalidae). V fipad, Zze zaniknou jejich jvodni stanovis,
maji tendenci najit si nova vhodna presli k geziti. Tim pak dochazi k tomu, Ze takova
populace pak slouzi jako zdroj novych kolonii. Jaganeticky vliv kolonizace je patrny na
Suma¥. Silnou izolaci vzdalenosti Ize pozorovat jako legiek znasobeni ¢inku
zakladatel kolonii. Zjistili, Ze zakladajici populace se opalare vyskytuje na no¥
vzniklych Gzemich a samy o soliz podléhaji vysokému genetickému driftu. Vyslédn
genetickad obrma, alespd v allozymech, je pak vice snizena u &oxzniklych kolonii.
SniZzena genetickdiznorodost dale také vznika prisinictvimiady expanzi u dZn¢ se

vyskytujicich druld, které maji malé ekologické pozadaléveet al 2009).

1.5 Modelovy druh Lithophane lamda
Rod Lithophane(Lepidoptera: Noctuidae) je petny rod, ktery zahrnuje vice nez 40
druhi v nearktické oblasti a 25 driulv palearktu. ¥tSina druli je vazanych na podhorské a
horské lesy, fipadré tundru. VSechny druhy roduthophanejsou univoltinni (maji jedinou
poloZenych oblastech mohou dslgpmiry aktivre |état gres celou zimu. Ke kladeni végk
4



dochéazi na ja@ nebo wWasném l&t. Housenky se Zivi listy dvogtbznych rostlin, mé#
c¢asto nahosemennymi rostlinami (Ronkay al 2001). Lithophane lamdaje jedinym
palearktickym zastupcem roduthophanesktriktré vdzanym svym vyskytem na raSeligist
(tzv. tyrfobiont). Areal jejiho vyskytu je Sirokyde o boreal&subarkticky druh, ktery se
nachazi pedevsim na raSeliniStich severni Evropy a sevesid. A/e stedni Evrog je velmi
lokalni, typicka pro horska a nizinna raseliidf ramci Ceské republiky je znamé pouze
z prechodovych raselinidttebaiské panve (Libiezy aCervené Blato) (Povolngt al 1965;
Spitzer a Jaro$, 1993) a ze Sumavy, odkud je udahd@ed z gkolika raselini§ (nag.
Chalupska Sk Jezerni Sk Mrtvy Luh, Velka Niva, Knizeci Pla) (Novak a Spitzer,
1972; Sumpich, 2008; Jare$ al 2014). Existuji i dekadové kusy zidlych raselini§ ve
Zdarskych vrsich, které se oviem uz nepitala posledni dob potvrdit. V okolnich statech
(Rakousko a Bimecko) je jeji roz$eni nasledujici. Z Rakouska je spoletilanama pouze
z raSelini& Bayerische Au (Malickyet al 2000), které pé#t do komplexu Sumavskych
raselini¥. StarSi nalezy z pomezi Horniho a Dolniho Rakouskayly v poslednich letech
potvrzeny. V Nmecku se tento druh vyskytuje hgjnpouze na severu zenv Dolnim
Sasku (okoli Brém a Hamburku) a také v Meklensburkiednim Pomtansku. Izolovany
vyskyt byl jeSt prokazan z okoli Weidenu, coZz je lokalita lezicddaleko hranic
zapadoeského kraje (Hacker a Miiller, 2006). Househkhophane lamd&ije ve stedni
Evrope predevSim naVaccinium uliginosumyv jinych arealech svého vyskytu byla také
pozorovana ndedum palustreMyrica gale pripadré naBetulg Alnus a Salix (Ronkayet
al. 2001).

Mym uUkolem bylo pispét k ttmto vyzkunmim, tedy provést analyzu vybraného

modelového organismu v obdobném raSeliniStnim teréle s pouzitim DNA markér
1.6 Studované lokality

1.6.1 Cervené blato

Jedna se oipchodové oligotrofni raselini&b rozloze 331,4 ha lezici nedaleko obce
Salmanovice v okrese Jifichiv Hradec (Obr. 1). Nachéazi se v nadsk@ vysce
460 — 470 m n. m. Klimatické podminky jsou ngirreplé, mirg vihké a ptimérna rani
teplota se pohybuje kolem 7 °C. O jeho vznik sdozgslo zakistani girozené snizeniny
terénu a dodnes je Ziveno spodni vodaedpPoklada se, Ze vzniklo koncem doby ledové a
jeho stdi se tedy odhaduje na
10 — 12 000 let. Zp@tku zde peviadaly kéovité vrby, které poziji nahradily formace

Scheuchzerio — Caricetae fusceagbohat vyvinutym mechovym patrem. V obdobi
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mladSich étvrtohor doSlo k otepleni a to &gobilo rozvoj vodni vegetace a #stani
mnohych jezer. Nejvice se zde rgiSdruh Betula nanaa na poatku borealu vzrostl
vyznam keickovitych spoléenstev ttidy Oxycocco — Sphagnete&elky vliv na vyvoj
raselinis¢ meéla jeho tzba v doB, kdy byla zaloZena sklarna v blizké osadiikovo Udoli.
Borovice blatkaPinus rotundatge zde dominantni rostlinou, ktera se vyskytujgianych
formacich a to jak viwvodnich nestejnaskych, tedy pralesniho charakteru, tak i ve
stejnokych. Entomofauna neni dost&te znama, studovany zatim byly hlavdvaiady
hmyzu — Coleoptera (Carabidae) a Lepidoptera (Spatzal 1999)

Obr. 1: Oligotrofni raselinisté Cervené blato (http://ziva.avcr.cz/).

1.6.2 Mrtvy luh

Prirodni rezervace Mrtvy luh o rozloze 350 ha se z@léa Sumay ohranéena toky
Teplé a Studené Vltavy. Mrtvy luh jgsti jadrové zony narodniho parku Sumava (Obr. 2).
Jedna se o jeditrou bezstromovou igdni ¢ast raSelinigt pokrytou ké&ovitymi Gtvary
Pinus x pseudopumilio Vaccinium uliginosum Andromeda polifolia Eriophorum
vaginatum a Calluna vulgarisjsou nejhoj&jsi druhy rostlin, které se zde vyskytuji. Na
okrajich raSelinigt roste borovy les, kde dominuji polykormnif&ea monokormni stromy
P. x pseudopumilioPfizemni vrstvu tvii rizné druhywaccinium hlavrg V. myrtillus(Jaro$
et al. 2014). Fauna motflje znama relativhdolre (Bezadk et al 2006; Jarosgt al. 2014).
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Obr. 2: Prirodni rezervace Mrtvy luh (http://www.ceskehory.cZ).

1.6.3 Jezerni sl&

Rozséahlé raselini&tlezerni skase rozklada mezi obcemi Kvilda a Horska Kvilda na
rozvodi mezi Otavou a Vltavou a s@sreé na pomezi jiznich a zapadni€rech (Obr. 3).
Jeho rozloha je 103 ha. Vyskytuje se zdetikégad boroviceP. x pseudo pumilica kle
P. mugo Toto raSelini& umo#uje rist zakrslych k& Betula nanaspolu s Viochyni
bahenni a Suchopyrem pochvatym,iktiady dominuji. V minulosti byla&ast raSelinist
ponikena a dnes se n&hto mistech nachazi zakrslédgako Vlochyr bahennti Calluna
vulgaris (JaroSet al. 2014). Jednéa se o jedno z nejstugiinoh mist vCeské republice, kdy
pramérna rani teplota dosahuje pouze 2 °C. Je zde i vysokykytysrazek s rénim
primérem 1200 — 1300 mm. #mérnd mocnost raselindtosahuje 2,5 m a v severozapadni
neporusSenéasti je hluboké az 7,6 m. V roce 1933 byla JezaaiivyhlaSena statniigodni

rezervaci (http://www.sumavaregion.czBntomofauna motyl— viz Jaro%t al. (2014).



Obr. 3: Prirodni rezervace Jezerni slé (http://www.sumavanet.cz/).

1.6.4 Velka niva

Lesni raSelini$t o rozloze 120,31 ha se nachazi v okrese Practeted v nadmiské
vySce 748 — 775 m n. m (Obr. 4). Uxmibzlehlé rezervace se vyskytuji zejména porosty
blatkovych boi (Pino rotundatae — Sphagnetynborovice blatkaFRinusrotundatg a malé
piimési brizy pyité (Betula pubesceisOkraje jsou tvieny raSelinnymi bory\accinio
uliginosi — Pineturp s borovici lesni affimésemi krizy kélokoré Betula pendulpa smrku
ztepilého Picea abies Vyskytuje se zde fada vzacnych hub jako je mihavka vodni
(Vibrissea truncorum ktera roste nardvu véistych pofiécich¢i ohnovec hladky Phellinus
laevigatuy lezici na kmenech tlzy (http://www.cittadella.cz/). Fauna motyl byla

zpracovana teprve nedavno (Jagbal 2014).



Obr. 4: Lesni raSeliniS& Velka niva (http://www.kultura.cz/).

1.6.5 Liborezy

RaSelini& Libotezy se naléza v Jibeském kraji v okrese Jiridhiv Hradec
(Obr. 5). Jeho podlozi je té®no gevazri dvojslidnou Zulou, ktera jeigkryta holocennim
raSelinnym loZziskem o mocnosti pouhych par nelostups prechazi v rasSelinné slatiny.
Na okrajich je skalni podklad¢asti gekryt pleistocennimi a holocennimi diluvialnimi
sedimentyci pleistocennimi vatymi pisky (Albrechdt al 2003). O entomofainexistuji
pouze kusé informace — viz rfapovolnyet al (1965).
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1.7 Molekularni markery

Molekularni markery se staly vyznamnym nastrojeousicim kieSeni probléiin ve
fylogenetice, ekologii a evoluci. Pouzivaji seewolwné se vyvijejicich organistn u nichz
je obtizné pesné morfologické deni.

Markerem nize byt molekula bilkoviny (tzv. allozymy, coz jseazymy kodované
raznymi alelami na stejném lokusu) urcity usek DNA. Lze je tak tedy pozorovat u
jednotlivych drul organisni i riznych vyvojovych stadii. Mezi jejich dalsi vyhodgt i
to, Ze jejich pouziti neni omezeno mnozstvim makeriTo se vyuziva vifpadech, kdy neni
mozné aplikovat jiné metody.

DNA markery se #di podle umisini v buice na mitochondrialni a jaderné. V obou
piipadech se jedna o gerdasti geti nebo nekddujici iseky DNA (Loxdale a Lushai, 1998)

Jaderna DNA je obsaZena wiloe diploidnich organisthpouze ve dvou kopiich. Jeji
nevyhodou je snadna degradace, tudiz jeéndéstupna u starSich vzarkNaopak vyhodou
je pritomnost introf, které u ni zvy3uji variabilitlCasto pouzivanym nuklearnim markerem
pro identifikaci a rozliSeni druhje nekddujici oblast Internal Transcribed Spat€f)(a
kodujici oblast elongai faktor X (EF In) (Loxdale a Lushai, 199& aterinoet al 2000).
ITS oblast obsahuje velké mnozZstvi polymorfistRomoci &chto polymorfisni Ize rozeklit

Mitochondrialni DNA je kruhova molekula o velikodts — 18 kpb. Méa vysSi mutiai
rychlost nez jadernd DNA —iplizné 20krat. Pedstavuje pouzedst mimojaderné DNA a
jeji stavba vice ippomina prokaryotni nukleoid nez eukaryotni chroomz Nefastji je
sloZzena z 37 géin z toho je 22 pro tRNA, 2 pro rRNA a 13 kodujetpiny (ND1-6, NDA4L,
COXI-Ill, ATP6, ATP8, Cyib(Clary a Wolstenholme, 1985). Je pro ni charagtiek&
vysoka mezidruhova variabilita a vysoky¢po kopii v buice dosahujici stovky az tisice.
Vyhodou je hemizygotni konstitucegdicnost pouze v maternalni linii, a také moznost
ziskani DNA i z malych vzoik(Loxdale a Lushai, 1998).

Na z&klad literatury jsme pro tuto praci vybralfadu markek jadernych i
mitochondrialnich, které se jevily jako optimalni.

1.7.1 Jaderné markery

1.7.1.1 Internal transcribed spacer (TS)
Jedné se o nekddujici oblasti struktuaddlujici ribozomalni RNA. Nachazi se mezi
velmi konzervovanymi oblastmi 18S a 28S rRNA (O&). MiZzeme je nalézt pouze na

transkrignim prekurzoru, jelikoz dochazi kjejich rychlé dadaci v pébéhu
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posttranskripnich Gprav. Jejich vyvoj je rychlejSi nez «t8iny jinych ger, a proto se
mohou liSit nejen mezi Gzc&ipuznymi druhy, ale i populacemi.

Oblast je rozélena na 2 zakladni podjednotdy:S1mezi 18S a 5,8SldS2mezi 5,8S
a 28S.ITS2 je variabilrgjSi nezITS1 (Schlbttereret al 1994; Loxdale a Lushai, 1998;
Bargueset al 2000; Douglagt al. 2001). U tohoto markeru mohou nastat problémikg
se jedna o opakovanou oblast s konvergentni evaludiiz tento mechanismusiée selhat,

pokud se uvnitjedince objevi vice nez jeden haplotyp.

PFPRIM-R4

) <«
FRERI-FD ITS1 ITS86, Jrse

_’
S rRNA> JEL [ 58SrRNA >L 28S rRNA

o &
v v

~500-800bp &

401bp ~280bp v

Obr. 6: Jaderny marker I TS (Embonget al. 2008).

1.7.1.2 EPIC

Polymorfismus introfi byl pouZzit v popul&né genetickych vyzkumech a ma zng
piinos ve variabilg (Corte — Reakt al 1994; Daguin a Borsa, 1999; Lessa, 1992). Podle
prilehlych exori I1ze navrhnout PCR primery, pomoci nichZizeme naamplifikovat dany
intron. Od tohoto je odvozen jeho nazev EPIC — exagorimed introncrossing (Palumbi,
1995).

1.7.1.2.1 Triose-phosphate isomera3d>()

TPl je dilezity enzym pro metabolismus sacharidédovany pohlavé vazanym
jadernym genem u lepidopteré€kavalo se, Ze kopii tohoto genu ponesou amPrimery
pro TPI byly umistny v exonu 3 a 4 teliothis a geklenuji intron 3 ZTPI genu. Protoze
geny podilejici se na druhové odliSnosti u motye gednost® nachazeji na pohlavnich
chromozomech, je tedy mozné, eI gen by mohl byt spojen s faktory, které oxiliji

chovani jednotlivych druly nag. nacem se zivi (Nagoshi, 2010).

1.7.2 Mitochondrialni markery

Poloha vybranych mitochondrialnich markége zobrazena na obrazku7.

1.7.2.1 AT —rich
NazevAT — rich, jinak také ,control region* se pouzivasfojitosti s hmyzem (Clary
a Wolstenholme, 1985). Mini se, Ze tento Usek pojea do regulace transkripce a kontroly
DNA replikace (Clayton, 1992). Jde o nekodujiciasbimitochondrialniho genomu, ktera je
11



bohata na nukleotidy adeninu a thyminu (Zhang a iHe@997). Oblast je délkava
sekverné variabilni. Vyuziva se pro fylogenetické a poguliastudie u blizce ffbuznych

taxori (Taylor et al. 1993), protoZe rize obsahovat tandemové repetice (Zhang a Hewitt,
1997).

1.7.2.2 ATP oblast
ATP oblast je Usek mitochondrialni DNA lezici mezi mthotkami Il a 1l cytochrom

oxidazy. Jsou zde geny pileNAIlys, tRNAasp, ATP8 a ATEEmonet al. 1994).

1.7.2.3 Oblast ND5

Tento gen je zakdédovany v mitochondrii a poskytngrukce pro fipravu proteinu
zvaného NADH dehydrogenaza 5. Protein je aktivmitochondriich, které slouzi k vyréb
energie prosednictvim procesu oxidativni fosforylace. Ta vyw@ikyslik a jednoduché
cukry k vyrok¥ adenosintrifosfatu (ATP). NADH dehydrogenaza 5smtasti velkého
komplexu enzymu znamého jako komplex | (http:/ginn.nih.gov/gene/MT-ND5).

1.7.2.4 OblastND4

NADH dehydrogenéza 4 je sloZzkou velkého komplexayeru, ktera je zakédovana
v mitochondrii (http://ghr.nlm.nih.gov/gene/MT-ND4)

[

A9 T
=|ClY
WO? Cox 7
ot \\‘\ v %
AT Oo+
4
QO,J 2,
g N
9K *
3
&
x 2]
af © =
" @)
} =2
O
(o @
\ Z
< >~
X
2
%
4 &
%, < e
NS
S \a
A PAN

W

Obr. 7: Kruhova molekula mtDNA.
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2 Cil prace

1) Na zaklad reSerSe literatury a praci tykajicich se genetic&@ability piirodnich
populaci Lepidoptera posoudit vhodnost jednotlivgmdiekularnich markér

2) Pomoci vybranych markiemprovést popukné genetickou analyzu u tyrfobiontni
mary Lithophane lambdaa vybranych lokalitach v jizniofiechach.
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3 Material a metody

3.1 Material

VeSkery analyzovany material poskytl Ing. AleS Baz&h.D., Ing. Josef Jaro$ a doc.
Ing. Karel Spitzer CSc. (Biologické centrum AWR, Entomologicky ustav). Vzorky
pochézeji z 5 lokalit na uzenieské republiky (Obr. 8) a jejichighled je uveden

v tabulce 1.
Tab. 1: Seznam analyzovanych vzonk
) o Celkovy paet
Lokalita Paet jedind o Datum skru GPS
jedinai

_ VI. 2011; 49°1'N;
Liborezy 10 a7

V.—-VI. 2012 14°56'E

48°55°20,19N;
13°50°8,65"E

Velkd niva 10 11 VI. 2011

492 494

490

48.8

GERMANY

486
1

484
|

1 1 1
o 10 20 30km

482
1

135 14.0 14.5 15.0 155

Obr. 8: Geograficka poloha lokalit skéru vzork i.
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3.2 Extrakce DNA
VSechny vzorky byly determinovany a ihned uloZzenynrazaku g — 80 °C az do
dalSiho zpracovéani. DalSi laboratorni metody bylpvadny za pomoci aerosolovych

Spikek, aby nedoSlo k vzdjemné kontaminaci mezi vzorky.

3.2.1 lzolace pomoci DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN)

Postup dle navodu vyrobce.

3.3 Polymerazovaretézova reakce (PCR)

Zakladni PCR reakce byla michana na ledu, do 0,2koninavky. Do reakce se vzdy
piidavalo BSA (Bovine Serum Albumine 20mg/ml, Fernaent kterd slouzi pro stabilizaci
enzymi v reakci (zabruje jejich ulpivani na shach zkumavky) a zvySenéianosti reakce.
Pro jeden vzorek se reakce skladal@,25ul ddH20, 1,25l pufru, Iul nukleotidi 0,75ul
primeru forward, 0,75 primeru revers a 0,ul Tag DNA polymerdzy Unis (Top Bio). Do
kazdé zkumavky bylidan 1ul DNA. Vysledny objem reakce byl tedy 12,6

3.3.1 Primery pro amplifikaci vybranych oblasti genomu
a) Jaderné markery

Pro usek z jaderného genu pro EPIC, konkrdéiro oblastTPI byly pouzity Kizné
dvojice primet vybrané na zakladliteratury (Beltranet al 2002; Nagoshi, 2010). Nejvice
se os¥dcila dvojice primet Tpi282f/Tpi850gR. Pro obladf'S byly pouzity d¥ dvojice
primeri (Whiteet al 1990; Simoret al 1994).
b) Mitochondriélni markery

Pro Usek mitochondrialniho genonAT oblasti byly pouzity d¥ dvojice primed,
z nichz se pro dal$i praci pouzila dvojice 12s/JBe—Zurovcova; Kiatkova). Nasledh
byly testovany primery pro dalSi oblasti mtDNA apti@ oblastATP, ND4 a nakonedD5.
Primery pro oblastND5 byly aplikovany d¥ dvojice primeti, pricemZ primery
N5 — J — 7077/N4 — N- 8487 (Simast al 1994) se ukazaly vhodné pro dalSi pouziti
v provagném vyzkumu. Eehled primel, které se pouzily pro ziskani vyslégkjsou
uvedené v tabulce 2 a mista jejich nasednuti na DRADbr. 9. Seznam vSech pouzitych

primert je zaznamenam v tabulce 3.
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Tab. 2: Prehled pouzitych primeni.

GEN PRIMER TYP SEKVENCE 5" 3’
AT 125" F TAG GGT ATCTAATCCTAGTT
J6-le” R GGT AAT CCT TTA ATC AGG CACTCC
ND5 N5-17572% F AAA AGG AAT TTG AGC TCT TTT WGT
N4-N-84877 R TAT CAG CTAATATAG CAGCTCC
EPIC Tpi282f3) F GGT GAA ATC TCC CCT GCT ATG
Tpi850gR3) R AATTTT ATT ACCTGC TGT GG
1) Zurovcova
2) Simonet al, 1994
3) Nagoshi, 2010
a)
12s
125 AT QM
J6-lle
b)
N5-J7572
’=$:=
Phe ND5 His ND4
——
N4-MB437
c)
Tpi2a2f
12 E3 13 E4 14| ES
Tpigs0gR

Obr. 9: Mista nasednuti primeni na DNA (a — oblastAT, b — oblastND5, ¢ — oblast
TPI).
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Tab. 3: Prehled aplikovanych primena.

GEN PRIMER TYP SEKVENCE 5> 3’
ITS ITsf1? F TAC ACA CCG CCC GTC GCT ACT A
ITsr1? R CTT TTC CTC CSC TTA YTR ATA TGC
ITS4r® R TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
ITSnewF? F TTG CTG GGA AGT TGA CCA AAC
ITSnewR? R GAC TTT ACG CAT CGC AAC CC
ITsr2" R ATG TGC GTT CRA AAT GTC GAT GTT C
EPIC Ddc-for” F CAG AGG GTC AAG GAA CAG CAC
Ddc-ri® R CGA AAG CGC AAG ACG ATG TAG
Mpi-F? F ATT CAA GCT CAT CCA ACT AAG G
Mpi-R? R TTATGA AGT TGT TCT GCATGG T
Tpi1? F GGT CAC TCT GAA AGG AGA ACC ATCTT
Tpi2® R CAC AAC ATT TGC CCA GTT GTT GCC AA
Tpis6f* F CAA AAT GGG TCG CAA ATT CG
Tpi282f* F GGT GAA ATC TCC CCT GCT ATG
Tpia12f¥ F CCG GAC TGAAGG TTATCG CTT G
Tpi698R™ R AGT CAC TGA CCC ACC ATA CTG
Tpi850gR” R AAT TTT ATT ACC TGC TGT GG
Tpi385R” R GCA ACAAGATCATCT TTCTCAC
AT Seq LepMet—revS’ R TGA GGT ATG ARC CCA AAA GC
LepAT2B-for? F ATT AAA TTT TTG TAT AAC CGC AAC
J6-lle? R GGT AAT CCT TTA ATC AGG CAC TCC
125 F TAG GGT ATC TAATCCTAG TT
ATP LepATP3746f” F GAC TGA AAG CAA GTA CTG GTC CT
LepATP4753r? R GGT CAG CCT CTA TAATCT AC
LepND9623for? F AAC CTA AAG CTC CTT CAC AAA CTG
LepND10572rev? | R AAG ATA GGG TGT GAT TTA CGA ATT G
ND4 N-9733r% R GAT TCA TAA TAA ATT CCT CGT CC
1-8795f% F TCA ATA ATT CGT ACT CAT GG
1-8442f°) F TAT TAT ACT GGT GTA TCT CGG G
ND5 N5-J-7077° F TTA AAT CCT TWG ART AAA AYC C
N5-J7572° AAA AGG AAT TTG AGC TCT TTT WGT
N4-N-8487° R TAT CAG CTA ATA TAG CAG CTC C

1) Whiteet al, 1990

2) Zurovcova

3) Beltranet al, 2002
4) Nagoshi, 2010

5) Kuratkova

6) Simonet al, 1994
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3.3.2 PCR profil k amplifikaci jednotlivych fragment &

PCR profily probihaly na termocyclerech TC — XP leyqBioer) a BioerGenePro
podle néasledujicich progrdmkteré jsou v tabulce 4.
Tab. 4: PCR profily.

AT oblast ND5 oblast TPI oblast
teplota (°C) | doba (s) | teplota (°C) | doba (s) | teplota (°C) | doba (s)

1. predenaturace 95 120 94 60 94 60
2. denaturace 94 60 94 30 94 30
3. annealing 51 90 49 45 49 45
4. elongace 65 60 68 60 68 60

5. postelongace 65 420 68 120 68 120
6. uchovani 4 oo 4 oo 4 oo

3.4 Gelova elektroforéza

Po prokhnuti PCR reakce byla pouzita elektroforeticka filace, ktera slouzi
k ovéteni jeji uspsSnosti. Umoznuje dit mnozstvi a velikost fragmentu DNA. Na 2%
agarozovy gel byly nanaSenyP PCR produktilsmichaného se @ nanaseciho pufru (700
ul ddH20, 300ul 100% glycerolu, 0,5 mg bromfenolové nid

Gel byl gipraven rozpughim 4 g agarézy ve 200 ml 1x TAE pufru (zasobnitakz
50x TAE pufr: 121 g TRIS; 28,55 ml kyseliny octo\s#) ml 0,5M EDTA pH 8,0; 421,45 ml
H20). Poté se nechal rozéh v mikrovinné troud zhruba
2 — 3 minuty a naslednbyl zchlazen na 45 °C pod proudem studené vody.jibo
vychlazeného gelu byloridano 15ul ethidium bromidu o koncentraci 0ug/ul. Nasledovalo
naliti gelu do pipravené formy a umis&ti hiebinki, které vytvdili jamky. Gel tuhnul asi 45
minut @i pokojové teplat, a pokud nebyl hned pouzivan, byl ulozen v lednitx TAE pufru
pri teplot 4 °C.

Elektroforéza probihalatppokojové teplot cca 40 minut na 120 V. Na gel byl také
nanasen velikostni marketambda DNA/EcoRI+Hind 1ll (FERMENTAS), ktery slouzi
k porovnani velikosti a mnozstvi PCR produktu. Rondeni elektroforézy byl PCR produkt
zviditelnén na UV transiluminatoru (UVP Transilluminator). UWansiluminator je spojen

s digitalni kamerou UVP. Byly gizeny fotografie vysledného gelu (Obr. 10).
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Obr. 10: Vlevo Lambda DNA/EcoRI+Hind Il marker, vpravo vpra vo vysledna
fotografie rozdélenych PCR produkti. SM Lambda DNA/EcoRI+Hind Il marker, K
kontrolni PCR reakce bez DNA, 1 — 10 uasgné amplifikované testované vzorky
fragmentu TPl u jednotlivych lokalit (1 — 2Cervené blato, 3 — 4 Lilfezy, 5 — 6 Mrtvy
luh, 7 — 8 Velka niva a 9 — 10 Jezernt’sla

3.5 Pretisténi vzorku pomoci metody ExoSap

Po uspdné amplifikaci daného fragmentu bylo nutné PCRdpkb precistit. Ten
obsahuje nesptdgbované dNTPs a primery, kteréistaly v produktu PCR s#si.
K precisteni produktu jsem vyuzila metodu ExoSap, ktera waZ hydrolytické enzymy —
Exonuclease | (Exo 1) a Shrimp Alkaline Phosphat{&sp). Exo | degraduje zbytkové jedno
fetézcové primery a jakékoliv cizi jednovlaknové DNAgké vznikly Ehem PCR reakce.
Sap hydrolyzuje zbyvajici dNTPs z PCR produktuyétey naruSovaly sekvetrd reakci
(Duganet al 2002). Michani praihlo na ledu, kde jsem k cca 9 pl produktidala 0,5l
ddHO, 0,5ul Exo | a 1ul Sap. Nasledhjsem vzorek zvortexovala a vlozila do cycleru, kgé
inkubovanpii 37 °C 30 min a $ 80 °C 15 min. Vznikly vzorek mohl byt pouZit inthgro

sekvenani reakci nebo zmrazen pro dalSi pouziti.

3.6 Sekvenovani
Vzorky byly odeslany do firmy SEQME &ippiipraw jejich odeslani se postupovalo dle

instrukci firmy.
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3.7 Statistické zpracovani sekvenci

Za pouziti NCBI BlastSearchttp://www.ncbi.nim.nih.goy byla provadna kontrolni
identifikace sekvenci. Pomoci programu MEGA 6 (Teanet al 2011) byly sekvence
vizualre zkontrolovany a vigpadt nutnosti také opraveny. Program MEGA 6 byl pouzit
k vytvoreni alignment pomoci metody Clustalw. Déale byl tento program Zaryu
k vypactam zakladnich charakteristik sekvenci, jako jeinpirna délka, nukleotidove
sloZzeni, variabilni mista, parsimonialni variahilita vybrdn model pro genetickou
vzdalenost. Za pouziti vySe zmftych model v uvedeném programu byly také vyfeay
dendrogramy metodami Minimum — Evolution (ME) a Maxm Likelihood (ML); dale pak
metodou Maximum Parsimony (MP).

Statistickd podpora jednotlivych strénbyla testovana pomoci metody bootstrap
(1000 opakovéni). iP tvorb¢ vSech dendrograinbyl jako ,outgroup“ (srovnavaci taxon
pouzit motylHelicoverpa armigeraktery pati do ¢eledi Noctuidae a vSechny mnou pouzité
fragmenty jiz u gho byly osekvenovany a uloZzeny v GenBank (GU188D)73.

Haplotypy byly identifikovdny a standardni geneéickndexy jako haplotypova
rozmanitost (Hd), variabilita nukleofidr) a pa&et haplotyf (h) byly vyp@itany s pouzitim
programu DnaSP v. 5 (Librado a Rozas, 2009).

Na zaklad parameti n©, Hd a h byla provedena analyza mezi populacemigodm
Kruskal-Wallisova testu.

Analyza haplotyp a jejich frekvenci byla také provedena v prograniequin ver 3.5
(Excoffier a Lischer, 2010). Prdstinictvim tohoto programu byly sgithAny testy neutrality
s cilem prozkoumat demografickou historii.

Haplotypové networky byly provedeny pomoci statlgti parsimonidlni metody
(Templetoret al. 1992) v programu Network (Clemegttal 2000).

Program GenAlEx 6.5 (Peakall a Smouse, 2012) byk pro testovani hypotézy o
izolaci vzdalenosti Mantelovym testem (Mantel, 19&7vytvaeni grafi porovnavajicich

genetické a geografické vzdalenosti mezi lokalitami
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4 Vysledky

Pro zjiS€ni genetické rozmanitosti a fyleografické struktgiedoevropské populace
L. lambdaa jeji Urové izolace jsem v prvni fazi prace testovabadu markek pomoci
vétSiho mnozstvi primér Z jadernych markér to byl jednak fragmentTS2 ktery se
naamplifikovat nepoddo, a celkem #i markery EPIC. Z nich se poitll® naamplifikovat
cast genur P, ktera obsahuje jeden intron, a to intron 3.

Z mitochondrialnich markér(AT, ATP, ND4 a ND5) se pod#lo naamplifikovat dva,
a toAT aND-5.

4.1 Geneticka variabilita markert

U fragmentu gentAT bylo analyzovano a U&pre osekvenovano 42 jediticz pati
lokalit, sekvence byly upraveny na jednotkovou d&2 bp. Péet variabilnich mist byl 44
(12,15% z celkové délky sekvence), parsimonialmiabdita byla na jednom mist0,28%).
(Parsimoniala informativni mista v sekvenci jsou takova mister& obsahuji nejmérdva
raizné nukleotidy a alespodva z nich se vyskytuji dvakrat). Délkova varidhilnebyla
pozorovana.

Markeru ND5 byl osekvenovano u 41 jediincz peti lokalit, poté byly sekvence
upraveny na délku 577 bp. & variabilnich mist je 11, coZ je 1,91% z celkaldky
sekvence. Parsimonialni variabilita se vyskytoved&8 mistech (0,52%).

Oblast TPl se podélo osekvenovat u 42 jedifcz psti lokalit. Ze sekvenci byl
vytvoien alignment, ktery byl nasledlimpraven na délku 327 bp. &b variabilnich mist je
29 (8,87% z celkové délky sekvence). Parsimoniamiabilita je na 14 mistech (4,28%).
Intron nebyl délko¥ variabilni.

Pro vSechny markery byly vypteny frekvence nukleotid a jejich ptimérné
frekvence, které jsou zaznamenany v tabuldenimérné zastoupemiukleotidi u AT oblasti
je44,1% T, 2,7% C, 47,9% A, 5,3% GNID5 oblasti je to obdobné, kde 51,7% T, 3,8% C,
33,4% A, 11% G. OblasiPI m& vyrovnané gimérné frekvence nukleotid24,9% T, 21%
C, 32,1% A a 22% G viz tabulka 5.
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Tab. 5: Pramérna frekvence nukleotidii u danych lokalit.

Primérna frekvence Primérna frekvence Primérna frekvence
nukleotidl (%) nukleotida (%) nukleotida (%)
Lokalita u AT oblasti u ND5 oblasti u TPl oblasti

T(V) C A G T(V) c A G T(V) c A G

Cervené blato | 44,1 2,7 | 47,9 | 53 | 51,7 3,8 | 334 |11,1]| 249 | 20,9 | 32,2 | 22

Liborezy 44,2 2,5 48 5,3 | 51,7 3,8 | 335 11 | 249 | 21,1 | 32 22
Mrtvy luh 44 2,8 | 479 | 53 | 51,7 3,8 | 33,4 11 | 249 | 21,2 | 32,1 | 22,1
Velka niva 43,9 2,7 48 53 | 51,8 3,8 | 33,4 11 25 1209 | 32 | 221
Jezerni slat 44,1 2,5 | 47,5 6 52,1 39 [ 333 10,7 252 | 21 (319|219

Primér 44,1 2,7 | 47,9 | 53 | 51,7 38 (334 | 11 | 249 | 21 |321| 22

4.2 Geneticka variabilita populaci

Pro jednotlivé markery byly vygteny vzdalenosti (metoda p — distance, Bootstrap

1000x) uvnit lokalit uvedené v tabulce 6. Nejgi geneticka vzdalenost uvhlokalit je u

Jezerni slati WAT oblasti. U oblastAT a ND5 nebyla zjis&¥na Zadna geneticka variabilita u

lokalit Mrtvy luh a Velka niva.

Tab. 6: Genetické vzdalenosti uvnit lokalit (smérodatné odchylky modie).

Genetické vzdalenosti uvnitf lokalit

Lokalita Priimérné vzdalenosti u jednotlivych markerd
AT oblast ND5 oblast TPl oblast
Cervené blato 0,001 (0,001) 0,003 (0,001) 0,000 (0,000)

Libofezy 0,001 (0,001) 0,002 (0,001) 0,015 (0,004)
Mrtvy luh 0,000 (0,000) 0,000 (0,000) 0,024 (0,005)
Velka niva 0,000 (0,000) 0,000 (0,000) 0,007 (0,003)
Jezerni slat 0,123 (0,016) 0,002 (0,002) 0,021 (0,008)

Nasledd byly vypatitany testy neutrality pro jednotlivé lokality, igjZz hodnoty jsou

zaznamenany v tabulce 7. Nizké hodnoty nezbgeindikuji neutralni molekularni evoluci

mezi jednotlivymi lokalitami. Tajimiv test je také citlivy k dalSim faktbm jako je

napiklad nedavny popuéai ,bottleneck” nebo poputai rast. Ani u jedné z lokalit nebyl

Zzadny z obou testsignifikantni. Pro srovnani byly také testovanynky souhrng jako

celkovd populace (CP).

mitochondrialni,TPI vSak signifikantni nebylo.
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Tab. 7: Testy neutrality.

Testy neutrality u AT oblasti

Lokalita CB L ML VN JS cP
Pocet vzorki 10 10 10 10 2 42
Tajimayv test
S 1 1 0 0 43 43
pi 0,356 | 0,467 | 0,000 | 0,000 | 43,000 | 2,372
Tajima’s D 0,015 | 0,82 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | -2,674

Tajima’s D p-value | 0,723 | 0,852 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000

Fudv FS test

Pocet alel 2 2 1 1 2 3
FS 0,417 | 0,818 0 0 3,761 5,420
FS p-value 0,365 | 0,514 N.A. N.A. 0,977 0,975
Testy neutrality u ND5 oblasti
Lokalita CB L ML VN JS CP
Pocet vzorkd 10 10 10 9 2 41
Tajimayv test
S 2 4 0 1 1 7
pi 0,667 | 0,800 | 0,000 | 0,222 | 1,000 0,478
Tajima’s D -0,184 | -1,667 | 0,000 | -1,088 | 0,000 1,950

Tajima’s D p-value | 0,331 | 0,031 | 1,000 | 0,180 | 1,000 0,005

Fudv FS test

Pocet alel 3 2 1 2 2 6
FS -0,272 | 1,744 | 0,000 | -0,263 | 0,000 | -3,067
FS p-value 0,313 | 0,763 N.A. 0,163 | 0,232 0,005
Testy neutrality u TP/ oblasti
Lokalita CB L ML VN JS CP
Pocet vzorkd 10 10 10 10 2 42
Tajimayv test
S 0 11 27 6 7 29
pi 0,000 | 4,867 | 7,756 | 2,422 | 7,000 4,107
Tajima’s D 0,000 | 1,127 | -0,896 | 0,588 | 0,000 | -1,330

Tajima’s D p-value | 1,000 0,896 0,157 0,757 1,000 0,068

Fudv FS test

Pocet alel 1 6 6 4 2 15
FS 0,000 0,325 1,460 1,029 1,946 -2,879
FS p-value N.A. 0,550 | 0,779 | 0,713 0,493 0,144

Pro markeAT analyza rozliSila 3 haplotypy, kde n&$i zastoupeni &hhaplotyp 1, u
ND5 6 haplotyf (haplotyp 2 byl nejvice zastoupen) & Bl 15 haplotyd, pricemzZ nejvic
jedinai meélo haplotyp 3. Péet haplotyfd je uveden v tabulce 8. Sekvence haplotjgou

uvedeny v Hloze 1.
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Tab. 8: Patet haplotypi v populacich.

Pocet haplotypt v populacich u AT oblasti

Haplotyp CB (10) L (10) ML (10) VN (10) 1S (2)
Hap _1 8 3 10 10 1
Hap_2 0 0 0 0 1
Hap_3 2 7 0 0 0

Pocet haplotypt v populacich u ND5 oblasti

Hapotyp CB (10) L (10) ML (10) VN (9) 1S (2)
Hap _1 0 0 0 0 1
Hap_2 6 9 10 8 1
Hap_3 0 0 1 0
Hap_4 3 0 0 0 0
Hap_5 1 0 0 0 0
Hap_6 0 1 0 0 0

Pocet haplotypt v populacich u TPI oblasti

Hapotyp CB (10) L (10) ML (10) VN (10) 1S (2)
Hap _1 0 0 0 0 1
Hap_2 0 0 1 0 1
Hap_3 10 5 5 6 0
Hap_4 0 0 0 2 0
Hap_5 0 0 0 1 0
Hap_6 0 0 0 1 0
Hap_7 0 0 1 0 0
Hap_8 0 0 1 0 0
Hap_9 0 0 1 0 0
Hap_10 0 0 1 0 0
Hap_11 0 1 0 0 0
Hap_12 0 1 0 0 0
Hap_13 0 1 0 0 0
Hap_14 0 1 0 0 0
Hap_15 0 1 0 0 0

Variabilita mezi populacemi (parametty haplotypova diverzita Hda pet
haplotypi h) byly vyp@itany s pouzitim programu DnaSP, které jsou zazname
v tabulce 9. Celkova haplotypova diverzita gfboblast byla 0,382 a nukleotidova diverzita
0,00689. Prd\D5 oblast byla haplotypova diverzita 0,312, nukleotid diverzita 0,00092.
U TPI oblasti to bylo obdobné, haplotypova diverzital?,3ale nukleotidova diverzita byla
vyssi 0,0126.
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Tab. 9: Nukleotidova ) a haplotypova variabilita (Hd a h).

Oblast | Lokalita 711 Hd

AT CB 0,00099 | 0,356

L 0,00135 | 0,467

ML 0,00000 | 0,000

VN 0,00000 | 0,000

JS 0,12256 | 1,000

ND5 CB 0,00195 | 0,711

L 0,00213 | 0,378

ML 0,00000 | 0,000

VN 0,00041 | 0,222

1S 0,00188 | 1,000

~

TPI CB 0,00000 | 0,000

L 0,01493 | 0,778

ML 0,02376 | 0,778

VN 0,00743 | 0,644

NP RPRININ|IFRP|W]PARIN|RRIRPRININES

JS 0,02147 | 1,000

4.3 Geneticka diverzita populaci

Kruskal-Wallisova testy genetické diverzity mezipptacemi neprokazaly vyznamnou
odliSnost (R=0,34; Rq=0,091 a R=0,693).

Dale byly vyp@itany genetické vzdalenosti mezi populacemi (metpdeova p —
distance, Bootstrap 1000x). Ziskané hodnoty jsotabulce 10. NejgtSi genetické
vzdalenosti byly mezi lokalitou Jezerni tsla ostatnimi lokalitami. Toto tvrzeni plati
zejména pro oblagtT. U TPI oblasti byly hodnoty srovnatelné. Mezi lokalitamrtvyy luh a

Velka niva nebyla zjigha zadna geneticka variabilita a to u oblagta ND5.
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Tab. 10: Genetické vzdalenosti mezi lokalitami (s#rodatné odchylky modiée).

Genetické vzdalenosti mezi lokalitami
. AT oblast
Lokalita Cervené blato Liborezy Mrtvy luh Velka niva Jezerni slat
Cervené blato 0,002 0,001 0,001 0,008
Libofezy 0,002 0,002 0,002 0,008
Mrtvy luh 0,001 0,002 0,000 0,008
Velka niva 0,001 0,002 0,000 0,008
Jezerni slat 0,061 0,061 0,061 0,061
. ND5 oblast
Lokalita Cervené blato Liborezy Mrtvy luh Velka niva Jezerni slat
Cervené blato 0,001 0,001 0,001 0,001
Liborezy 0,002 0,000 0,000 0,001
Mrtvy luh 0,001 0,001 0,001
Velka niva 0,002 0,001 0,000 0,001
Jezerni slat 0,002 0,002 0,001 0,001
. TPl oblast
Lokalita Cervené blato Liborezy Mrtvy Luh Velka niva Jezerni slat
Cervené Blato 0,004 0,003 0,002 0,004
Libofezy 0,011 0,004 0,004 0,004
Mrtvy Luh 0,014 0,019 0,005 0,005
Velka niva 0,005 0,012 0,016 0,004
Jezerni slat 0,011 0,015 0,019 0,011

Dale byly vypd@itany hodnoty Ey, které jsou v tabulce 11. Oproti¢ekavani
vyplyvajici z povahy izolovanych stanovigchto populaci a také nizké schopnosti druhu

rozptylit se na delSi vzdalenosti, jsou tyto hogrotané vysoke, i kdyZ ne signifikann
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Tab. 11: Hodnoty Fsr.

Hodnoty Fs; u AT oblasti

Lokalita CB L ML VN IS
¢B 0,00000
L 0,33692 | 0,00000

ML 0,11111 0,66667 0,00000

VN 0,11111 | 0,66667 0,00000 0,00000

IS 0,66580 | 0,65906 0,68750 0,68750 | 0,00000

Hodnoty Fs; u ND5 oblasti
Lokalita CB L ML VN JS
¢B 0,00000
L 0,05983 | 0,00000

ML 0,16667 | 0,00000 0,00000

VN 0,12281 | -0,00648 0,01235 0,00000

JS 0,16667 | 0,05093 0,68750 0,35252 (| 0,00000

Hodnoty Fs; u TPl oblasti

Lokalita ¢B L ML VN JS
¢B 0,00000
L 0,30476 | 0,00000

ML 0,13827 | 0,00141 0,00000

VN 0,19259 | 0,06553 0,00608 0,00000

IS 0,68750 | -0,12489 | -0,19329 | -0,00139 | 0,00000

Pro jednotlivé oblasti byly vytieny grafy, znazdiujici vztah mezi genetickou
vzdalenosti lokalit a jejich geografickou vzdalemd®©br. 11 a — c¢). Pro obla&T vysla
hodnota R, = 0,099 a p = 0,424. Pro obld$b5 R,y = 0,506 a p = 0,047 a pro obla<®|
Ry = - 0,163 a p = 0,271. Ve vSecligadech jsou hodnoty p vyssi nebo na hranici 0,05,
nejsou tedy signifikantni.
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Obr. 11: Vztah mezi genetickou a geografickou vzdéhosti u jednotlivé oblasti(a —AT
oblast, b -ND5 oblast, ¢ TPI oblast).

Ze ziskanych sekvenci byly sestrojeny dendrogramydpné markery metodou Minimum —
Evolution (ME) (Obr. 12 — 14). Dendrogramy sestngienetodami Maximum Likelihood
(ML) a Maximum Parsimony (MP) jsou ¥ibze 2 — 7. U metody Maximum Likelihood byl
pouzit model Tamura 3 — parameter u maik&t a TPI. Pro markeND5 byl vybran model
Hasegawa — Kishino — Yano. Ani v jednofipact, jak je patrné z nasledujicich obrazk

nedoslo k rozéleni jednotlivych populaci do klastdle geografickéhotvodu.
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Obr. 12: Dendrogram AT (Minumum — Evolution, p — distance, Use all sitesBoostrap
1000x). Strom zakdenén pomoci motylaHelicoverpa armigera. Jednotlivé lokality jsou

odliSeny barevrg.
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Obr. 13: Dendrogam ND5 oblasti (Minumum — Evolution, p — distance, Use &lsites,
Boostrap 1000x). Strom zakbenén pomoci motyla Helicoverpa armigera. Jednotlivé

lokality jsou odliSeny barevrg.
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Obr. 14: Dendrogam TPI oblasti ( Minumum — Evolution, p — distance, Use Iksites,
Boostrap 1000x). Strom zakbenén pomoci motyla Helicoverpa armigera. Jednotlivé

lokality jsou odliSeny barevrg.
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Na zaklad ziskanych frekvenci haplotypbyly graficky znazorény vztahy mezi
haplotypy u danych mark&fObr. 15 a — c). Toto grafické znazémih bylo provedeno proto,
abych se ukazalo, jak vztahy mezi haplotypy odpajijdjich geografické poloze.

a)

Obr. 15: Grafické znazornéni haplotypi pro jednotlivé markery (a - AT oblast, b —
ND5 oblast, ¢ —TPI oblast). Kazdy kruh reprezentuje 1 haplotyp a rozdleni kruhu
odpovida patu vzorkd u danych lokalit. Cerverg je vyznatena lokalita Velka niva,
Zlutozelerg Jezerni sl&@, razow Mrtvy luh, tmav é modie Liborezy a s¥étle modie

Cervené blato.
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Pomoci programicong Congruence Testyly porovnana topologie dendrograrne
vSech oblasti, které byly vytieny pomoci metody Minimum — Evolution. Zgg& hodnoty
kongrunece mezi jednotlivymi markery jsou zapsamnghulce 12.

Tab. 12: Vysledky testu kongruence.

Marker AT ND5 TPI
AT - 1,13 x 10-7 29,559 x 10-7
ND5 2,1886 - 187,084 x 10-7
TPI 0,8338 0,7295 -

Hodnoty LongjSou v levém dolnim rohu, praglodobnosti v pravém hornim.

PrestoZe testy kongruence nebyly signifikantni, naérzéyl vytvoren spojeny
(,concatenated") marker, ktery vyuziva vSechny seloe AT a ND5 a TPI). Cilem bylo
zjistit, zda takto zkombinovany markerage @ispét k rozliSeni gkterych mén jasnych
klastrt.

Timto zpsobem bylo ziskano 42 spdhgych a nasledn z nich byl vytvden
dendrogram metodou Minimum — Evolution. Statistigg@dpora stromu byla testovana
metodou Bootstrap, 1000 opakovani. Vyemy dendrogram je znaz@émna Obr. 16.
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Obr. 16: Spolegny dendrogram oblasti AT, ND5 a TPl (Minumum — Evolution,
p — distance, Use all sites, Boostrap 1000x). Strormakofenén pomoci motyla

Helicoverpa armigera. Jednotlivé lokality jsou odliSeny barevi.
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Dale byly zjiSény haplotypy pro spojeny marker. Analyza rozli&ila haplotyg, jejichZz
vztah byl graficky znazogm (Obr. 17). Behled sekvenci haplotypge v Riloze 8.

et i

P R

T

)

-

Obr. 17: Grafické znazornéni haplotypa u vSech oblasti. Kazdy kruh reprezentuje 1
haplotyp a rozdéleni kruhu odpovida pcétu vzorké u danych lokalit. Cerveré je
vyznafena lokalita Velka niva, Zlutozele® Jezerni sl&, razowé Mrtvy luh, tmav é

modie Liborezy a s¥tle modie Cervené blato.
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5 Diskuze

5.1 Izolace DNA a metodika PCR
Jelikoz byla pouzita pouze jedna metoda k zisk#@NA, a to pomoci DNAeasy
Blood & Tissue Kit (QIAGEN), ktera byla uspna u vSech analyzovanych vzirkebylo
potreba zkouset jiné metody k izolaci DNA.
PCR reakce jsem provéld podle standartniho postupliento postup byl Gggny u

vSech vzorl, tudiZz nebylo nutné émit mnoZstvi pidanych slozek.

5.2 Testované markery

Na zaklad literatury zabyvajici se popuiai genetikou lepidopter i jiného hmyzu jsem
postupr vybirala vhodné markery, u nichz byla pozorovaaaabilita mezi geografickymi
primer, které byly bd’ piejaty z literatury, nebo navrhované v nasi labdrata zaklad
sekvenci z druinco nejgibuzrgjSichL. lambda

Mezi prvni odzkouSené p@dt marker AT, ktery se v literatte jevil jako
jsem pokrédovala dale s makereMD5. Jaderny markefTS ktery je Uspsre pouzivan u
fady jinych druli, se nepodido naamplifikovat. DalSimi obdoknneusgSnymi markery
byly ATPaND4. K nasledujicim jadernym marken patil soubor EPIC lokus (DDC, MPI
a TPI), které jsem amplifikovala pomoci prindeuniverzalnich pro hmyz. Zt¢hto se
poddilo ziskat pouze fragment phdPl.

Pricina neuspchu bude prawpodobr jednak vysoky obsah AT bazi, kteréi p
uspdadani do fetizku“ (nag. AAAAAAAAAAAAAA) zp dsobuji jednak sklouzavani
DNA polymerazy, jednak mohou vytket sekundarni sktruktury, diky nimz se néd2CR
amplifikace nebo sekvenovani. Nutno ovSetfipystit i moznost, Ze pouzité primery nebyly

pro dané useky dostéte specifické.

5.2.1 Mitochondrialni marker AT

Zpocatku se tento marker jevil jako vhodny, diky sv@dryariabili® u mnoha drui.
Je to dokonce nejvariabdj$i oblast mtDNA genomu (Uimaniengt al 2000). Podle
Taylora et al (1993), ktery navrhl, Ze by tato oblast mohla Isffonym zdrojem
polymorfnich marker pro populéni genetiku a fylogenetické rekonstrukce (zce
souvisejicich taxah se AT oblast z#ala pouZzivat jako molekularni marker u lepidopter.
Wan et al (2011) ve své studii, kterd ukazala rozdil wegenetické vzdalenosti mezi

populacemi, pouzil markery prAT oblast alTS2 U ITS2 byl stupé genetického &eni
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vySSi, coz autivo zdiavodnili tim, Ze AT oblast je ddéna maternal v mtDNA segmentu,
zatimcolTS2 je zckdéna ze segmentu jaderné DNA. \istedku toho ma mitochondrialni
genomctyiikrat mensi efektivni velikost populace, nez nuki¢é®NA. To mé za nasledek
rychlejSi upevani a posileni populacefipdéleni nez jaderné DNA. Toto potvrzuje i ma
prace, kdy se jako variabdjsi jevil jaderny markem Pl.

Ve své praci jsem nejprve pouzila dvojice pritnélepAT2B/SeqlLepMet, které by
mohly naamplifikovat celou oblaskT. Zrejm¢ z divodu velkého p&tu A a T se mi
nepodéilo ziskat Zadné sekvence, protoZe polymeraza réeddk naamplifikovat tak dlouhy
a monoténni fragment. Poté jsem vyzkousSela dvgpemern 12s/J6 — lle, u které bylo
ziskano 42 sekvenci ze vSech pouzitych vizoNicméré po osekvenovani vSech vzéarke

variabilita u danych lokalit projevila jen v 12,152&elkové sekvence.

5.2.2 Mitochondrialni marker ND5

Marker ND5 poskytuje v popukéni genetice vice rozliSeni, poradZ obec# plati, Ze
ma u bezobratlych rychlejSi evohi rychlost, ktera rize byt zfisobena pozitivni selekci
(Ballard J. W. O., 2000; Meiklejohn C. Bt al. 2007). Mou snahou bylo osekvenovat, co
nejwetsi ¢ast oblastND5 pomoci dvojice primérN5 —J — 7077/N4 — N — 8487. Tento usek
se ale naamplifikovat nepaila proto jsem zkusila amplifikovat kratSi Usek pauZziti
primeri N5 —J — 7572/ N4 — N — 8487.

U tohoto markeru se mi poill® UspESns osekvenovat 41 vzoik | kdyZ u tohoto
markeru byl osekvenovan delSi fragment neATuoblasti, variabilita byla nizsi - pouze

1,91% z celkové délky sekvence.

5.2.3 Nuklearni marker TPI

Pro nuklearni markerPI bylo nejdive vyzkouSeno vice dvojic primgravsak nejvice
se os¥dcila dvojice Tpi282f/Tpi850gR, ktera obsahovala jedatron. Aékoliv sekvenovani
probhlo relativre usgsre, bylo Zejmé, Ze pro dokonalé rozliSeni jednotlivych haydot
resp. genotyfp, by bylo vhod#jSi PCR produkty zaklonovat. K tomu jsem vSakagovych
duvodi negistoupila. Pomoci jiz vySe zminych primeé se mi podélo osekvenovat 42
vzorkl z pti lokalit. | zde se projevila dita variabilita, a to v 8,87% z celkové délky

sekvence.

5.3 Geneticka variabilita populaci
U markeruAT se velka variabilita neprojevila az na oblast deizela’. Naopak u
markeruTPI se utita variabilita prokazala. Jako nejmévyhovujici marker se jeviND5, u
kterého byly jiz zpdatku problémy s amplifikaci a sekvenovanim.
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JelikoZz jsou populace od sebe vzdaleny a vyskg®ijna izolovanych stanovistich,
ocekavala jsem, Ze nebudou sdilet spiéehaplotypy. V fipac, Ze by je sdilely, tak pouze
mezi oblastmi, které jsou k sbbblize Cervené blato x Libiezy — nachazejici se
v Tiebaiské panvi, a Mrtvy luh x Velka niva x Jezernitslazici na Sumay). Ale ani
vtomto gipadt tomu tak nebylo. Bzné lokality tSinou nely stejny dominantni
(prevladajici sdileny) haplotyp, i kdyZz se ni&tad u TPl markeru objevilo 15 haplotyp
Tento vysledek rmive vyplyvat z genetického toku (migrace) nebo palsfiamu
piedchazejicich generaci. Tento modéémvyplyvat i z kombinace pomalé evoluce a delSi
doby, kterd je padebna pro fidéni jaderného polymorfismu v dané linii, jak tomuldy
v praci Kajtocha, (2011). Ten zjistil, Ze toake byt ovlivieno i pohlavim, kdy u brouka
Centricnemus leucogrammisou ol& pohlavi nelétava. Tim padem nedochazi, k tomwze b
sameek byl vice sthovavy nez samika. URitou Ulohu by mohlo hrat snizeni
vhitropopul&ni variability genetickym ,bottleneckem*, ovSem tiesheutrality tento jev
nepotvrdily, jelikoz pro celkovou populaci byly hwaty D u Tajimova testu zaporné a
vyrazré odchyleny od nuly u oblasAT a ND5, i kdyZ se jedna o nekddujiéast mtDNA

genomu.

5.4 Genetick& diverzita populaci

V dalSi fazi analyz jsem obratila svou pozornostgesmetickou diverzitu populaci.
Napriklad v praci Kajtochaet al (2013), ktery zjiSoval genetickou rozdilnost u populace
v Polsku na mandelinc€heilotoma musciformigobyva pouze 3 oblasti v Polsku), déksp
k vysledkim, Ze jediny rozdil byl pozorovan@OI - pouze 1 mutace. To vedlo k extrémn
nizké Urovni genetické diferenciace, coz neni Jashus geografickou izolaci. Jeho 2aje
podobny jako v mémifpack. U populaci neni signifikantni zavislost mezi gat®u a
geografickou vzdalenosti, coz je v souladu s hamofst naznéujicich u rkterych lokalit
vysokou migraci. Vysétlenim nuize byt to, Ze ubyl p®t jedindé na daném raselinisti, coz
vedlo k drastickému snizeni jejich genetické rozoati. K tomu mohlo dojit zejména u
populace z lokality Jezerni glakde byli ziskani pouze dva jedinci évibdu nepiznivych
klimatickych podminek za posledni roky. Zivna rivstl dilezitd pro peziti motyla
Lithophane lambd&yla spalena mrazem.

Obdobna situace nastala i u vytgoych dendrogramm Ocekavala jsem, Ze se
jednotlivci rozdli do klast podle jejich geografického vyskytu, ale ani v jedngipace
k tomu nedoslo. Tento vysledek potvrdil i ved genetické vzdalenosti mezi populacemi,
kdy dané populace si jsou velmi podobné, proto méni nehraje roli jejich geograficka
vzdalenost.
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K rozliSeni populaci nedoSlo antiprytvoreni konkatenovaného dendrogramu, ktery
jsem zkonstruovala ze spojeni vSechégsp ziskanych sekvenci. Jak jsem altelkavala,
vysledny dendrogram neradd populace do jednotlivych klasty coz naznél i fakt, Zze
opet sdileji stejné haplotypy.

Jednou z moznosti, které mohly ovlivnit vysledkgtigjsou i relativk malé paéty
vzorkovanych jedint. U rekterych lokalit by toto mohlo byt napraveno opakoua
shérem, ovSem nap u lokality Jezerni staje toto v disledku ekologickych zem na
stanovisti vylodeno.

Pro dalSi studiuniithophane lambdaby bylo vhodné zasstit se spiSe na jaderny
genom, ktery z vysledkvychazel jako nejvhodigi marker. Nutné by bylo ziskané PCR
produkty zaklonovat, pdfpact pouzit specifitéjSi primery.

Z mtDNA genomu by bylo mozné vybrat jiny markerpfiklad porovnanim celych
mitogenont u piibuznych drufh a otestovanim, zda se vSechny geny vyvijeji nkdtra
protozZe selekce fize zagiit pisobeni demografickych prodesren by se nasledrporovnal

s nuklearnim markerem.
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6 Zavér

Podailo se uspsre naamplifikovat a osekvenovat &wblasti mtDNA genomuAT
oblast aND5. Navzdory tomu, tyto markery nebyly schopné #izgopulace na zaklad
jejich variability, jak se &ekavalo dle studované literaturyilzité je zohlednit fakt, Ze se
jedna o oblast s vysokym vyskyteNT. Z tohoto divodu bych navrhla zkusit osekvenovat
vetSic¢ast této oblasti, zda by se v ni projeviisv variabilita.

Z jaderného genomu se pdéiia ziskat sekvence pouze z markdml. Tento marker
se jevil variabil@jSi nez mitochondrialni markery. Nicm&ani pomociTPIl se nepodao
rozclit jedince do populaci podle jejich vyskytu.

U celkové populace vySly testy neutrality signifikai, coZz naznalje mozny
.bottleneck” u zakladajici populacetipadré pisobeni selekce. V dalSich studiich by bylo
vhodné pokusit se vyvzorkovat co ndii paet jedindé z riznych lokalit v celém arealu

rozSteni daného druhu a pokusit se zjistit, ktera lekabsahuje zakladajici populaci.
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8 Prilohy

Priloha 1: Sekvence haplotyf u jednotlivych markeri.

Sekvence haplotyp( u jednotlivych markert

Haplotyp Sekvence haplotypu u AT oblasti
Hap_1 TAAATATAACATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAA
Hap_2 ATTTATATGTGAAAATTAATGATAGTGTTTAAACTTGAGAAGG
Hap_3 TAAATATAATATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAA
Haplotyp Sekvence haplotypu u ND5 oblasti
Hap_1 AAGGTTG
Hap_2 AAGGTAG
Hap_3 AATGTAG
Hap_4 GAGGTAG
Hap_5 AAGATAG
Hap_6 ATGAAAA
Haplotyp Sekvence haplotypu u TPI oblasti
Hap_1 CTTCGAAATGGTCACCTTGCGGCAGAAGG
Hap_2 CTGCGAAGGGGACACTTTGCGGCGAAAGG
Hap_3 CTGCGAAGGGGACACTTTGCGGCAAAAGG
Hap_4 CCTCGAAGTGGTCACTTTGCGGCGGAAGG
Hap_5 CTTCGAAGGGGACACTTTGCGGCGAAAGG
Hap_6 CTTCGAAGGGGACACTTTGCGGCAAAAGG
Hap_7 ACTCGCAGCCGTCACCTGCCGAAGGAAGC
Hap_8 CTTCGAAGCGGACACCTTGCGGCGGGAGG
Hap_9 CCTTGACGCGATTAATCGCAGGCAAAAAG
Hap_10 CTTCAAAGCGGACACCTTGCCACGAGGGG
Hap_11 CCTCGAAGCGGACACTTTGCGGCAGAAGG
Hap_12 CTTTGAAGCGGACACCTGGCGGCGGAAGG
Hap_13 CCTCGAAGTGGACGCCTTGCGGCGGAAAG
Hap_14 CCTCGAAGTGGACGCCTTGCGACGGAAAG
Hap_15 CCTCGAAGTGGACGCCTTGCGGCAGAAAG

a7




Priloha 2: Dendrogram AT (Maximum Likelihood, Tamura 3 — parameter, use allsites,
Boostrap 1000x). Zakdenény strom pomoci motylu Helicoverpa armigera. Jednotlivé

lokality jsou odliSeny barevreg.
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Priloha 3: Dendrogram AT (Maximum Parsimony, Use all sites, Boostrap 1000x)
Zakorenény strom pomoci motylu Helicoverpa armigera. Jednotlivé lokality jsou

odliSeny barevrg.
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Priloha 4: Dendrogram oblasti ND5 (Maximum Likelihood, Hasegawa — Kishino —
Yano, use all sites, Boostrap 1000x). Zakenény strom pomoci motylu Helicoverpa

armigera. Jednotlivé lokality jsou odliSeny barevi.
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Priloha 5: Dendrogram oblastiND5 (Maximum Parsimony, Use all sites, Boostrap
1000). Zakarenény strom pomoci motyluHelicoverpa armigera. Jednotlivé lokality jsou
odliSeny barevrg
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Priloha 6: Dendrogram oblasti TPI (Maximum Likelihood, Tamura 3 — parameter, use
all sites, Boostrap 1000x). Zakienény strom pomoci motylu Helicoverpa armigera.

Jednotlivé lokality jsou odliSeny barevig.

BL
8L
2L
1L
ML
7ML
ML
2ML
ML
gvN
0l6VN
4VN
VN
2VN
VN
0L
TVN
10V
L
2 {3 4ML
3{'; gL
_ 5 4L
AL
52—‘— 10ML
4bg BV
21 1av
13 ra
Gl °L
7L
4?‘{ BML
Helicoverpa armigera

52



Priloha 7: Dendrogram oblasti TPl (Maximum Parsimony, Use all sites, Boostrap
1000x). Zakaenény strom pomoci motylu Helicoverpa armigera. Jednotlivé lokality

jsou odliSeny barevré
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Priloha 8: Prehled sekvenci haplotyj.

Haplotyp Sekvence haplotypl
Hap_1 TAAATATAACATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAACTTCGAAATGGTCACCTTGCGGCAGAAGG
Hap_ 2 ATTTATATGTGAAAATTAATGATAGTGTTTAAACTTGAGAAGGCTGCGAAGGGGACACTTTGCGGCGAAAGG
Hap_3 TAAATATAACATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAACTGCGAAGGGGACACTTTGCGGCAAAAGG
Hap_4 TAAATATAACATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAACCTCGAAGTGGTCACTTTGCGGCGGAAGG
Hap_5 TAAATATAACATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAACTTCGAAGGGGACACTTTGCGGCGAAAGG
Hap_6 TAAATATAACATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAACTTCGAAGGGGACACTTTGCGGCAAAAGG
Hap_7 TAAATATAACATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAAACTCGCAGCCGTCACCTGCCGAAGGAAGC
Hap_8 TAAATATAACATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAACTTCGAAGCGGACACCTTGCGGCGGGAGG
Hap 9 TAAATATAACATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAACTGCGAAGGGGACACTTTGCGGCGAAAGG
Hap_10 TAAATATAACATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAACCTTGACGCGATTAATCGCAGGCAAAAAG
Hap_11 TAAATATAACATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAACTTCAAAGCGGACACCTTGCCACGAGGGG
Hap_12 | TAAATATAATATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAACTGCGAAGGGGACACTTTGCGGCAAAAGG
Hap_13 | TAAATATAACATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAACCTCGAAGCGGACACTTTGCGGCAGAAGG
Hap_14 TAAATATAATATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAACTTTGAAGCGGACACCTGGCGGCGGAAGG
Hap_15 | TAAATATAATATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAACCTCGAAGTGGACGCCTTGCGGCGGAAAG
Hap_16 TAAATATAATATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAACCTCGAAGTGGACGCCTTGCGACGGAAAG
Hap_17 | TAAATATAATATTGTAATTATTATAAAAAATTTTCCTGAGGAACCTCGAAGTGGACGCCTTGCGGCAGAAAG
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