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Uvod

Parazitologické analyzy populaci drobnych hlodavcti maji pozornost védeckeé
komunity jiz téméf 80 let. Mimo studie zabyvajici se ekologickymi faktory vztahu
hostitel-parazit, kompetice mezi patogeny, zivotnimi cykly paraziti a vektorovém
pusobeni hostitel pro Sifeni infekénich onemocnéni typu borelidzy ¢i meningitidy. Byli
a jsou tyto studie dilezité i z hlediska porozuméni vztahu mezi imunitnim systémem,
konkrétn¢ hlavnim histokompatibilnim komplexem (dale jen MHC) a obrannymi
mechanismy parazitologické fauny. VétSina studii se proto zaméfuje prave na variabilitu
MHC gent a vlivu, ktery maji jednotlivé alely na fitness populaci a jedinct.

MHC je soucast imunitniho systému vyskytujiciho se v téle obratlovct, ktera
zodpovida za rozpoznavani cizorodych peptida (antigen) diky velmi vysoké variabilité
V mist¢ vazajici antigen (dale jen ABS) na povrchu molekul MHC. Tato variabilita je pak
pifimo spojend s geny MHC, jejichZz lokusy, konkrétné lokus MHC DRBII, koduji
proteiny pro tvorbu MHC molekul. Lokusy se mohou vyskytovat v mnoha alternativnich
formach (alelach). A pravé tyto alely jsou stézejnim bodem ve studiich zamétujicich se
na problematiku MHC variability. Dilezitou otazkou zde ziistava, jakym zptisobem se
tyto alely udrzuji v populacich navzdory genetickému driftu a negativni selekci. Teorie
podporujici udrzovani vysokého polymorfismu MHC v genovych fondech populaci jsou
ve vétsing pripadl zaloZeny na vztahu parazit-hostitel. Patii mezi né vyhoda heterozygota
(overdominant selection), negativné frekvencné zavisla selekce, sexualni selekce
a mezidruhovy polymorfismus. VSechny tyto typy budou detailnéji ptiblizeny v prvni,
teoretické Casti prace. Stejné jako soucasné povédomi o vztahu alelické rtiznorodosti
a jejim vlivu na parazitaci populaci.

Druhé ¢ast této prace vykazuje predevsim statistickém zhodnoceni parazitického
zamoieni v Evropskych populacich jedinct celedi Arvicolinae. PficemZ se sousttedi
pfedevSim na ektoparazitické zamoteni populaci ve vztahu k variabilit¢ MHC genl
a zjisténi pasobeni selekéniho tlaku. Cilem této prace je provést analyticky rozbor
parazitického zatizeni ve vybranych populacich drobnych hlodavci (druhi Myodes
glareolus, Microtus arvalis, Microtus agrestis) a prozkoumani jejich MHC diverzity.
Mezi diléi cile patfilo ziskani dat o ektoparazitech v danych populacich, charakterizovat

diverzitu alel lokusu MHC DRBII v populacich a jedincich zvolenych druhti a nasledné



porovnat epidemiologicka data (mira infestace) s diverzitou MHC alel s cilem odhalit

pfipadnou zavislost.



1.1 Role a struktura molekul hlavniho histokompatibilniho systému

V imunitnim systému savcu nalezneme dv¢ dilezité casti. Jednou z nich je
vrozeny imunitni systém, poskladany z mnoha funk¢éné odlisnych modult, poskytujicich
rizné druhy obrany proti patogenim. Druhou c¢asti je pak myslen adaptivni imunitni
systém, poskytujici obranu na bazi vazby mezi antigenem a molekulou hlavniho

histokompatibilniho komplexu (Medzhitov, 2007).

Pro spravnou funkci adaptivniho imunitniho systému jsou tieba, predevsSim
molekuly MHC I a MHC 11, které se podileji na prezentaci antigenu cytotoxickym T-
lymfocytim (dale jen CD8") a pomocnym T-lymfocytim (dale jen CD4"), (Bellocq
a Charbonnel, 2008).

Struktura MHC molekul je tvofena ze dvou imunoglobulinovych domén, na které
paraleln¢ nasedaji dv€ a—Sroubovice ulozené v prostorovém uspofadani f—skladaného
listu (Rock a spol., 2016). Grafické znazornéni je mozné vidét na obrazku (Obr. 1).
Heterodimerova molekula MHC I se sklada ze dvou polypeptidickych fetézct slozenych
ze Ctyf regionll. Prvnim je o-fetézec, neboli tézky fetézec obsahujici tfi extracelularni
domény a to al, a2 a a3, trans-membranovy region a cytoplasmatickd doména navazana
na karboxylovém konci. Druhym fetézcem je pak lehka p2-mikroglobulinova
podjednotka, ktera je pfipojena k a3 doméné tézkého fetézce nekovalentni vazbou
a obsahuje pouze jednu doménu (Hughes a Yeager, 1998; Rammensee a Falk, 1993). 3-
fetézec hraje také klicovou roli pro stabilitu MHC molekuly (Penn, 2002).
Nejvyznamngjsi casti struktury molekuly MHC 1 je zlabek, jinak také znamy jako
vazebné misto antigenu/peptidu (dale jen PBS), stojici na vrcholu. PBS je formovano
dvéma o-Sroubovicemi a ohraniceno strukturou B-skladaného listu (Hughes a Yeager,
1998). Peptidy se zdaji byt nedilnou soucasti proteinového komplexu, protoze prazdna
molekula MHC I je zna¢né nestabilni. Peptid o délce kolem 8 aZ 10 aminokyselin se t€sné
navaze na PBS v rozsifené konfiguraci s konci a takzvanou ,,kotvou* ze zbytkli zanofenou
ve specifickych kapsach (Rudoplh a Stanfield, 2006). PBS navazuje peptid skrze
konzervované zbytky ptes vodikové mistky, které se uchyti na jeho karboxylovych
a aminokyselinovych koncich (Rammensee a Falk, 1993). Piesnéji feceno tyto dva

postranni fetézce se navazuji v urcitych polohidch peptidu a to jeden pravé na



karboxylovém konci a druhy jinde, u né&j zalezi na MHC alele, které urci specifické kapsy
u PBS (Rammensee a Falk, 1993). Takto navazany peptid je pak dostupny pro interakci
s CD8" (Rudoplh a Stanfield, 2006). Peptidické vazebné misto se sklada z péti kapes, do
kterych pasuji postranni fetézce peptidickych zbytkid (Hughes a Yeager, 1998).

Struktura MHC 1II molekul je slozena ze dvou nekovalentné navazanych
polypeptidickych fetézcti (o a ) a extracelularnich regioni. Oba fetézce maji jednu trans-
membranovou sekvenci obsahujici vodikové mistky, kterymi jsou molekuly zanofené
Vv bunééné membrang, vysoce konzervovanou a2 a 2 doménu, kde se vazou CD4"
a vysoce variabilni PBS region zformovany z ol a 1 domén (Jones a spol., 2006),
(Mayer a Nyland, Immunology chapter 10, [online]). Stejné jako v ptipadé MHC I, i zde
je PBS mistem s nejvétsi variabilitou a je formovan se zakladnou B-skladaného listu
a dvéma sténami zformovanych z a-Sroubovic. PBS u MHC 11 je oteviené na jednom
konci tak, aby mohl navazat delsi peptidy o délce od 13 do 25 aminokyselin s nékterymi
aminokyselinami mimo PBS. Jaky peptid bude PBS vazat, zavisi ptredev§im na
vlastnostech aminokyselin, které jsou soucasti PBS (Jones a spol., 2006), (Mayer
a Nyland, Immunology chapter 10, [online]).
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Obr. 1: Struktura molekul MHC I a MHC II (pfevzato z Penn, 2002).



Zasadnim faktorem pro spravnou funkci bunééné imunitni odpovedi jsou
lymfocyty, které vznikaji pfi hematopoéze v kostni dieni a cirkuluji v krvi, ¢i se usazuji
v lymfatickych organech. B-lymfocyty dozrévaji v kostni dieni a nesou na sob¢
protilatkovou molekulu slouzici jako receptor pro antigen. Po navazani antigenu
B- lymfocyty zacinaji proliferovat a diferencuji se na pamétové a plazmatické bunky.
Plazmatické buniky nasledné za¢nou vytvaiet protilatky (Gitlin a Nussenzweig, 2015). T-
lymfocyty na rozdil od B-lymfocytii dozravaji v brzliku, kde se podrobuji piisné selekci,
a7 95% z nich je eliminovano, ¢i inaktivovano. Déli se na dvé subpopulace CD4* a CD8".
Vysoké diverzita je zajiSténa ndhodnym pireskupovanim genii T-bunéénych receptorti
(dale jen TCR). Pouze T-lymfocytim, které jsou schopné rozpoznat své vlastni MHC
peptidové komplexy, je dovoleno vstoupit do cirkulace a to z duvodu nebezpeci

autoimunitniho onemocnéni (Heath a Carbone, 2001).

Molekuly MHC I se nachézeji téméf na vSech bunkach, kromé erytrocytt (Penn,
2002). Peptidy prezentované MHC I molekulami, pochazi predevsim z endogenné
syntetizovanych proteinu. Tyto proteiny jsou ndsledné S$tépeny na peptidy za pomoci
proteolytického komplexu (Heath a Carbone, 2001). Proteozomy se vyskytuji u vSech
organismi a u savci jsou kddovany dva dulezité proteozomy uvnitt MHC 1l regionu,
jedna se o LMP2 a LMP7 (low molecular mass polypeptide). Nasleduje piesun
rozstépenych peptidi do endoplasmatického retikula skrze dimerické antigenni
transportéry (dale jen TAP), kde se utvoti komplex slozeny z MHC | molekuly, b2-
mikroglobulinu a peptidu, ktery je transportovan na povrch buiiky. Pokud je peptid
z vlastnich proteinii buiiky, CD8" diky pfisné selekci, kterou podstoupily v brzliku, na
peptid nereaguje (Heath a Carbone, 2001), (Hughes a Yeager, 1998). Kazdy CD8" ma
vlastni unikatni TCR vybrané tak, aby na vlastni peptidy nereagovaly (Penn, 2002).
Pokud je vSak builka napadena, at’ uZ virem, nebo vnitrobunéénym parazitem, pak se
nekteré z proteind rozstépenych proteozomy navazi na MHC I molekuly a vytvofi tak
komplex, ktery se objevi na povrchu buiiky, kde se stietnou s CD8". Mimo TCR ma kazdy
CD8" také adhezivni molekulu CD8 zajist'ujici stabilitu interakce mezi T-lymfocyty
a bunkami prezentujicimi peptid (Penn, 2002). Po rozpoznani ciziho peptidu se T-
lymfocyt aktivuje a spusti cytotoxickou reakci, kterda buitku zabije (Hughes a Yeager,

1998).



MHC 1II molekuly jsou exprimovany na specializovanych bunikach jako jsou
antigen prezentujici builky typu makrofagli, dendritickych bunék, B-lymfocyti
a Langerhansovych bunék. Z toho ditvodu maji mnohem omezenéjsi expresi nez MHC 1
molekuly. MHC II prezentuji peptidy Tn bunkam, jejichz role spociva v aktivaci B-
lymfocytt a makrofagi.(Penn, 2002). MHC Il molekuly prezentuji proteiny, které do
bunky vstoupily endocytickou cestou. Pii svém dozravani v endoplasmatickém retikulu
tvoti komplex s invariantnim fetézcem na obrazku (Obr. 2) zndzornéném jako (MHC II-
1i), ktery zabranuje navazani peptidu do PBS MHC II molekuly (Heath a Carbone, 2001).
Komplex nasledn¢ cestuje skrze Golgiho, kde je invariantni fetézec degradovan na MHC
II/CLIP a pot¢ MHC II molekula navaze antigenni peptid, ktery je transportovan na
povrch buiky, kde interaguje s CD4" (Heath a Carbone, 2001), (Hughes a Yeager, 1998).
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Obr. 2: Procesy prezentace antigennich peptidu u MHC I a MHC II molekul
(prevzato od Heath a Carbone, 2001).

Glykoproteiny tvotici MHC molekuly jsou kodovany MHC geny, které se
nachazeji na pomérné velkém chromozomalnim regionu o velikosti 200 lokust u lidi se
tento region nachazi na Sestém chromozomu u mysi pak na sedmnactém (Bellocq

a Charbonnel, 2008). Tento region vSak nenese pouze MHC geny, ale také velké mnozstvi



jinych gent, ovliviwgjicich rist, vyvoj, reprodukci, pach a ¢ich (Penn, 2002). Lokusy
kodujici MHC molekuly maji mnoho alternativnich forem (alel) jednoho genu a z toho
divodu jsou, velmi polymorfické. Ve skutecnosti patii mezi nejvice polymorfické geny
u vyssich obratlovct. Tento polymorfismus se nasledné projevuje u MHC molekul v PBS

pfi zachyceni a prezentaci antigenu (Babik a Radwan, 2007).

1.2 Geneticka variabilita MHC

Region zodpovédny za koédovani a-fetézcti se nachdzi u lidi na Sestém
chromozomu u mysi je pak tento region pfitomen na chromozomu sedmnactém (Penn,
2002). Na téchto chromozomech se u lidi vyskytuje polymorfickd tiida Ia lokust
oznacovana jako HLA komplex (HLA-A, HLA-B a HLA-C), kde se nachédzi geny
s mnoha variantami alel. Podobné je to u mysi, kde se nachazi H-2 komplex s kodujicimi
lokusy K, D, L (Hughes a Yeager, 1998). H-2 region u mysi se svou organizaci gent
podoba lidskému HLA, H2 region se nachazi mezi geny H2-K a pgk-2 a lidsky HLA
region mezi PGE-2 a DQA, bliz§i seznameni s piislusnymi lokusy a regiony, pak muzete
vidét na obrazku (Obr. 3), (Klein, 1986).

Na H-2 regionu se vyskytuje pies 60 genli, mimo geny MHC I a MHC I tfidy
zodpové&dné za prezentaci antigenu, zde miZeme najit geny MHC III tfidy. Geny tfidy
MHC III zahrnuji slozky komplementu, hydroxylazu, tumor necrosis factor (dale je TNF
a ¢i PB) a proteiny tepelného Soku (Uehara et al., 1992). Dalsi dulezit¢ slozky MHC
molekul jako B2-mikroglobulin je kédovan mimo MHC komplex, u lidi na patnactém
chromozomu. Mezi B2-mikroglobulinem a MHC | a-fetézcem a MHC 11 molekulami je
zaznamenan vzdaleny evolu¢ni vztah, ale tento lokus nevykazuje Zadnou znamku
polymorfismu (Hughes a Yeager, 1998). Diverzita MHC je patrna jak uvnitf druhu, tak
mezidruhové. Vnitrodruhové — haplotypové variace probihaji na dvou urovnich, tou
jednou je obrovska variabilita u alel MHC I a MHC II a u té druhé se jednd o zménéch

poctu celych lokust (Stroynowski, 1990).
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Obr. 3: Rozdéleni MHC lokusti na 6 (lidském) a 17 (mySim) chromozomu
(pievzato a upraveno od Relle a Schwarting (2012).

Hlavnim projevem MHC variability je kodovani proteinti v PBS, kde nalezneme
vysoké mnozstvi nesynonymnich substituci (Hughes a Nei, 1989). Za procesy
pfedchazejici expresi aminokyselin v PBS jsou zodpovédné piedev§im vySe zminéné
regiony H-2 u mysi a HLA u lidi. Pisobnost MHC genti se ov§em neomezuje pouze na
imunitni adaptivni systém, ale ovliviiuje i dalsi zivotné dulezité procesy. Mezi nimi
kuptikladu geny ovliviiujici rist a rozmnozovani (Penn, 2002). Podle T. J. Gill IIT a spol.,
(1994) jeden z regiont uzce spojeny S MHC ovliviiuje pravé rist, rozmnozovani
a rezistenci vaci rakoviné. U Rattus se jednd o region oznaCovany jako rlstovy
a rozmnozovaci komplex (growth and reproduction complex, dale jen grc). Mnoho
podobnych vlastnosti vykazuji t-haplotypy u Mus musculus, avsak na rozdil od grc
narusuje tento region segregaci a tlumi rekombinaci. Dalsi dilezitou funkci MHC gent

je rozpoznavani pachti, na zdklad¢ cehoz, pak muze dochazet k vybéru partnera.



O funkénim vyznamu rozpoznani pachu na zakladé¢ MHC variability je n¢kolik hypotéz,
zakladajicich se vybéru partnera skrze zvySenou heterozygotnost u potomstva ¢i zajistit
vétsi Sanci na kombinaci alel vhodnych k pieziti v daném ckosystému s rychle se
vyvijejicimi parazity. Tteti hypotéza je zaloZzena na vyhnuti se inbreedingu, ktery miize

mit vazné nasledky pro fitness potomstva (Millinsky a spol., 2006).

1.3 MHC polymorfismus a prirodni selekce

MHC systém je souc¢asti imunoglobulinové multigenni super-rodiny, s niz sdili
procesy duplikace genu, funkéni rozdilnost duplikovanych genti, a umlceni (silencing)
duplikovanych genii prostfednictvim mutace a delece pouze uréitych genti, coz miize
v priabéhu evoluce vést k obraceni lokusu a mezi-lokusové rekombinaci (Penn, 2002;
Hughes a Yeager, 1998). Vysoky stupeit polymorfismu lokusech MHC je udrzovan
kombinaci dvou protichtidnych sil a to balancujici selekei a genetickym driftem. Pravé
stochasticky puasobici geneticky drift spoleén¢ s rekombinaci je zodpovédny za
dlouhotrvajici mezidruhovy polymorfismus a homogenizaci intronti, vzhledem
k exonum. Také pisobi proti balancujici selekci a to zejména v malych populacich,
ptipadné v populacich, kde doslo k ndhlému zmenseni genofondu (Nei a spol, 1997; Miller
a Lambert, 2004). Nicmén¢ i pies toto pisobeni zlstava polymorfismus v MHC genech
udrzovan na vysoké mife. Dvé nejptekladanéjsi hypotézy o mechanismech balancujici
selekce jsou heterozygotni vyhoda (heterozygote advantage) a frekvencné zavisla selekce

(frequency-dependence selection), (Sommer, 2005).

Heterozygotni vyhoda je mechanismem balancujici selekce, ktera funguje na
predpokladu, Ze heterozygot ma diky vyS§imu poctu alel vétsi Sanci na v€asnou imunitni
odpovéd nez homozygot (Doherty a Zinkernagel, 1975). AvSak musime si vymezit rozdil
mezi terminy dominance a overdominance. Termin dominance se odkazuje na
heterozygoty, které maji stejnou odolnost jako nejodolnéjsi homozygoti. V tomto ptipadé
heterozygotni vyhoda miize pouze maskovat alely citlivé na parazitni zatéz z okoli (Gould
a spol., 2004). Naproti tomu overdominance by méla vykazovat lepsi fitness a vétsi
odolnost proti parazitdrni zatézi, nez jejich predchozi homozygotni generace a to
z diivodt uvedenych na zacatku odstavce (Hughes a Nei, 1992). V disledku mechanismu,
na zakladé kterého funguje heterozygotni vyhoda, byly stanoveny dva modely.

Symetrickd overdominance je modelem u kterého se ptedpoklada, Ze vSechny



heterozygoti davaji podobnou vyhodu, pfed homozygoty. Naproti tomu stoji model
s divergentni alelou, u kter¢ho se uvazuje o moznostech pfenosu vétstho mnozstvi
alelickych sekvenci a s tim spojenym Sir§im spektrem rozliseni parazitii (Takahata, 1990;
Wakeland a spol, 1990). Ackoliv se mtze zdat, ze vyS$si mira variability je pro organismus
pouze ptinosem, je zde moznost vyskytu autoimunitniho onemocnéni, které mize vést ke

snizeni fitness jedince a nakonec zapticinit i smrt (Sommer, 2005).

Druhym vyznamnym mechanismem je frekvencné zavisla selekce, u nichz se
vychézi z ptedpokladu, Ze jedinci v populaci disponujici vzacnou sadou alel se uspésné
vyhybaji parazitické zatézi ve svém ekosystému. Kdezto jedinci s béznou sadou alel jsou
snadnym cilem parazitace (Clarke a Kirby, 1966). V populaci jsou tedy pak vice
parazitovani jedinci s béznou sadou alel, coz vede ke snizeni jejich fitness a nasledné
muze zapfi€init i jejich thyn. Na druhou stranu, tim, Ze jsou jedinci se vzdcnym alelickym
setem schopni se u¢inn¢ branit se jich tento pokles netyka, a prezivaji az do bodu, kdy
zacnou tvofit vétSinu dané populace (Hedrick, 1999). V tomto pfipadé pisobi selekéni
tlak, na populaci parazitl, kteti se museji pfizpisobit novym podminkam v populaci
hostitelll, nebo dojde ke sniZeni jejich abundance a mohou i lokdlné vyhynout. Prezivsi
parazité, kteti se byli schopni pfizpusobit, nasledné opét zacinaji parazitovat na populaci

hostitele s nyni opét béznou alelickou sadou (Bernatchez a Landry, 2003).

DalSim zpiisobem jak udrzet v populacich vysokou variabilitu MHC je vybér
partnera k pafeni na zakladé odlisnosti MHC gent s cilem zvysit heterozygozitu
potomstva. Pfipadné je zde moznost zabranit inbreedingu sniZujicimu fitness (Penn
a Potts, 1999). Preference pii pafeni maji svij zaklad v pachu a Cichu zaéastnénych
jedinct (Singh a spol, 1987). Peptidy MHC komplexi, které nezaujali své misto na
bunééném povrchu mohou byt vyplavovany do extracelularniho prostoru a objevit se
v moc¢i, nebo télnich sekretech a tim padem i ovlivnit komunikaci mezi jedinci (Singh,
1998). Z toho divodu muze byt MHC genotypova diverzita promitnuta do chemickych
signalt a informovat potencidlniho partnera o zdravotnim stavu, socidlnim postaveni
a pohlavi, ktery je tyto signaly schopen zachytit za pomoci Jacobsonova organu (Zufall
a spol, 2004). Prokazalo se, Ze samice mySi byla méné piitahovana moci samce
nakazeného virem chiipky, nez zdravého jedince (Penn a Potts, 1998). V piipadé

pohlavniho vybéru je v zdjmu samicky vybrat si partnera s co mozna nejlepsi kombinaci
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genl. Podobn¢ jako v piipadé heterozygotni vyhody, i zde bylo prokdzano, ze samic¢ky
davaji prednost spise optimalni diverzit¢ v MHC nez maximalni (Trivers, 1972).

Dalsim faktorem pii vybéru partnera mohou byt i zkusSenosti, z Casného zivota
jedince, jako forma rodinného imprintingu. Pfes veskera data, kterd nam tyto studie
poskytly, jsou ostie kritizované, kvili pouzivani inbrednich linii, které mohou ovlivnit
chovani, specialn¢ u samic vybirajicich si partnera (Manning a spol, 1992). Poslednim
piipadem je vybér konkrétnich MHC gent vhodnych pro dané prostfedi. Mohou nastat
situace, kde se vyplati spiSe jeden specificky genotyp, nez vysoka diverzita proti patogeniim.
Tento jev je v piirodé celkem bézny, avsak je obtizné jej zaznamenat.

Experimenty provadéné Yamazakim (1976), ndm ukdzaly, Ze u Ctyft z Sesti kmenil
kongennich mysi, samci preferuji samice s odliSnymi MHC a nésledné samice také
vykazuji preference k MHC odlisSnym samctiim, a navic samice v fiji vykazuji vétsi
preferenci pro pach samci s odliSnymi MHC (Egid and Brown, 1989). Tento obecny
obrazek o MHC preferencich je mirn€ zmateny, protoZe rizné genetické zdzemi ovliviiuje
silu a smér partnerské preference, s homozygoty vykazujicimi nejsilnéjsi reakce
(Yamazaki et al, 1976). Navzdory ocekavani byl v potomstvu nalezen nedostatek
homozygotnich jedincii, s ohledem na to, ze se by se mélo jednat o nahodné pafeni. Po
kontrole dalSich mechanismi, které by mohly byt zodpovédné za velké mnoZzstvi
heterozygoti v populaci, dosli autofi k zavéru, Ze byla zodpovédna pravé MHC sexudlni
selekce. Podobné studie se provadély 1 u lidi, kde vSak bylo dosazeno rozporuplnych
vysledkt. Hedrick a Black (1997) nenasli zadny dikaz u jedenacti jihoamerickych kment
o ovlivnéni vybéru partnera skrze jeho odlisnost v MHC lokusech. Naproti tomu, Ober
a spol. (1997) nasli ditkkazy pro negativni asortativni pareni podle HLA typu u 411 parQ
Hutterita.

Existence mezidruhového polymorfismu je jednou z dalSich vyznacnych
charakteristik MHC lokusti (Hughes a Yeager, 1998). V rliznych druzich rozdélenych
pfed miliony let se stale daji nalézt identické sekvence MHC i pfes jejich oddélenou
evoluci. Toto zjiSténi je o to pozoruhodnéjsi, pfipustime-li, Ze prave tyto geny by se mély
podilet na koevoluénim zavodu s parazity, piesto vSak vykazuji nizky stupen
nukleotidovych substituci. (Cock van Oosterhout, 2009). Potvrdilo se, Ze balan¢ni selekce
je schopnd mezidruhovy polymorfismus udrzet. To ovSem vedlo k rozdé€leni alel

do jednotlivych funk¢nich lokust a do soubort specifickych dédiénych linii. Diky tomuto
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rozdéleni se pak geny z jednotlivych funkénich lokust, ale odlisnych druht podobaji vice,
nez geny v ramci jednoho druhu. (Werner a spol, 1992).

Bohuzel ani modely balancni selekce nejsou schopné vysvétlit zplisob, jakym se
rozdélené sekvence mohly udrZet v riznych populacich po tak dlouhou dobu (Cock van
Oosterhout, 2009).

Odpovédi na udrzeni mezidruhového polymorfismu u rozdélenych linii by mohl
byt tzv. asociatné balancni komplex (dale jen ABC). ABC je schopen udrzet vysoky
MHC polymorfismus i bez zasahu patogeni. ABC predpoklada, ze haplobloky s MHC
geny akumuluji geneticky polymorfismus, kvili své vysoké genové diverzité a vazebné
nerovnovaze. Dilezitou vlastnosti, kterou se odlisuje ABC od balanéni selekce, je
pomérné nizka rychlost fluktuace. A to z toho diivodu, Ze se novd, Skodliva mutace,
kumuluje kolem funkénich MHC genil coZz je svym zplisobem ochrana. S vétSim
mnozstvim alel se totiZ sniZuje moznost projevu mutace v homozygotnim stavu, ktery by
mohl mit piipadné smrtelné nasledky (Cock van Oosterhout, 2009).

MHC polymorfismus je ovliviiovan nejen mechanismy piirozeného vybéru, ale
také ndhodnymi molekuldrnimi procesy typu rekombinace a mutace ¢i procesech
zavislych na prosttedi jako je geneticky drift a geneticky tok. Rekombinace je schopna
pusobit na MHC polymorfismus v nékolika rovinach. Meioticka rekombinace probiha
Vv ,,hot spots* intronil a isecich a vysokou vazebnou nerovnovahou (Jeffreys a May 2004).
Na trovni multiplikace celych MHC alel pak plisobi ne-alelickd homologni rekombinace
(Hurles a Lupski 2006). A v neposledni fadé genova konverze, ktera se definuje
rekombinatornim pfenosem DNA mezi alelami nebo lokusy bez crossoveru, coz
zpusobuje promichani ptitomnych MHC a tvorbu novych alel (Ohta 1991; Jeffreys a May
2004). DalSim zdrojem vysoké variability MHC genll jsou mutace a to predevSim typ
bodovych mutaci, konkrétné hojné zastoupené nesynonymni mutace v PBS (Hosomichi
et al. 2008). Prvnim demografickym procesem je geneticky drift ovlivitujici variabilitu
alel v populaci nahodnym posunem frekvence alel. A v ptipadé malych populaci se jeho
efekt zvySuje az do stavu, kdy dochazi ke ztratam MHC alel (Kimura, 1983; Alcaide,
2010). Centralni otdzkou u populacnich studii zabyvajicich se divokymi populacemi
a silami, které na né€ ptisobi je, zda mtize geneticky drift potlacit balancujici selekce a tim

I MHC polymorfismus.
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V riznych situacich se tato moznost ovéfuje za pomoci porovnani neutrdlni
variability (efekt driftu) a MHC variability (interakce drift x selekce),(Hedrick 2001).

Poslednim procesem je genovy tok, ktery je charakterizovan pienosem alel z jedné
populace na druhou. V pfipadé¢ MHC multiplikovanych lokustt mtze jedince ziskat az
dvojnasobné mnozstvi alel, odvozené od poctu jeho vlastnich alel. Tento mechanismus
zvysi mnohondsobné ucinek genového toku, nez by tomu bylo u ne-multiplikovanych alel

(Hansen a spol., 2007).

1.4 Funk¢ni vyznam variability MHC v divokych populacich

Pro objektivni vyhodnoceni mechanismu selekce a vlivu MHC variability na
parazitarni zatéz, je nutné sbirat empirickd data ve volnych populacich. Ptestoze,
kongenni mysi pouzivané v laboratofich mohou mit pestiejsi geneticky zaklad, neni zde
mozné simulovat podminky vnéj$iho prostfedi. A pravé absence stresti v podobé zmén
klimatu, nedostatku potravy, kompetice, ¢i vyskytu ur¢itého patogenu zabranuje projevu

novych alel, at’ uz vyhodnych ¢i skodlivych (Altizer a spol., 2003.)

U studii, zabyvajicich se selekénim plisobenim heterozygotni vyhody se prokazala
skute€nost, ze skupina jedincii s primérnym mnozstvim alel, v tomto pfipadé u koljusky
tiiostné (Gasterosteus aculeatus), ma nejniz§i miru parazitace z populace (Wegner
a spol., 2003). Na druhou stranu u kalifornskych lachtanti (Zalophus californicus), ktefi
maji osm lokusit MHC DRB II regionu, ovSem s nizkou diverzitou alel na lokus, se
objevili pfedbézné dikazy o spojitosti mezi jednim genotypem a rakovinou

urogenitalniho traktu (Bowen a spol., 2005).

Dobte podpoieny je ve studiich princip vzacnych alel v populacich jinak také
znamy jako negativné frekvencni selekce. Spojeni mezi MHC alelami a rezistenci €i
citlivosti k patogeniim byla nalezena u volné se pasouci populace ovci, kde MHC varianty
hraly kli¢ovou roli, v obrané proti strongyloidnim nematodim (Paterson a spol., 1998).
V této populaci zaznamenali thyn jehnat s alelami (OLADRB 205 a OLADRB 257),
které byli v populaci bézné (frekvence: 0,21 — 0,24). Naopak vyskyt vzacné alely
(OLADRB 263; frekvence 0,13) zajistil jejich pteziti a odolnost (Paterson a spol., 1998).

Opelt a spol. (2010) studovali efekt MHC alel na parazitické zatizeni u populace
kralika divokého (Oryctolagus cuniculus). U populace byly zjistény dva bottlenecky
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a proto nebyla MHC diverzita pftili§ vysokd. Ze 113 jedinct, ziskali 6 MHC DRB Il
genotyptl (3 alely - OrcuDRB*02, OrcuDRB*03, OrcuDRB*04). Faktory parazitick¢ho
zatizeni byli hlistice (Graphidium strigosum, Trichostrongylus retortaeformis
a Passalurus ambiguus) a n€kolik druhi kokcidii (Eimeria). Prokazatelna asociace byla
prokdzana, pravé u alely OrcuDRB*04 a kokcidii zplsobujicich jaterni kokcidiézu
(Eimeria stiedai). Avsak jeji ucinek se projevil pouze v ptipad¢€, Ze byla v heterozygotnim
stavu s jinou alelou a pokud se vzal v potaz veék jedinci. Ve vztahu k jinym
endoparazitim, se zadna asociace neprokazala, pouze ze u kokcidii byly samci vice

parazitovani a star$i jedinci byli vice parazitovani.

Meyer-Lucht a spol. (2010) vybrali vzorky z 5 oblasti brazilského atlantické¢ho
lesa ze dvou druht vacic. Jednalo se o 102 jedinct Gracilinanus microtarsus a 123
jedinci Marmosops incanus. Zde byly vidét rozdily mezi vysokou a nizkou MHC
variabilitou. U Gracilinanus microtarsus bylo nalezeno 80 alel z toho 5 mozZnych
pseudogenti, zbyvajicich 75 alel rozdélili do 17 funkénich supertypt zaloZzenych na
podobnych vlastnostech aminokyselin v jejich PBS. U jedincii tohoto druhu byla nalezena
nizka prevalence vici 11 morfotyptim helmintt. Naproti tomu druh Marmosops incanus
s 8 alelami mél nizkou MHC diverzitu a prevalence u néj byla vysoka. I ptes nizky pocet
alel, mél nicméné podobnou prumérnou sekvencni divergenci jako Gracilinanus
microtarsus. Supertypu ST09 stacila k dobré obranyschopnosti jedna alela (Grmi-
DAB*16) naproti tomu ST14 potieboval k silné rezistenci celou skupinu alel. Alela

zvysujici infekci byla pak Main-DAB*05 z Marmosops incanus.

Julia Schad a spol. (2012) zkoumali souvislosti mezi MHC genotypem,
ektoparazitickou zatézi reprezentovanou zastoupenim klistat (Ornithodoros hasei)
a blech (Paradyschira a Noctiliostrebla) a pfenosem vyhodnych alel do dal$ich generaci
jihoamerickych netopyri fi¢nich (Noctilio albiventris). Ukazalo se, ze samci, ktefi se
uspésné pati, vykazuji niz8i miru parazitace. Podobny princip fungoval 1 u samic, kojici
¢i biezi samice nemély tak vysokou prevalenci ektoparazitii. Samoziejmé do tohoto
vztahu zasahuje i diverzita MHC alel. V tomto ptipadé byly identifikovany konkrétni
alely podminujici vysokou rezistenci k ektoparazitim (Noal-DRB*02, Noal-DRB*04,
Noal-DRB*09, Noal-DRB*11) a nizkou (Noal-DRB*01, Noal-DRB*04, Noal-DRB*05,
Noal-DRB*10).
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1.4.1 Alelicka variabilita a jeji vliv na parazitaci v populacich hlodavci

Parazité jsou schopni zpusobit v relativné kratkém case velké poskozeni, 1 tak se
ale brani odhaleni a za pomoci riznych mechanismi se vyhybaji imunitni odpovédi.
Vsechny tyto procesy jsou zalozeny na manipulaci paraziti s molekuldrnimi mechanismy
hostitele (Phillips, 2002). Dikazy naznacuji, ze patogen unikne MHC systému zménou
pouze né€kolika aminokyselin. Zname tfi zdkladni mechanismy zahrnujici zmény v
antigenech patogent - zabranéni navazani se do PBS, nebo navazani na TCR, tieti
moznosti jsou pak molekularni mimikry podle hostitelskych proteinti, coz kvili piisné

selekci CD4+ v brzliku vylou¢i moznost rozpoznéani patogenu (Sommer, 2005).

Jak se jiz ptedeslalo MHC DRB II region je zdkladnim pilifem adaptivniho
imunitniho systému pro boj s parazity. Jeho alelické variabilita a i€innost se s riiznymi
uspéchy modifikuje skrze polymorfismus a selekéni mechanismy. Diky spolupraci s toll-
like receptory se zvazuje i moznost, Zze by mohly MHC geny ovliviiovat timto zptisobem

Vrozenou imunitu.

U hlodavct je zndmo, Ze v divokych populacich je prevalence parazitl a intenzita
infekce zna¢n¢€ ovlivnéna mistni a Casovou variaci, stejn€ jako vnitinimi faktory jako jsou
vek, pohlavi a zdravotni stav (Abu-Madi a spol., 2000). Ve studiich zabyvajicich se
vztahem mezi populacemi, ¢i jedinci drobnych hlodavci a jejich parazity jsou Casto
feSeny alelické frekvence vzacnych ¢i béznych alel. To naznacuje, Ze v nich plisobi
negativné zavisla selekce jako kuptikladu u mysic (Apodemus flavicollis), kde jsou ur¢ité
alely rezistentni a jiné citlivé k helmintim (Heligmosomoides polygyrus). Bylo zjisténo,
ze nékteré alely u mysice jsou vice nachylné k infekci parazitem (Apfl-DRB*5, Apfl-
DRB*15), s tim pak miZe souviset negativni korelace mezi genovou expresi MHC
a intenzitou infekce, avSak pouze za piedpokladu, ze H. polygyrus je schopny ovlivnit
hostitelsky imunitni systém. U jedincti nesoucich tyto alely byly také zaznamenany vyssi
hodnoty Faecal egg count (dale jen FAE). Ob¢ alely sdili také blizkou ptibuznost, lisi se
totiZ pouze v jedné synonymni a jedné nesynonymni substituci. Dikazem, Ze diisledek
vy$§i prevalence helmintem je opravdu spojen s danymi alelami, a ne jen rozdilnym
parazitickym tlakem okoli, potvrzuje fakt, Ze jedinci, byli odchyceni na riznych
lokalitdich. Naopak u alely (Apfl-DRB*23) se projevila vyrazné¢ niz§i prevalence
i hodnoty FAE.
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U nornika (Myodes glareolus) nasli Babik a Radwan (2007) 15 unikatnich
sekvenci MHC DRB II, pravdépodobné ze dvou lokust. Piestoze se potvrdila vysoka
aminokyselinova diverzita v PBS, bylo zde zaznamenano mozné pusobeni pozitivni
selekce na MHC DRB II regionu. Po prozkoumdni alel dosli Babik a Radwan (2007)
Kk nazoru, ze alely u populaci Myodes glareolus netvoii monofyletické skupiny. V dalsi
studii Kloch a spol. (2010) potvrdili hypotézu, ze optimalni diverzita MHC alel v populaci
ma pozitivni vliv na rezistenci vi¢i nejrozsifenéj$i stfevni hlistici (Aspicutulus
tetraptera). Zvlasté jedna alela (MyGI-DRB*028) prokazala skrze populaci vyraznou
rezistenci. Na druhou stranu intenzita infekce se snizovala s vyssi diverzitou MHC alel.
Dalsi dvé analyzy provedené na dvou bézné se vyskytujicich druzich hlistic
(Heligmosomum mixtum a Heligmosomoides glareoli) vSak neprokazaly v populacich
nornika zadny rezistentni efekt. Z osmi populaci Apodemus flavicollis v okoli Hamburgu
Vv poctu 159 jedinct bylo nalezeno 28 MHC DRB 11 alel, které byly porovnany s parazitaci
osmi morfotypu hlistic. V tomto piipadé se projevil efekt pouze v alelické bohatosti
populaci, v populacich s vysokym poctem alel byla nizkd prevalence. Opét se zde
neprokéazal vliv veéku, pohlavi, nekodujicich lokusi MHC, ¢i MHC heterozygosity
(Meyer-Lucht a Sommer 2009.)

V Polskych populacich hrabose hospodarného (Microtus oeconomus) byly také
zjistény alely vztahujici se k pieZiti parazitarni zatéZze a zimnich mésict. Konkrétné se
jednalo o tfi vyznacné alely (AA*01, AA*05, AA*08), pficemZ parazitarni zatézi
piedstavovaly hlistice a Babésie (Kloch a spol., 2012). U alely AA*01 se nenaslo spojeni
S zddnym parazitem, ale jedinci s touto alelou spiSe ptezili zimni obdobi, samoziejmé to
také mlZe znamenat, ze je tato alela asociovdna s parazitem, ktery se ve studii
nevyskytoval. Jedinci nakazeni babesii méli mnohem mensi stupen pieziti, nez jedinci
nakazeni pouze tasemnicemi. K babésii se vztahuji dvé alely z populace hrabosu a to
AA*05, se kterou jsou jedinci nachylnéjsi k infekci a AA*08, pii které je infekce mnohem
mén¢ Castd. Ve vysledku se vSak zieymé praveé kvili témto alelam nenaSel Zadny rozdil
mezi prevalenci u homozygott a heterozygott (Kloch a spol., 2012). Winternitz a spol.,
(2014) nenasli, zadnou souvislost mezi MHC alelickou diverzitou u hrabosi a parazitaci

tasemnic (Cestoda) a eimerii (Eimeria). Avsak jedna z alel (Mimo-DRB*14) by mohla
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mit negativni G¢inek na fitness jedince v populaci a alela (Mimo-DRB*07) zase slaby

vliv na intenzitu infekce u tasemnic.

17



2 Cile prace

Cilem préace je provést analyzu parazitace a MHC diverzity populaci drobnych
hlodavcu (druhti Myodes glareolus, Microtus arvalis a Microtus agrestis). Specifické cile

jsou nasledujici:

» Ziskat data o ektoparazitech v populacich Myodes glareolus, Microtus arvalis

a Microtus agrestis

» Charakterizovat diverzitu alel lokusu MHC DRBII v populacich a jedincich

zvolenych druht.

* Porovnat epidemiologicka data (mira infestace) s diverzitou MHC alel s cilem

odhalit pfipadnou zavislost.
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3 Materialy a metodika

3.1 Vybér vzorki

V této praci, jsem se zaméfil, predevsim na vztah diverzity MHC alel a parazitické
zatéze ve volng zijicich populacich zastupci z podéeledi hrabosovitych (Arvicolinae) a to
konkrétn¢ u dvou druhii hrabosi, hraboSe polniho (Microtus arvalis) a hrabose lesniho
(Microtus agrestis) a jednoho druhu nornika (Myodes glareolus). Tyto populace byly
zkoumany na ektoparazity, mezi nimi v$i (Hoplopleura), klistata (Ixodes), a ostatni
roztoce (Acari). Odchyty hlodavct byly provadény do sklapovacich pasti. Kazdy jedinec
byl peclivé ofesan od vSech ektoparaziti, ktefi byli vloZzeni do mikrozkumavek v 96%
etanolu. Z usmrcenych hlodavct jsme odebrali tkan, konkrétné prsty, ¢i Spicku ocasu (pro
naslednou izolaci DNA a jeji sekvenaci) a rovnéz fixovali v mikrozkumavkach
s etanolem. Nakonec byly odebrany vzorky tlustého stfeva se stolici pro testy na
ptitomnost oocyst kokcidii (Eimeria). Stievo bylo fixovano v 2.5% roztoku dichromanu
draselného. Piesné pocty jakoZto i poloha populaci zkoumanych hlodavct jsou uvedeny
Vv tabulce (Tab. 1) a na obrazcich (Obr. 4). Polohy jednotlivych populaci byly zaméfeny
podle GPS, poptipad¢ podle nazvu mista odkud byly vzorky dovezeny spolupracovniky.

Tab. 1: Pocty jedinci dostupnych pro parazitologicka vySetreni.

Vysetieni jedinci na:
Druh Eimeria Ixodida Acari
Myodes glareolus 170 97 97
Microtus arvalis 99 63 63
Microtus agrestis 41 29 29
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Obr. 4: Populace zkoumanych druhi (M. glareolus, M. arvalis, M. agrestis)

v Evropé.
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Obr. 5: Detailn&j$i nahled na vzorkovani druhéi na vizemi Ceské republiky.

Koladové grafy ukazuji relativni ¢etnosti druhii na lokalitach v CR.

3.2 Identifikace endoparazitii, ektoparaziti a zjiSténi jejich prevalence
Vv jednotlivych populacich

Cilem mé prace bylo stanovit vztahy MHC alel a zamofteni parazity pro jednotlivé
rody, druhy a geograficky definované populace hrabosovitych hlodavcu. Z toho divodu,
bylo nutné ziskat statisticky pfehled o jejich rozsiteni v populacich. U endoparazita rodu
Eimeria jsem mél k dispozici vysledky z pfedchoziho vyzkumu v laboratofi a pouze jsem
pro své vybrané populace spocital prevalenci. Vzorky ektoparazitii byly identifikovany
pod binolupou po zaSkoleni Skolitelem do rozpoznavani zakladnich druhil (pfipadné rodit)
ektoparaziti bézné se vyskytujicich na hraboSovitych hlodavcich. Pii prvnim zkoumani
jsem se soustiedil, pfedev§im na rozpoznani larev a dospé€lct vsi (Anoplura) a roztoct
(Acari). Z divodi malého mnozstvi nalezenych v§i jsem provedl druhé dikladné;si
zkoumani, kde jsem se zaméfil 1 na rozpoznavani larev a dospélct ektoparazitii z fadu
Ixodida a dalsich rozto¢t z ¢eledi Neotrombuculidae a Laelapidae. Bohuzel pii druhém
zkoumani se ve sbirkach nepodatilo dohledat ¢ast vzorkl z predeslé identifikace, a proto
jsou u né€kterych vzorku v ptiloze (Pf. 1) vyplnény pouze pocty nalezenych rozto¢u. Pro
analyzu jsem tedy pouzil pouze vzorky, u kterych jsem skutecné znal pocet vSech

identifikovanych ektoparaziti.
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Vypocty prevalence u jednotlivych populaci rtiznych druhli ektoparazitii
a endoparazitt byli provedeny v programu Quantitative Parasitology 3.0
(http://www.zoologia.hu/gp/gp.html) pomoci metod deskriptivni statistiky. Pro lepsi
znazornéni prevalence a parazitace u jednotlivych rodd jsem zhotovil histogramy

v programu Microsoft Excel.

3.3 lzolace DNA

V prvni fazi své prace jsem se soustiedil na rod Apodemus, ale poté, co se nedafilo
standardizovat primery prevzaté z literatury, jsem praci zaméfil na rody Myodes
a Microtus a analyzoval molekularni data generovana spolupracovniky v laboratofi
Skolitele. Zde uvadim postupy, které vedly k ziskéani dat. Izolace DNA probihala podle
protokolu priloZzeného k Dneasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). Vzorky tkang, at’ uz ocas ¢i
prsty byly den pied izolaci nastfihdny sterilnimi niizkami na mensi ¢asti a ponechany pies
noc vyschnout v mikrozkumavkach pii pokojové teploté. Nasledny postup je mozno

prohlédnout v ptiloze (Pf. 2).

3.4 PCR a modifikace pro NGS platformu

Pro amplifikaci useku MHC DRB II u mysic jsem pouzil primery JS1 a GH46
(Musolf a spol., 2004) a optimalizoval je riznymi obménami v PCR cyklech, abych na
né nasledné mohl napojit adaptéry nezbytné k High-Throughput Sequencing. Z NGS
(Next generation sequencing) jsme se rozhodli vyuzit metodu Illumina (Illumina MiSeq).
Bohuzel, optimalizovat primery pro tuto metodu se nam nepodatfilo. Z toho divodu jsme
vyuzili data ziskana od skolitele specialisty (Jakub VI¢ek), ktery vyuzil primery MioeL/R
a G- MGDRBL/R uvedené v tabulce (Tab. 2) na populace nornik a zaslal je k sekvenaci
na platform¢ Illumina Miseq. SloZeni mastermixu a nastaveni PCR cyklu naleznete
v ptiloze (Pt. 3). Ziskal jsem od néj tedy dataset MHC alel odliSenych od artefaktli pomoci
piistupu DOC (Degree of Change; Lighten a spol., 2014), ktery byl pouzit i pro jiny MHC
dataset v publikaci Vicek et al, 2016.
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Tab. 2: Primery pouzité k amplifikaci regionu: MHC DRB Il MGDRBL/R byl
vyzkouSen na Myodes glareolus (Babik, 2009) a MioeL/R testovan na Microtus

oeconomus (Kloch, 2012).

Nazev

primeru forward reverse

MGDRBL/R | GACAGAKACWTCTACAAYCRG |TAGTTGTRTCTGCAGWAYGYGTCC

MioelL/R | GAGTGTCRTTTYTACAAYGGGAC TGCWCAGTGAAGCYMTC

3.5 Analyza sekvenc¢nich dat

Jednotlivé sekvence MHC alel ze dvou rodd Myodes a Microtus z podéeledi
Arvicolinae, jsem ziskal ve FASTA formatu, ktery jsem importoval do programu
Geneious. Osekvenovano bylo celkem 155 jedinci, z nichz 72 nalezelo k rodu Myodes
a 83 k rodu Microtus. Jednotlivé sekvence jsem spojil do dvou aligmentt podle délky
sekvenci za pomoci MAFFTu v defaultnim nastaveni. Ze se skuteéné jedna o alely MHC
z vyse zminénych rodl jsem si ovétil za pomoci prohledani databaze NCBI programem
BLAST. Sekvence o délce 122 bp pattily Myodes glareolus a sekvence 196 bp dlouhé
byly ptifazeny k rodu Microtus. Vybrané ptibuzné sekvence z Genbank byly alignovany
k nasim sekvencim pro analyzu mezidruhového polymorfismu v datasetu hrabosovitych
hlodavci. Fylogeneticky strom, potfebny k analyze byl za pomoci mého Skolitele
vytvofen v programu RaxML s pouzitim substitu¢éniho modelu GTR+GAMMA. Jako
outgroup byla zvolena sekvence hystrikognatniho hlodavce Ctenomys australis
(GQ497465.1). Barevné odliSeni sekvenci pak bylo provedeno v programu Figtree
(ver.1.4.3).

Sekvence MHC DRB II lokusu by mély podléhat silné vnitrodruhové selekei,
stabilizujici nebo diverzifikujici jejich biologickou funkci (viz tivod). K analyze mozné
selekce v naSem datasetu hrabosovitych hlodavct jsem si vybral portal datamonkey.org.
Pro spravny pieklad do aminokyselinového ¢teciho ramce byla v programu Geneious
odriznuta prvni baze alignmentu. V tomto stavu jsem sekvence nasledné¢ nahral na portal

a spustil jejich analyzu. Pro zjisténi zda jsou mé dva datasety (Myodes a Microtus) pod
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purifikujicim ¢i diverzifikujicim typem selekce jsem si vybral doporucenou metodu
SLAC. Tyto datasety jsem také testoval na purifikujici a pozitivni selekci v programu
MEGA 7. Pouzil jsem Z-test selection, ktery porovnava pocty synonymnich

a nesynonymnich substituci za pomoci metody Nei-Gojobori (dale jen NGIC).

Nakonec k posouzeni vztahu mezi poctem alel a parazitarnim zatizenim populaci
(respektive jedinct) jsem za instruktaze konzultanta-specialisty pracoval v analytickém
softwaru R. Nejdiive jsem importoval tabulky s daty z excelu do R. Pro zjisténi zavislosti
mezi poctem alel a Cetnosti ektoparaziti Acari, do kterych jsem zahrnul pouze jedince
z Celedi Neotrombuculidae a Laelapidae, jsem si zvolil generalizovany linearni model
(dale jen glm) s Poissonovym rozdélenim (package: Ime4 v R). Modely jsem vytvofil
a s pomoci funkce summary, zjistil zda jsou prikazné, ¢i nikoliv a nasledné jim dal
grafickou podobu za pomoci funkce plot. Také jsem vytvotil dataframe pro sloupec s
pocty alel a piitadil jim urcité hodnoty (= seq (0,01 — 9), lengh.out = (50)). K predikci
glm, jsem pouzil argument type s funkci response a regresni piimky byli vytvoieny
z piislusnych dataframe a predikci. Analyzy jsem zacal se vSemi daty na porovnani bez
ohledu na rod ¢i druh hlodavcel a poté i separatné pro jednotlivé rody a druhy hostitelt.
Nakonec jsem pouzil glm na ovéfeni mozné zavislosti poctu alel a zamoteni jednotlivymi
¢eledémi paraziti konkrétné Neotrombuculidae a Laelapidae. Poslednim krokem bylo
porovnani, ve kterém jsem provedl glm s Poissonovym rozdélenim a ndhodnym faktorem
pro rod a druh. Timto byl eliminovan mozny vliv variability druhG na interpretaci

zavislosti mezi poctem alel a parazitaci Acari.
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4 Vysledky

4.1 Parazitologicka analyza populaci

Parazitologickou analyzu jednotlivych populaci u druhti Myodes glareolus,
Microtus arvalis a Microtus agrestis jsem provadél v programu QP30. U endoparazitii
(r. Eimeria), kde byla dostupna data pouze pro pfitomnost nebo nepiitomnost infekce, ale
ne jeji intenzitu, jsem vypocital pouze prevalenci. Ektoparazity jsem si rozdélil na Ixodida
a Acari (Neotrombuculidae a Laelapidae). Pro piedstavu o celkové parazitaci
Vv populacich jsem do téchto vypocti zahrnul vSechny mnou vysetfené jedince, tudiz i ty
ze kterych jsme vlivem metodickych omezeni (filtrace dat po Illimuna sekvenovani)
neméli dostupné sekvence MHC. Nékteré z téchto populaci byly na tolik malé, Ze jsem je
spojil s geograficky blizkymi lokalitami. Vysledky prevalence a primérného mnozstvi
paraziti na jedince v populaci jsou uvedeny v Tabulce 3. Hodnoty prevalence u Eimeria
kolisaji od 9% do 87%, u Ixodida se pohybuji od 0% az do 40% a u Acari od 0% do
100%.

Tab. 3: Hodnoty prevalence a primérného mnoZstvi paraziti Eimeria, Ixodida

a Acari na jedince v populacich pod¢eledi Arvicolinae.

Populace Prevalence (n) Mean/median intensity
Myodes glareolus Eimeria Ixodida Acari Ixodida Acari
Jizni Cechy 72,2% (36) 0% (15) 6,7% (15) 0/0 3,00/3,0
Veseli nad 722%(36) | 0% (15) | 6,7% (15) 0/0 3,00/3,0
uznici
Severni Cechy - %(7) - %(2) - %(2) - -
Litvinov - %(7) -%(2) -%(2) - -
Severni Morava 10,5% (19) 0% (16) 0% (16) 0/0 0/0
Novy Ji¢in 9,1% (11) - %(9) - %(9) - -
Jeseniky - %(8) - %(7) - %(7) - -
Zapadni Cechy 5,7% (35) 0% (33) 0% (33) 0/0 0/0
Struzna 4,8% (21) 0% (22) 0% (22) 0/0 0/0
Jachymov 7,1% (14) 0% (11) 0% (11) 0/0 0/0
Chorvatsko 8,3%(12) - %(2) -%(2) - -
Finsko - %(7) - %(6) - %(6) - -
Polsko 15,4%(39) 40%(10) 100%(10) 1,75/1,5 5,90/5,5
Rusko 86,7%(15) 0%(12) 0%(12) 0/0 0/0
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Microtus arvalis Eimeria Ixodida Acari Ixodida Acari
Jizni Cechy 53,6%(28) 5,3%(19) 26,32%(19) 1,00/1,0 2,60/3,0
Ceské Budéjovice |  58,3%(12) 09%(10) 30%(10) 0/0 2,33/2,0
Chelcice - %(7) - %(3) - %(3) - -
ot | e | we | we | - |-
Severni Cechy 36,4%(11) - %(3) - %(3) - -
Litvinov 36,4%(11) - %(3) - %(3) - -
Severni Morava 9,1%(11) - %(4) - %(4) - -
Novy Jigin 9,1%(11) - %(4) - %(4) - -
Zapadni Cechy 28,6%(35) 6,3%(32) 9,4%(32) 1,50/1,5 3,00/2,0
Struzna 28,6%(35) 6,3%(32) 9,4%(32) 1,50/1,5 3,00/2,0
Madarsko 50%(14) - %(5) - %(5) - -
Celkem 37,37%(99) | 6,35%(63) | 15,87%(63) 1,50/1,5 3,80/3,0
Microtus agrestis Eimeria Ixodida Acari Ixodida Acari
Jizni Cechy - %(1) - - - -
Lunici- %) : : : :
Severni Cechy - %(3) -%(2) -%(2) - -
Litvinov - %(3) - %(2) - %(2) - -
Bulharsko 54,2%(24) 31,8%(22) | 72,7%(22) 1,71/1,0 5,06/3,5
Chorvatsko - %(8) - %(1) -%(1) - -
Mad’arsko - %(1) - - - -
Rusko - %(4) - %(4) - %(4) - -
Celkem 56,10%(41) | 31,03%(29) | 62,06%(29) 1,56/1,0 5,17/4,0
Celkem | 33,129(163) | 6,19%(91) | 18,56%6(91) | 1,67/15 | 7,83/5,0

Také jsem zjist'oval rozlozeni miry infestace v populacich pro dvé nalezené Celedi

rozto¢t u rodd Myodes a Microtus, abych zjistil ptiblizné rozlozeni riizné nakazenych

jedinct v populacich pro pozdéjsi analyzy s MHC diverzitou. Vysledné histogramy jsou

k dispozici na obrazcich (Obr. 5, 6, 7). Z histogrami byli vyfazeni nenakaZeni jedinci pro

vétsi prehlednost. Histogramy zahrnujici i nenakazené jedince jsou k nahlédnuti v pfiloze

(Pf. 4). Rozlozeni infestace u Myodes glareolus (Obr. 6) je relativné rovnomérné

S nejvyssim zastoupenim 28 parazitii z ¢eledi Neotrombiculidae na jedince. V analyze

jsem nezohlednil vyraznéjsi pocty i kolem sta jedinct ektoparaziti na jednom hostiteli,

z diivodt netiplné identifikace danych ektoparazitii (do &eledi). Slo 0 vzorky jedinci,

které jsem pii druhém zkoumani nedohledal ve sbirce.
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Obr. 6: RozloZeni parazitace ektoparazity Celedi Neotrombiculidae a Laelapidae
v populacich nornika Myodes glareolus.

Na obrazku (Obr. 7) je znazornéno rozlozeni ektoparaziti u Microtus agrestis, je z ngj
patrné, Ze nejcastéji na jedincich tohoto druhu parazitovali ektoparazité solitérné
a nejvyssi mirou parazitické zatéze byl postihnut jedinec s 16 ektoparazity celedi
Laelapidae. Na dalsim obrazku (Obr. 8) je znazornéna situace s jedinci Microtus arvalis,
ktefi byli nejcastéji parazitovani tfemi jedinci ¢eledi Laelapidae, a stejnou Celedi byl

napaden i jedinec s nejvyssi mirou parazitace s poctem 21 parazita.
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Obr. 7: RozloZeni parazitace ektoparazity ¢eledi Neotrombiculidae a Laelapidae

v populacich hrabose Microtus agrestis.
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Obr. 8: RozloZeni parazitace ektoparaziti ¢eledi Neotrombiculidae a Laelapidae v

populaci hlodavce Microtus arvalis.
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4.2 Analyza MHC sekvenci

Z celkového poctu 314 vysetienych jedinct jsem ziskal od Jakuba Vicka dataset
155 osekvenovanych vzorki, které jsou uvedeny v priloze (Pf. 5). V tabulce niz¢ (Tab.
4) je uvedeno mnozstvi sekvenci pro jednotlivé druhy a informace o tom, kolik z
osekvenovanych jedincti bylo vySetieno na Eimerie i ostatni parazity. Nejvice
osekvenovanych jedinci jsme ziskali z rodu Myodes glareolus (72) nejméné pak
z Microtus agrestis (29). Vysetfeni na Eimerie bylo provedeno na vSech osekvenovanych

jedincich, avSak po ptidani ektoparazitli, pocCet vysetfenych jedinct klesl téméf o tietinu.

Tab. 4: Rodové a druhové rozloZeni osekvenovanych jedinci na prislu$nych

parazitech.
Rod a druh MG | MAr | MAg | celkem
Pocet osekvenovanych vzorki 72 | 54 | 29 155
Sekvence + Eimerie 72| 54 | 29 155
Sekvence + Ektoparazité + Eimerie | 44 | 29 | 27 100

Druhové oznadeni: Myodes glareolus — MG, Microtus arvalis — MAr, Microtus agrestis — MAg.

Dale jsem stanovil, v jakém rozsahu se vyskytuji alely v populacich vySe zminénych
druht, jaky je jejich praimérny pocet na jedince, standardni odchylka (standard deviation),
efektivni hodnota (Square root of no. of observation) a standardni chyba priméru
(Standard error of mean). Vse je obsazeno v tabulce (Tab. 5) a pro lepsi predstavu
0 alelické bohatosti danych druhti je pfilozen histogram (Obr. 8), na kterém je zfetelné
Gaussovo rozdéleni hodnot, i kdyz u Microtus agrestis vypada, ponékud rozkolisang.
Nejspise je to zpisobené relativné malym poétem dostupnych vzorkd pro tento druh.

DRBII lokus je u téchto hlodavcid zjevné multiplikovany. Za normalnich podminek by
m¢él mit jedinec vzdy bud’ 1 alelu (homozygot) nebo 2 alely (heterozygot). Kdyz se vSak
podivame na prumérny pocet alel na jedince napti¢ studovanymi druhy, zjistime, ze
vysledek se pohybuje kolem 5 alel na jedince, coz nam indikuje pfitomnost
multiplikovanych lokust. Mozna mira multiplikace DRBII lokusu je naznacena jedincem

Myodes glareolus, u néhoz bylo nalezeno 9 alel.
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Tab. 5: Shrnuti priitmérného poctu alel pro jednotlivé druhy.

Rod a druh MG MAr | MAg |Mar+Mag
Pramérny pocet alel na jedince | 5,153 | 5,463 | 4,862 5,301
Pocet alel od/do 2az9 | 2az9 | laz7 1az9
Standard deviation 1,821 1,224 | 1,529 1,360
Square root of no. of observations | 8,485 | 7,349 | 5,385 9,110
Standard error of mean 0,215 | 0,167 0,284 0,149
m Myodes glareolus
O Microtus arvalis
14 B Microtus agrestis
12
é 10
3 8
2
;5 6
4
2
0 |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Pocet alel

Obr. 9: Zastoupeni multiplikovanych lokusii v populacich jednotlivych druhi

Myodes a Microtus.

4.2.1 Fylogeneticka analyza MHC sekvenci

V zajmu zjisténi vzajemného piibuzenského vztahu jednotlivych sekvenci byl
vytvoren fylogeneticky strom (Obr. 9). Vysledna topologie ukazuje klastrovani sekvenci
podle druhové pfislusnosti, avSak je zde i1 vidét zna¢ny vliv mezidruhového
polymorfismu, kdy nékteré sekvence jsou mezi druhy sdilen¢, ¢i se klastruji spolec¢né se
sekvencemi odlisného druhu. Uvedené sekvence z genbanku spolecné s jejich rodovymi

a druhovymi nazvy jsou dostupné v piiloze (Pf. 6).
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4.2.2 Selekce

Pro ovétfeni plsobeni selekéniho tlaku na osekvenované jedince jsem zvolil
metody SLAC (Single-Likelihood Ancestor Counting) a Z-Test selection v programu
MEGAY. Dataset rodu Myodes obsahoval 58 sekvenci a analyza odhalila prikazny signal
pro purifikujici selekci s primérem ze synonymnich a nesynonymnich substituci (mean
dN/dS= 0,362137), zatimco pro pozitivni selekci byl neprukazny (se signifikanci 0,1).
Analyza také odhalila 8 negativné vybranych mist se signifikanci < 0,05. Pro rod
Microtus jsem ziskal 111 sekvenci a také zde byl patrny vliv purifikujici selekce
(mean dN/dS= 0,331748). Pozitivni selekce se opét neprokazala a v sekvencich se naslo

11 negativné selektovanych mist (P < 0,05).

V programu MEGA7 jsem dale ovétoval selekéni tlak na alelickou diverzitu
sekvenovanych jedinct a dosel ke stejnému zavéru jako pti analyze SLAC. Rod Myodes
vykazoval purifikujici selekci (S pravdépodobnosti p=0,004) v Z-testu a NGJC.
A neprikazné pro pozitivni selekce opét u Z-testu s pravdépodobnosti (p=1,000). Rod
Microtus mél podobné vysledky testd, byl prokazan vliv purifikujici selekce
(s pravdépodobnosti p=0,003) a neprikazny vliv pozitivni selekce (s pravdépodobnosti
p=1,000).

4.3 Korelace mezi alelami a parazity

V programu R jsem se zaméfil na odhaleni mozného vztahu mezi poctem alel
a parazitaci jednotlivych druhii. Mou cilovou skupinou byli ektoparazité, kam jsem
zahrnul celedi Neotrombiculidae a Laelapidae s dostate¢nymi pocty infikovanych
jedincd. Nejdiive jsem je proveéfil jako jednu skupinu oznacenou obecné jako Acari a v
piipadé rodu Myodes se mi podafilo po pouziti glm (model s Poissonovym rozdélenim)

nalézt pouze slaby trend pro zavislost mezi poctem alel a parazit (Obr. 10, sklon regresni

ptimky =-0,05022, Std. Error = 0.047), ktery byl statisticky neprikazny (Pr (>]z)=0,283).

Stejné jsem postupoval i u rodu Microtus, kde méla regresni ptimka vétsi sklon
(- 0.243, Estimate Std. Error = 0.053), nez u Myodes, a test byl vysoce prikazny (Pr( >|z)
=4.90e-06). Tyto parametry jsou vidét na grafu glm vytvoreném v R (Obr. 11). Déle jsem
se zaméftil na prokazani vlivu mnozstvi alel na parazitaci, avsak v tomto ptipadé jsem si

stanovil ndhodnym faktorem rod a druh jedinct, ¢imz jsem z analyzy vyloucil moznost,
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ze by byl vysledek ovlivnén druhovou variabilitou. Vysledek byl pozitivni, s hodnotami:
(Pr (>|z) = 0,002), (sklonu regresni piimky = -0,112) a (Estimate Std. Error = 0,036). V
ptipad¢, kdy jsem do analyz rozdélil rod Microtus na druhy agrestis a arvalis, vysly oba
modely neprikazné. Podobna situace nastala v pifipad¢ srovnani jednotlivych celedi
ektoparaziti s celym zkoumanym datasetem, kdy vysledky pro ¢eled” Neotrombiculidae
byly nepritkazné (Pr (>|z) = 0.677) a mély téméf nulovy sklon regresni piimky (Estimate
Std. Error =-0.01978). U Celedi Laelapidae byla situace lepsi, sklonu piimky byl strmé&;jsi
(sklon regresni piimky = -0.32852), (Estimate Std. Error = 0,05793) a vysledek prikazny
(Pr (>[z) = 1.42e-08). Tyto dva modely jsou graficky znazornény v ptiloze (Pt. 7).
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Obr. 11: Sledovany trend regresni primky sledujici korelaci mezi poctem alel

v populaci rodu Myodes a jeho parazitickym zatiZenim.
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Obr. 12: Vysledny trend regresni piimky sledujici korelaci mezi po¢tem alel jedincu

rodu Microtus a jejich parazitickym zatiZenim.
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5 Diskuze

Vysledky parazitologické analyzy charakterizovaly miru zamoieni jedinctu
Vv populacich riznymi parazity, a i pfes mozné nepfesnosti (viz nize) poskytla tato data
zaklad pro néslednou analyzu ve vztahu k MHC alelam. Nasemu vzorkovani na parazity,
chybéla lepsi piesnost ve sbéru dat. Jednim z hlavnich divodi bylo pouziti sklapovacich
pasti. Pro studii prevalence ektoparazitii by se bezpochyby vice hodily pasti k odchytu
zivych jedinct, jako pouzili napiiklad ve svém vyzkumu Harris a spol., (2009). Hlavni
vyhodou by byla moznost podchytit i ektoparazity, kteti po smrti hostitele opousti télo.
Nicméné pii vyuziti vzorkl a dat z databdze odchytu hlodavcl nasi laboratote, nebylo
jedinym cilem ziskat ptehled o ektoparazitech na hraboSovitych, ale také urcit parazitické
zatizeni populaci rodem Eimeria, v tomto ptipad¢, by tedy bylo pouziti zivych pasti
komplikované a spolecné s polnimi podminkami odchytti v zahrani¢i bez pfistupu do

laboratofe témé&r nemozné.

V piipad¢ prevalence rodu Eimeria nachazejicim se ve stfevech hraboSovitych,
bych fekl, ze vysledky jichz jsme dosahli, jsou spolehlivé. Obecné jsou studie na téma
endoparazité a variabilita MHC alel ¢asté&jsi, viz studie stfevni hlistice u Myodes glareolus
Kloch a spol (2010), ¢i vyzkum vlivu na pieziti zimniho obdobi u Microtus oeconomus
v zavislosti na nakazenim endoparazity Cestoda a Babesia a jejich interakce s ptislusnymi
MHC alelami (Kloch a spol., 2012). V ptipadé tadu Ixodida se je tieba brat vysledky
s ur¢itou rezervou, zZ divodu které jsem uvedl vyse, a stejnou opatrnost musime aplikovat
pfi préaci s vysledky s ostatnimi ektoparazity fadu Acari. I pfesto, jsme vSak ziskali
alespon zakladni prehled o ektoparazitické fauné v ramci druhtli a v nékterych pifipadech
1 ptfimo populaci o velikosti az 22 jedinct. Nésledna infestace hostitelli dvéma druhy
ektoparaziti v ramci druhti je zobrazena histogramy (Obr. 6 — 8) a doplnéna pro lepsi
orientaci. U Myodes glareolus a Microtus agrestis bylo zaznamenano nejvice
zastoupenych jedinci S jednim parazitem, avsak zahrneme-li do vysledki i neinfikované
jedince, vysledny obraz je jiny, velky podil jedinct byl totiz naprosto bez ektoparazitii.
Zpusobeno to mohlo byt mnoha faktory, ¢as od smrti jedince, poc¢asi, ro¢ni obdobi 1 lidsky
faktor. V budoucnu by se mohly pro zlepseni realného nahledu na parazitologickou zatéz

populaci osvédcit planované vyjezdy vice lidi s Zivymi pastmi.
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Od ptvodniho planu mé prace, jimz bylo sekvenovani vzorki jedinct rodu
Apodemus pomoci metody IHlumina (Illumina MiSeq) s primery pouzitymi na sekvenaci
Musolfem a spol (2004), jsme upustili po nékolika obménach PCR cyklu a po zjisténi, ze
dané primery nasedaji v ne pfili§ konzervativnim misté sekvence. Rozhodli jsme se tedy
mou praci tedy pojmout jinak a zaméfit se spiSe na vztah mezi parazitem a rodovou
bohatosti MHC alel. K tomuto uc¢elu nam pomohl jiz zkompletovany dataset vytvoieny

Skolitelem-specialistou, ktery jsem si upravil pro své potieby.

Ptedchozi studie jiz potvrdily teorie o tom, ze u nornika rudého se vyskytuji
multiplikované kopie MHC-DRB Il lokusu (Scherrman a spol., 2014). Babik a Radwan
(2007) nalezli dikaz o existenci dvou lokust a Axner a Sommer (2007) az ¢tyf, coz by
znamenalo, ze mozny pocet alel v jedincich by se vySplhal az na osm. V mé praci jsem
ale narazil i na jedince s 9 alelami. I pro to uz vsak je vysvétleni, Babik a spol (2009) za
pomoci 454 sekvenovani narazil i na jedince s 18 DRB alelami, coz zvysilo mozny pocet
lokust az na devét pro jedince. V naSich populacich jsme vSak nenalezli zadného jedince
S vy$§im poctem alel nez je deset. Mohlo by to byt zptisobeno metodickymi rozdily mezi
studiemi, tedy niz$im poctem genotypovanych vzorki, nebo odlisnymi kritérii pii filtraci
MHC alel od sekvenacnich chyb. Nebo tyto rozdily odrdzeji pfirozenou variabilitu
populaci. Mnozstvi alel se ale miize ménit mezi odlisnymi populacemi v disledku jinych
narokll na obranyschopnost pted lokalnimi patogeny, jak se ukazalo v piipadé korelace
mezi MHC variabilitou a druhovou bohatosti hlistic u hlodavct (Bellocq a spol., 2008).
Zajimavym faktem bylo 1 zjiSténi, Ze pocty alel u ndmi zkoumanych druhii blizce

sledovalo Gaussovo rozdéleni, vyjimkou byli zastupci druhu Microtus agrestis, u kterych

wrwe

Fylogenetickd analyza MHC-DRB sekvenci nam naznalila plisobeni
mezidruhového polymorfismu. Nejen, ze se jednotlivé sekvence rtiznych druht klastruji
spolecné, ale existuji zde ptimo 1 sdilené alely mezi obéma druhy. AvSak 1 presto, Ze se
alely riznych druht klastruji spole¢né, stale je znat vliv rodu ¢i druhu na lokalizaci ve
fylogenetickém zobrazeni. Tedy na rozdil od fylogenetické analyzy, kterou provedl
Musolf a spol (2004) a kdy zjistil, ze se alely neklastruji podle druht, ale jsou spise
inkorporované mezi druhy. Je vSak nutno dodat, Ze autofi se ve své studii zabyvali

evolu¢nim vztahem MHC-DRB alel u rodu Apodemus a srovnavali ho ostatnimi hlodavci.
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Pro urceni jakému typu selekce podléhaji sekvence, se tradicné pouzivd metoda
NGJC. Podrobili jsme tedy sekvence testu na oba typy selekce a zjistili, Ze u obou roda
Myodes i Microtus se projevuje purifikujici selekce. Toto zjisténi neni ojedinélé,
vyzkumy MHC-DRB regionu narazily na podobné vysledky u Myodes glareolus (Axtner
a Sommer., 2007; Babik a Radwan., 2007). Ovsem u jinych savct byly tyto vysledky
odlisné, ptikladem mohou byt studie Bernatchez a Landry (2003) ¢i Sommer (2005).
Neprtkaznost pozitivni selekce Vv nasich datech také mohla byt ovlivnéna volbou testu.
Scherrman a spol., (2014) se dostali ke stejnému vysledku za pouZiti stejné metody
NGJC, avsak kdyz pouzili vice pokro¢ilou Kumarovu metodu, dosli k pozitivnimu
vysledku. V mé préci jsem také zvolil jednu odliSnou metodu testovani selekce u NGJC
a to metodu SLAC. Avsak i v tomto piipadé jsem dosel k zavéru, Ze v ramci naseho

datasetu Ize u obou rodu detekovat pouze negativni purifikujici selekci.

S uréovanim typu selekce izce souvisi posledni ¢ast mé prace a to vztahy MHC
alel a ektoparazitli u ¢eledi Arvicolinae. V pripad¢ prokazani zavislosti mezi poétem alel
a mnozstvi nalezenych ektoparazitli na jedinci by se dalo polemizovat o typu pisobici
selekce - heterozygotni vyhody (overdominant selection). A opravdu jsme zjistili, ze tento
trend se zde vyskytuje, avSak je velmi slaby. Pravé v analyze vztahu mezi ektoparazity
a po¢tem MHC alel, je tato prace v celku unikatni. Ve vétsin¢ studii se vliv diverzity
MHC alel aplikuje spiSe na piitomnost endoparazitii. Cisté z praktickych divodi, je to
logicka volba. Zatimco endoparazité jsou piimo vystaveni pisobeni imunitni odpovédi,
efekt na vétsinu ektoparazitt, ktefi nejsou delsi dobu pfiisati na téle hostitele, je spise
nepiimy. Mezi mozné vlivy patii interakce s komplementem u krev sajicich parazitii
(napt. Khattab a spol 2015), nebo mozna souvislost mezi MHC podminénou fitness
jedince a schopnosti behavioralni obrany pied ektoparazity, jako je preening (Clayton
a spol., 2005). U ektoparazitt také existuje mnoho metodickych proménnych, které
mohou ovlivnit vysledek. Hlavni riziko se vyskytuje jiz pfi sbéru vzorkt (viz prvni ¢ast
diskuze). 1 pfesto mizeme konstatovat, ze ptes mozné metodické problémy a pouze
slabou zavislost mezi sledovanymi proménnymi, kterou se podafilo nalézt, méla tato
studie vyznam jako piedbézna analyza pro studie s vétSim poctem jedincii v populacich,
ptipadné pro asocia¢ni studii mezi infestaci ektoparazity a konkrétnimi alelami ¢i

supertypy MHC-DRB II.
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6 Zavér

Cilem této prace bylo analyzovat souvislosti mezi parazitickym zatizenim
populaci druhd (Myodes glareolus, Microtus arvalis, Microtus agrestis) a jejich MHC
variabilitou. K naplnéni tohoto cile slouzily specifické kroky, jejichz uc¢elem bylo zajistit
rozbor ektoparazitické situace v danych populacich ¢eledi Arvicolinae, charakterizovat
variabilitu alel MHC-DRB 1l v populacich a jedincich vybranych druhi a porovnat
ziskana epidemiologicka data s diverzitou MHC alel pro zjisténi zévislosti.
Parazitologickd analyza populaci odhalila prevazny vyskyt ektoparaziti dvou celedi
Neotrombiculidae a Laelapidae a v mensi mite také fadu Ixodida. Miry infestace témito
parazity byly zaneseny v tabulce (Tab. 4) ve vysledcich. Skuteéné vypovidajici hodnoty
byly ziskany z populaci, kde bylo odchyceno alespoii 10 jedinci od jednoho druhu. Coz
z vypocta vyradilo vétSinu populaci, hlavné u stati, kde byly odchyty provadény na
n¢kolika riznych lokalitach. Nicméné statisticky odpovidajici hodnoty byly ziskany pro
dvé populace Myodes glareolus a stejny pocet pro Microtus arvalis, kdy jedna
z provétovanych populaci Myodes glareolus byla naprosto imunni. Analyza MHC
diverzity byla provedena na sekvencich vy$e zminénych druhti a déle srovnéana s vysledky
z ostatnich studii, kde byla zaznamenana uréita podobnost. Jednotlivé druhy mély velmi
podobné rozloZeni alel na jedince, které se blizce podobalo Gaussovu rozdéleni. Stejné
tak si byly podobné i v primérném poctu alel na jedince. Fylogeneticky rozbor pak ptinesl
naznak sdileného mezidruhového polymorfismu, kdy se vyskytovaly mimo druhové
specifickymi alelami i alely sdilené. Bohuzel i pfes znacnou rtiznorodost alel jsme
neprokazali vliv pozitivni selekce. Z naSeho testovani vyplynulo, ze cilené alely jsou
piedevsim pod vlivem selekce purifikujici. Pfesto tato analyza, tim Ze prokazala piisobeni
selekce na MHC diverzitu ve studovanych populacich hlodavct, poskytla dilezity
podklad pro posledni dil¢i ukol spojujici pfedchozi analyzy. Tim bylo zjistit moznou
zavislost mezi mnozstvim alel v jedincich a poétem jejich paraziti. Testovana byla jen
jedna skupina parazitd S dostatenym pocétem vzorkd (Acari), ktera obsahovala pouze
jedince z celedi Neotrombicullidae a Lealepidae. Tato analyza poskytla pozitivni
vysledek pro dataset spojujici data ze vSech tfi hostitelskych druha. Dalsi analyzy pro
jednotlivé rody prokazaly tento trend i pro rod Myodes. Dil¢i analyzy jednotlivé

zastoupenych paraziti byly neprikazné. V budoucnu by se tedy dalo pokracovat
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napiiklad srovndnim osekvenovanych c¢asti u hraboSovitych s genetickou informaci
ziskanou z jejich ektoparazit. P¥ipadné porovnat sloZeni peptidi MHC sekvenci v ABS

a sloucit podobné sekvence do skupin tzv. supertypu.
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Prilohy

Pi. 1: Tabulka zkoumanych jedinci rodia Myodes a Microtus s jejich ekto- a

endoparazitickym zatiZenim.

Vzorek Rodadruh | Lokace Hoploeleura a0 Ixodidae dospélec | Ixodidae larva | Lael.| Neotrombiculidae Acarl. i Acari celkem | Eimerie
dospelec larva Ixodidae)

B115/14 MiAg | CZSCLV 0 0 NA NA NA NA NA 3 1
D28/14 MiAg | CZSCLV 1 0 1 0 5 0 5 6 1
PB/14 MiAg | CZSCLV 0 0 1 0 7 0 7 8 1
32115 MAGRE MiAg | CZ)CLUZ NA NA NA NA NA NA NA NA 1
02/14 (Magr) E MiAg R1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
04/14 (Magr) neg. MiAg Rl 0 0 0 0 0 0 0 0 0
09/14 (Magr) E MiAg Rl 0 0 0 0 0 0 0 0 1
11/14 (Magr) E MiAg Rl 0 0 0 0 0 0 0 0 1
B1Magr E MiAg Bl 0 0 0 0 4 10 14 14 1
B2Magr 1V MiAg Bl 0 0 0 0 0 1 1 1 0
B2Magr 2 E MiAg Bl 0 0 0 0 0 8 8 8 1
B2Magr 3E MiAg Bl 0 0 0 0 0 4 4 4 1
B2Magr 4 neg. MiAg Bl 0 0 NA NA NA NA NA 1 0
B2Magr 5 E MiAg Bl 0 0 0 0 1 1 2 2 1
B2Magr 6 neg. MiAg BL 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B2Magr 7 E MiAg Bl 0 0 0 0 0 0 0 0 1
B3Magr 1E MiAg Bl 0 0 0 0 2 2 4 4 1
B3Magr 2 neg. MiAg Bl 0 0 0 0 1 1 2 2 0
B4Magr 2E MiAg Bl 0 0 3 0 0 0 0 3 1
BAMagr 3 neg. MiAg Bl 0 0 1 1 0 0 0 2 0
B4Magr 4 neg. MiAg Bl 0 0 NA NA NA NA NA 1 0
B4Magr 5 E MiAg Bl 0 0 0 0 1 5 6 6 1
BAMagr 6 neg. MiAg Bl 0 0 0 0 0 1 1 1 0
B6Magr 1 neg. MiAg BL 0 0 3 0 0 0 0 3 0
B7Magr 1 neg. MiAg Bl 0 0 0 0 1 1 2 2 0
B7Magr 10 neg. MiAg Bl 0 0 0 0 1 2 3 3 0
B7Magr2E+V MiAg Bl 1 1 0 1 0 0 0 1 1
B7Magr 4 E MiAg Bl 0 0 1 0 1 2 3 4 1
B7Magr5E MiAg Bl 0 0 0 0 16 0 16 16 1
B7Magr 6 neg. MiAg BL 0 0 0 0 1 1 2 2 0
B7Magr 7E+V MiAg Bl 0 0 0 1 1 3 4 5 1
B7Magr9E MiAg Bl 0 0 1 0 2 7 9 10 1
6HUIMAGR E X MiAg | MAD1 0 0 NA NA NA NA NA 2 1
MAGR? (CHE2E2) | MiAg CHI 1 3 NA NA NA NA NA 9 1
MAGRL (CH2V15) | MiAg CHI 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MA3 (CH2V1l) MiAg CHI 0 0 NA NA NA NA NA 28 0
MA2 (CH2V13) MiAg CHL 49 2 NA NA NA NA NA 3 0
MA4 (CH2E26) MiAg CHI 0 0 NA NA NA NA NA 16 0
MAS5 (CH2ES) MiAg CHI 1 0 NA NA NA NA NA 18 0
MAL (CH2V16) MiAg CHI 0 0 NA NA NA NA NA 1 0
MAG (CH3V1) MiAg CHI 0 0 NA NA NA NA NA 4 0
ML1 MiAr_ | CZSCLV 0 0 0 0 4 0 4 4 1
ML2 MiAr | CZSCLV 0 0 0 0 2 0 2 2 0
ML3 MiAr | CZSCLV 0 0 0 0 3 0 3 3 1
ML4 MiAr | CZSCLV 0 0 NA NA NA NA NA 6 1
ML5 MiAr | CZSCLV 0 0 NA NA NA NA NA 45 0
ML6 MiAr | CZSCLV 0 0 NA NA NA NA NA 20 0
ML7 MiAr | CZSCLV 46 16 NA NA NA NA NA 4 1
ML8 MiAr | CZSCLV 3 1 NA NA NA NA NA 6 0

N
O




ML9 MiAr | CZSCLV 0 0 NA NA NA NA NA 4 0
ML10 MiAr | CZSCLV 4 0 NA NA NA NA NA 5 0
ML11 MiAr | CZsCLV 0 0 NA NA NA NA NA 13 0
StrMa23 MiAr | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMa24 MiAr | CZzCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMa25 MiAr | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMa26 MiAr | CZzCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 1
StriMa27 MiAr | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMa28 MiAr | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMa29 MiAr | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMa30 MiAr | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMa3l MiAr | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMa32 MiAr | CZzCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 1
StrMa33 MiAr | CZzCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMa34 MiAr | CZzCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMa35 MiAr | CZzCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 1
StrMa36 MiAr | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMa3? MiAr | CZzCSR 0 0 NA NA NA NA NA 2 1
StrMa38 MiAr | CZZCSR 0 0 NA NA NA NA NA 2 0
StrMa39 MiAr | CZzZCSR NA NA NA NA NA NA NA NA 1
StrMad0 MiAr | CZZCSR 0 0 NA NA NA NA NA 3 0
StrMadl MiAr | CZzCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 1
StrMad2 MiAr | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMad3 MiAr | CZzCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StriMad4 MiAr | CZZCSR NA NA NA NA NA NA NA NA 0
StrMal MiAr | CZzCSR 0 2 1 0 3 2 5 6 1
StrMa2 MiAr | CZZCSR 0 0 0 0 0 2 2 2 1
StrMa3 MiAr | CZzCSR 0 0 NA NA NA NA NA 2 0
StrMad MiAr | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMa5 MiAr | CZzCSR 8 4 0 2 0 0 2 4 0
StrMag MiAr | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2StrMal MiAr | CZzCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2StrMa2 MiAr | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2StrMag MiAr | CZzCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2StrMa7 MiAr | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 1
2StrMa8 MiAr | CZzCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25trMad MiAr | CZzCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 1
2StrMall MiAr | CZzCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IMA CB MiAr | CZicCB 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IMA CB MiAr | CzicCB 0 0 0 0 3 0 3 3 1
3MA CB MiAr | CZiCCB NA NA NA NA NA NA NA NA 0
4MA CB MiAr | CZiCCB 0 0 0 0 2 0 2 2 1
5MA CB MiAr | CZiCCB 1 3 0 0 0 0 0 0 1
6MA CB MiAr | CzicCB 0 0 0 0 0 0 0 0 1
TMA CB MiAr | CZiCCB 0 0 0 0 2 0 2 2 1
8MA CB MiAr | CzicCB 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1PAU (MA) MiAr | CZJCCB 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3PAU (MA) MiAr | CZiCCB NA NA NA NA NA NA NA NA 1
4PAU (MA) MiAr | CZICCB 0 0 0 0 0 0 0 0 1
8 PAU (MA) MiAr | CzicCB 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IMA V MiAr | CZJCCH 1 2 NA NA NA NA NA 1 0
IMA_V MiAr | CZICCH 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3MA V MiAr | CZICCH 0 0 0 0 0 0 0 0 1
AMA_ V MiAr | CZICCH NA NA NA NA NA NA NA NA 0
6MA V MiAr | CZICCH 0 0 0 0 0 0 0 0 1
8MA_V MiAr | CZJCCH NA NA NA NA NA NA NA NA 0
13MA V MiAr | CZICCH NA NA NA NA NA NA NA NA 0
17MA_LUZ MiAr | czicLUZ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18MA LUZ MiAr | CZJCLUZ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23MA_LUZ MiAr | czicLUZ 0 0 0 1 3 0 3 4 1
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26MA_LUZ MiAr | CZ)CLUZ 0 0 0 0 3 0 3 3 1
2IMA LUZneg. | MiAr | CZiCLUZ|  NA NA NA NA NA NA NA NA 0
3315 MAE MiAr [ CZCLUZ|  NA NA NA NA NA NA NA NA 1
35/15 MAE MiAr | CZJCLUZ 0 0 0 0 0 0 0 0 1
48115 MAE MiAr [ CZiCLUZ|  NA NA NA NA NA NA NA NA 1
56/15 MAE MiAr | CZiCLUZ 0 0 0 0 0 0 0 0 1
NJ10 MiAr | CZSMNJ NA NA NA NA NA NA NA NA 0
NJ15 MiAr | CZSMNJ NA NA NA NA NA NA NA NA 0
NJ19 MiAr | CZSMNJ 2 1 0 0 0 0 0 0 0
NJ21 MiAr | CZSMNJ 0 4 0 0 0 0 0 0 0
NJ22 MiAr | CZSMNJ 0 0 0 0 0 0 0 0 1
NJ32 MiAr | CZSMNJ 1 2 NA NA NA NA NA 2 0
NJ33 MiAr | CZSMNJ NA NA NA NA NA NA NA NA 0
NJ34 MiAr | CZSMNJ NA NA NA NA NA NA NA NA 0
NJ35 MiAr | CZSMNJ NA NA NA NA NA NA NA NA 0
NJ12 MiAr | CZSMNJ NA NA NA NA NA NA NA NA 0
NJg8 MiAr | CZSMNJ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SHUIMA neg. MiAr | MAD1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BHUIMAE MiAr | MAD1 0 0 1 1 1 1 12 14 1
6HUZMAE x MiAr | MAD1 0 0 NA NA NA NA NA 2 1
6HUSMAE MiAr | MAD1 0 0 NA NA NA NA NA 2 1
BHUAMA neg. MiAr | MAD1 0 0 0 0 4 0 4 4 0
HUA4MarlVx | MiAr | MADI 3 0 0 0 0 0 0 0 0
HUA14Mar2neg. | MiAr | MADI NA NA NA NA NA NA NA NA 0
HUA14Mar3 V MiAr | MAD1 NA NA NA NA NA NA NA NA 0
HUCMar 4 E MiAr | MAD1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
HUCMar 5 neg. MiAr | MAD1 NA NA NA NA NA NA NA NA 0
HUCMar 6 E x MiAr | MAD1 NA NA NA NA NA NA NA NA 1
HUCMar 7 E x MiAr | MAD1 NA NA NA NA NA NA NA NA 1
HUD14Mar8 E MiAr | MAD1 NA NA NA NA NA NA NA NA 1
HUD14Mar9neg. | MiAr | MADIL NA NA NA NA NA NA NA NA 0
1IMA/PL MiAr P1 0 0 0 0 4 2 6 6 0
13MA/PL MiAr P1 0 0 0 0 1 1 2 2 0
92MA/PL MiAr P1 0 0 NA NA NA NA NA 3 0
96MAJPL MiAr P1 0 0 NA NA NA NA NA 9 1
D103 MyaGl | CZSCLV 0 0 NA NA NA NA NA 1 0

D2 MyoGl | CZSCLV 1 0 NA NA NA NA NA 3 0
B17/14 MyaGl | CZSCLV 1 3 NA NA NA NA NA 3 1
C40/14 MyoGl | CZSCLV 0 0 1 0 3 0 3 4 1
PPL2/14 MyaGl | CZSCLV 0 0 NA NA NA NA NA 1 1
CGCI1/4 MyoGl | CZSCLV 0 0 NA NA NA NA NA 1 1
36 MyoGl | CZSCLV 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrClgl23 MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrClgl24 MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrClgl25 MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 1
StrClgl26 MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrClgl27 MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrClgl28 MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrClgl29 MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrClgl31 MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrClgl32 MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Strgl1 MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMgl MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Strgl3 MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMgld MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMgls MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Strglg MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StrMgl? MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Strglg MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2StrMgl2 MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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25trMgl3 MyoGI [ CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25trMgl5 MyoGl | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25trMgl6 MyoGI | CZZCSR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2CG/J MyoGlI | CZSCIA 1 0 NA NA NA NA NA 1 0
3CGl) MyoGI | CZSCIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6CG/J MyoGlI | CZSCIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7CG/) MyoGl | CZSCIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0

4) MyoGI | CZSCIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0

5) MyoGl | CZSCIA 0 0 NA NA NA NA NA 4 0

7) MyoGI | CZSCIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 MyoGl | CZSCIA|  NA NA NA NA NA NA NA NA 1

3) MyoGl | CZSCIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0

5) MyoGI | CZSCIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0

10 MyoGl | CZSCIA 4 2 0 0 0 0 0 0 0

1 MyoGI | CZSCIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0

12 MyoGl | CZSCIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0

16) MyoGI | CZSCIA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72(MG) MyoGl | CZiCLUZ|  NA NA NA NA NA NA NA NA 1
506 LUZ MyoGlI [ CZICLUZ| — NA NA NA NA NA NA NA NA 1
6CG LUZ MyoGl | czictuz| 0 0 0 0 0 3 3 3 1
8CG LUZ MyoGl | CZICLUZ|  NA NA NA NA NA NA NA NA 1
9CG LUZ MyoGl | CZICLUZ|  NA NA NA NA NA NA NA NA 1
11CG LUZ MyoGl | CZICLUZ|  NA NA NA NA NA NA NA NA 1
120G LUZ MyoGlI | CczicLuz| — NA NA NA NA NA NA NA NA 1
200G LUZ MyoGl | czicLuz| 0 0 NA NA NA NA NA 2 0
220G LUZ MyoGl | CZICLUZ|  NA NA NA NA NA NA NA NA 1
33CG LUZneg. | MyoGl | CZiCLUZ| 0 0 NA NA NA NA NA 4 0
35CG LUZE | MyGl |czicluz] 0 0 NA NA NA NA NA 2 1
37CG LUZE | MyoGl |czicLuz| 0 0 NA NA NA NA NA 5 1
2/15CGE MyoGl | CZICLUZ|  NA NA NA NA NA NA NA NA 1
3/15CG E X MyoGl | CZICLUZ|  NA NA NA NA NA NA NA NA 1
5/15 CG E MyoGl | czictuz| 0 0 0 0 0 0 0 0 1
8/15 CG E x MyoGl |czicluz| 0 0 0 0 0 0 0 0 1
12/15CGneg. | MyoGl | CZICLUZ|  NA NA NA NA NA NA NA NA 0
25/15CGE MyoGl | CZICLUZ|  NA NA NA NA NA NA NA NA 1
26/15CGneg. | MyoGl | CZICLUZ] 0 0 0 0 0 0 0 0 0
215CGEX | MyoGl | CZICLUZ| 0 0 0 0 0 0 0 0 1
29/15CGneg. | MyoGl | CZICLUZ|  NA NA NA NA NA NA NA NA 0
3015 CG E MyoGl | CZiCLUZ|  NA NA NA NA NA NA NA NA 1
3U15CGneg. | MyoGl |CzicLuz| — NA NA NA NA NA NA NA NA 0
M15CGEX | MyGl |czicLuz| o 0 0 0 0 0 0 0 1
3%/15CGneg. | MyoGl | CZICLUZ| 0 0 0 0 0 0 0 0 0
315CGneg. | MyoGl |czicuz| o 0 0 0 0 0 0 0 0
3915CGneg. | MyoGl |CzicLuz| NA NA NA NA NA NA NA NA 0
40115CGneg. | MyoGl |czicLuz| o 0 0 0 0 0 0 0 0
41/15CGE MyoGl | czictuz] 0 0 0 0 0 0 0 0 1
44/15CGE MyoGl | CZICLUZ|  NA NA NA NA NA NA NA NA 1
47/15CGE MyoGl | czicLuz| 0 0 0 0 0 0 0 0 1
5U15CGEx | MyoGl |czicluz] o 0 0 0 0 0 0 0 1
60/15 CG E MyoGl | czictuz] 0 0 0 0 0 0 0 0 1
61/15CG E MyoGl | czicluz| 0 0 0 0 0 0 0 0 1
62/15 CG E MyoGl | CZiCLUZ|  NA NA NA NA NA NA NA NA 1
67/15CGE MyoGl | czictuz] 0 0 0 0 0 0 0 0 1
NJLL MyoGI | CZSMNJ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NJ13 MyoGl | CZSMNJ 0 0 NA NA NA NA NA 1 0
NJL6 MyoGl | CZSMNJ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NJ39 MyoGI | CZSMNJ 0 0 NA NA NA NA NA 5 0
NJ40 MyoGlI | CZSMNJ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NJ4L MyoGI | CZSMNJ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NJ20 MyoGl | CZSMNJ 0 0 0 0 0 0 0 0 1
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N2 MyoGl | CZSMNJ] 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NJL4 MyoGl | CZSMNJ| 0O 0 0 0 0 0 0 0 0
NI4T MyoGl | CZSMNJ| 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NJ55 MyoGl | CZSMNJ| 0 0 0 0 0 0 0 0 0

151 MyoGl | CZJES 0 0 0 0 0 0 0 0 0

152 MyoGl | CZIES 0 0 0 0 0 0 0 0 0

153 MyoGl | CZJES 0 0 0 0 0 0 0 0 0

156 MyoGl | CZJES 0 0 0 0 0 0 0 0 0

157 MyoGl | CZIES 0 0 0 0 0 0 0 0 0

161 MyoGl | CZJES 0 0 NA NA NA NA NA 1 1

162 MyoGl | CZIES 0 0 0 0 0 0 0 0 0

163 MyoGl | CZJES 0 0 0 0 0 0 0 0 0
009/13 (CG)neg. | MyoGl | RI 0 0 0 0 0 0 0 0 0
01013 (CG)EX | MyoGl | RI 0 0 NA NA NA NA NA 1 1
0LUI3(CG)E+V | MyGl | RI 3 2 0 0 0 0 0 0 1
043 (CG)Ex | MyGl | RI 0 0 NA NA NA NA NA 1 1
016/13(CG)E | MyoGl | RI 0 0 0 0 0 0 0 0 1
2213 (CG)Ex | MyoGl | RI 0 0 0 0 0 0 0 0 1
02513 (CG)E | MyoGl | RI 0 0 NA NA NA NA NA 2 1
2913(CG)Ex | MyoGl | RL 0 0 0 0 0 0 0 0 1
03/14(CG)E | MyoGl | RL 0 0 0 0 0 0 0 0 1
030/13 (CG)neg. | MyoGl | RI 0 0 0 0 0 0 0 0 0
034/13(CG)E | MyoGl | RL 0 0 0 0 0 0 0 0 1
10/14(CG)EX | MyoGl | Rl 0 0 0 0 0 0 0 0 1
1504(CG)Ex | MyoGl | Rl 0 0 0 0 0 0 0 0 1
2014(CG)E | MyoGl | RL 0 0 0 0 0 0 0 0 1
3/4(CG)E+V | MyGl | Rl 0 0 0 0 0 0 0 0 1
HUCMGI1E | MyoGl | MADL NA NA NA NA NA NA NA NA 1
4CIPL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 5 0
5CIPL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 15 0
6C/PL MyoGl | Pl 0 0 0 0 0 8 8 8 0
7CIPL MyGl | Pl 0 0 0 0 1 20 2 2 1
8CIPL MyoGl | Pl 0 0 1 0 0 7 7 8 1
10C/PL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 4 0
21C/PL MyoGl | Pl 0 0 0 0 0 2 2 2 0
22C/PL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 11 0
24CIPL MyGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 4 0
25C/PL MyoGl | Pl 0 0 3 0 0 2 2 5 0
26C/PL MyGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA § 0
27CIPL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 13 1
28C/PL MyoGl | Pl 0 0 1 1 0 5 5 7 1
30C/PL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 7 0
31C/PL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA N 0
32/PL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 2 1
33CIPL MyoGl | Pl 0 0 0 0 0 1 1 1 0
44CIPL MyGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 3 0
45CIPL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 17 0
46C/PL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 3 0
47CIPL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 11 0
50C/PL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 12 0
51C/PL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 39 0
52AIPL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 2 0
53C/PL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 18 0
54C/PL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 5 0
55C/PL MyGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 4 0
56C/PL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 3 0
57C/PL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 3 0
58CIPL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 5 0
59C/PL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 3 0
60C/PL MyoGl | Pl 0 0 NA NA NA NA NA 5 0
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62CIPL MyoGl | Pl 0 0 NA NA | NA NA NA 3 0
TICIPL MyoGl | Pl 0 0 NA NA_ | NA NA NA 20 0
78CIPL MyoGl | Pl 0 0 0 0 0 6 6 6 1
82CIPL MyGl | Pl 0 1 1 0 1 9 10 1 0
83CIPL MyoGl | Pl 0 0 0 0 0 1 1 1 0
BACIPL MyoGl | Pl 0 0 NA NA_ | NA NA NA 1 0
98CIPL MyoGl | Pl 0 0 NA NA | NA NA NA 6 0
F24Mg neg. MyoGl | FL 0 0 NA NA_ | NA NA NA 4 0
F26Mg neg. MyoGl | FL 0 0 2 0 2 2 4 6 0
F2IMgE MyoGl | FL 0 0 0 0 0 4 4 4 1
F28Mg neg. MyoGl | FL 0 0 0 0 1 6 7 7 0
F2OMg E MyoGl | FL 0 0 0 0 0 0 0 0 1
F32MgV MyoGl | FL 0 0 0 0 0 5 5 5 0
F33MgE MyoGl | FL 0 0 NA NA_ | NA NA NA 1 1
CGL(CHVI) | MyoGl | CHI 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CG2(CHVI0) | MyoGl | CHI 0 0 NA NA | NA NA NA 64 0
CG3(CHVI) | MyoGl | CHL 0 0 NA NA | NA NA NA 113 0
CG4(CH2VY) | MyoGl | CHL 0 0 NA NA | NA NA NA 1 0
CG9(CH3VY) | MyoGl | CHL 0 0 NA NA | NA NA NA 4 1
CG7(CH3ES) | MyoGl | CHI 0 0 0 0 1 2 2 2 0
CGB(CH3E5) | MyoGl | CHI 0 0 NA NA | NA NA NA 10 0
CG5(CH3E4) | MyoGl | CHI 0 0 NA NA_ | NA NA NA 1 0
CG6(CH3ELY) | MyoGl | CHI 0 0 0 0 2 2 30 0 0
CGIO(CH3V3) | MyoGl | CHI 0 0 NA NA | NA NA NA 3% 0
CGIL(CHAVIL) | MyoGl | CHI 0 0 NA NA_ | NA NA NA 2 0
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Pi. 2: Protokol izolace DNA pievzato z DNeasy Blood and Tissue (2006).

1.

8.

Nastiihat tkan na drobné kousky o hmotnosti 25 mg a umistit je do 1,5 ml
mikrozkumavky a ptidat 180 ul ATL pufru.

Pridat 20 pl Proteindzy K, dikladné promichat pomoci vortexu a nechat
lyzovat v heateru (popfipad¢ inkbatoru) na 56°C. Pii lyzovani obcasné
promichat. Lyzujeme 1-8 hodin v zavislosti na typu tkané.

Vortexovat 15s a piidat 200 ul AL pufru na vzorek a diikladné zvortexovat.
Pridat 200 ul etanolu (96 — 100%) a znovu zvortexovat.

Napipetovat véetné srazenin do Dneasy Mini spin mikrozkumavky, ktera je
soucasti 2 ml sbérné mikrozkumavky a centrifugovat na 8000 rpm na 1 min.
Obsahu i sbérné mikrozkumavky se zbavit.

Umistit DNeasy mini spin mikrozkumavku do nové 2 ml sbérné
mikrozkumavky a ptidat 500 ul AW1 pufru. Centrifugovat 1 min na 8000 rpm
a znovu se zbavit sbérné mikrozkumavky i obsahu.

Umistit DNeasy mini spin mikrozkumavku do nové 2 ml sbérné
mikrozkumavky a ptidat 500 ul AW2 pufru. Centrifugovat 3 min na 14000
rpm a znovu se zbavit sbérné mikrozkumavky i obsahu.

Umistit DNeasy mini spin mikrozkumavku do 1,5 ml mikrozkumavky a pfidat
200 pl AE pufru pfimo do membrany DNeasy mini spin mikrozkumavky.
Inkubovat na pokojové teploté na 1 min a stoc¢it na 8000 rpm.

Pro maximum vyizolované DNA nékolikrat opakovat krok 7.

P¥. 3: SloZeni mastemixu a nastaveni cyklu PCR reakce.

Protokol k PCR reakci
Slozeni mastermixu mn(c;zljtw Cast cyklu te(gg))t a (r(:}?]) cykly

H20 15,375 Denaturace 95 8:00 1

25 mM MgCL 2 Hybridizace 55 0:30

dNTP 2 Elongace 72 0:30
Primer Forward 1 Extense 72 7:00 1

Primer Reverse 1 Chlazeni 4 NA NA

Polymerz;s()(eléAmplltaq 0,125 i i i i
DNA 1 - - - -
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P¥. 4: Uplné histogramy &etnosti parazitii eledi Neotrombiculidae a Laelapidae u

rodi Myodes a Microtus.
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Pi. 5: Vychozi tabulka se 155 osekvenovanymi jedinci rodid Myodes a Microtus pro

praci v programu R.

Vzorek Rodadruh | Lokace | Lael.| Neotromb. Acan_(bez D seq. Codeschar G| B seq. Codeschar
Ixodida) | alel | coverage alel | coverage
D2 MyoGl | CZSCLV [ NA | NA NA 6 7381 ¢(11, 101, 382, 10, 13, 383)
B17/14 MyoGl [ CZSCLV | NA | NA NA 3 1744 ¢(9,10,11)
C4014 MyoGl | CZSCLV | 3 0 3 3 | 10381 ¢(9,1011)
PPL2/14 MyoGl | CZSCLV | NA | NA NA 3 2131 ¢(71, 132, 10)
CGCI114 MyoGl | CZSCLV [ NA| NA NA 7 9642 ¢(51, 71, 132, 10, 12, 18, 6334)
C36 MyoGl | CZSCLV | 0 0 0 2 3567 ¢(38,9)
25trMgl5 MyoGl | CZZCSR | 0 0 0 9 | 6911 | c(613,36,11, 134,704, 63,12, 2228, 2580) 9 12221 | (613,36, 134, 11,704, 63, 2228, 12, 2580)
2] MyoGl | CZZCIA | NA| NA NA 2 6900 ¢(38, 2838)
3 MyoGl | CZZCIA | 0 0 0 6 | 28097 ¢(394, 9, 61, 10, 6039, 525)
1] MyoGl | CZZCIA'| 0 0 0 3 6754 ¢(101, 382, 383)
12) MyoGl | CZZCA | 0 0 0 2 | 6027 ¢(36, 63)
5CG_LUZ MyoGl | CZJCLUZ| NA | NA NA 5 2110 ¢(71,138, 11,13, 10) 6 13228 ¢(71, 138,11, 10, 13, 988)
6CG_LUZ MyoGl | CZICLUZ| 0 3 3 7| 6411 ¢(38, 36, 63, 6905, 13, 609, 14)
806 LUZ | MyoGl [CZICLUZ| NA| NA NA | 6 | 14050 o(71, 138, 466, 1779, 1780, 988)
9CG_LUZ MyoGl | CZICLUZ| NA'| NA NA 3 | 84% ¢(524, 394,9)
1CG LUZ | MyoGl |CZICLUZ| NA| NA NA 2 | 6780 1736:29:00
20CG_LUZ MyoGl [ CZJCLUZ| NA | NA NA 6 17930 c(457, 38, 132, 133,134, 101)
2006 LUZ | MyoGl [CZICLUZ| NA| NA NA 6 | 7046 ¢(51, 132, 38, 134, 61, 63)
33CG LUZneg. | MyoGl | CZICLUZ| NA| NA NA 5 9256 ¢(38, 133, 134, 1996, 136)
35CG LUZE | MyoGl |[CZICLUZ| NA| NA NA 1 18164 c(51, 466, 132, 134, 61, 1779, 1780)
37CG LUZE | MyoGl |CZICLUZ| NA| NA NA 6 9213 ¢(38, 11, 10, 63, 13, 609)
215CGE MyoGl | CZJICLUZ| NA | NA NA 9 22794 ¢(51, 132, 11, 134, 61, 10, 13, 18, 2127)
12/15CGneg. | MyoGl |CZICLUZ| NA'| NA NA 6 6884 ¢(36, 38, 1913, 63, 1749, 609) 6 11049 ¢(36, 38, 1749, 1913, 63, 609)
26/15CGneg. | MyoGl | CZICLUZ| 0 0 0 5 | 47 0(38, 132, 133, 61, 134) 5 4347 0(38, 132, 133, 61, 134)
20/15CGneg. | MyoGl | CZICLUZ|[ NA | NA NA 8 7501 ¢(51, 71, 132, 138, 61, 988, 13, 18)
30/15CGE | MyoGl [CZICLUZ| NA| NA NA 5 | 752 ¢(394, 1776, 38, 4826, 63)
3115CGneg. | MyoGl [CZICLUZ| NA| NA NA | 5 | o2 ¢(613, 38,10, 11, 134)
36/15CGneg. | MyoGl | CZICLUZ| 0 0 0 2 | 8801 ¢(2163, 2916)
37115CGneg. | MyoGl | CZICLUZ| 0 0 0 4 | 12316 ¢(132, 38,101, 63)
3915CGneg. | MyoGl |CZJCLUZ| NA| NA NA 4 10257 ¢(51, 132, 61, 134)
40/15CGneg. | MyoGl | CZICLUZ| 0 0 0 6 | 9545 ¢(71, 138, 132, 61, 988, 135)
4115CGE MyoGl | CZJCLUZ| 0 0 0 2 9397 ¢(2100, 4846)
4TN5CGE | MyoGl | CZICLUZ| 0 0 0 5 | 833 0(38, 132, 133, 134, 10) 5 14566 0(38, 132, 133, 134, 10)
60/15CGE MyoGl | CZJCLUZ| 0 0 0 7 7183 (394, 132, 61, 10, 526, 135, 525)
6115CGE | MyoGl |CZICLUZ| 0 0 0 5 | 8146 0(613, 38, 132, 10, 134)
62/115CGE MyoGl [ CZICLUZ| NA | NA NA 6 4447 ¢(38, 11, 63, 10, 13, 609)
67/15CGE | MyoGl |CZICLUZ| 0 0 0 6 | 12347 ¢(38, 132, 133, 1996, 134, 10)
NJ11 MyoGl | CZSMNJ | 0 0 0 7 13423 ¢(38, 71, 138, 3593, 988, 615, 616)
NJ13 MyoGl | CZSMNJ | NA| NA NA 5 | 9425 ¢(9, 38,133, 3593, 10)
NJ39 MyoGl | CZSMNJ [ NA | NA NA 3 10854 ¢(5, 71, 138)
NJ42 MyoGl | CZSMNJ | 0 0 0 4 11474 ¢(51,71, 138, 10)
NJ14 MyoGl | CZSMNJ | 0 0 0 8 | 8802 c(9, 133,36, 704, 10, 989, 12, 4930)
161 MyoGl [ CZJES | NA | NA NA 5 6540 ¢(613, 38, 11, 614, 63) 5 10520 ¢(613, 38, 11, 614, 63)
009/13 (CG) neg.|  MyoGl Rl 0 0 0 6 | 7672 c(6611, 36, 467, 10, 18, 6334)
01113 (CG)E+V|  MyoGl RL 0 0 0 5 3724 (465, 466, 36, 467, 383)
016/13 (CG)E | MyaGl Rl 0 0 0 6 | 3129 ¢(36, 467, 2690, 383, 6334, 468)
02213 (CG)Ex| MyoGl | RL | 0 0 0 5 | 330 ¢(63, 38, 36, 609, 14)
025113 (CG)E | MyoGl R1 NA| NA NA 2 14384 ¢(36, 467)
030/13 (CG) neg.|  MyoGl RL 0 0 0 8 10607 ¢(71, 9073, 138, 36, 133, 467, 989, 383)
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034/13(CC)E | MyoGl | RL J O] 0 0 5 | 758 (71, 138,133, 36, 467)
2M4(CO)E | MyoGl | RL | 0| 0 0 7 | 13 (71, 138, 133, 10, 134, 989, 6334)
4(CC)E+V] MyoGl | RL | 0| 0 0 6 | 13057 (132, 38, 10, 134, 63, 609)
6CIPL MGl | Pt [0 8 8 6 | a2 (38, 71, 2077, 2076, 135, 383) 1161 (38, 71, 2076, 2077, 383, 135)
7CIPL Mool | PL [ 1] « ERED (132, 6564, 36, 101, 63, 135, 14)
8CIPL MGl | Pt [ 0] 7 7 N (457,38, 36, 101)
0P | Mol | Pt [0 | 2 2 I (38,36, 73,101)
2CPL | MyGl | PL | 0| 2 2 IED (36, 2077, 2076, 63)
BCPL | MyGl | Pt [0 5 5 2 | e (36, 101)
BCPL | MyGl | Pt [0 1 1 6 | 5064 (5198, 71, 138, 11, 63, 135)
8CPL | MyoGl | PL | 0| 6 b | o8 c(457, 38, 36, 101)
8CPL | MyGl | Pt [ L] 9 0 | 7| 5% (51, 71, 138, 11, 135, 13, 988)
83CPL | MyGl | Pt [0 1 1 6 | 532 ¢(457, 36, 101, 63, 14, 3510)
F26Mgneg. | Myosl | FL | 2| 2 4 7 | 3 (38, 71, 63, 6334, 615, 616, 989) 2012 ¢(38, 71, 63, 6334, 616, 989, 615)
FIMgE | Mysl | FL | 0] 4 4 8 | 31 (38, 63, 36, 2089, 615, 616, 989, 14)
F28Mgneg. | Myosl | FL | 1] 6 7 1| 558 (71, 36, 63, 6334)
FOMgE | Mysl | FL | 0] 0 0 5 | 4 0(36, 33, 1749, 63, 1913)
FMgV | MyGl | FL [ 0] 5 5 6 | 3354 ¢(9, 101, 382, 18, 4947, 383)
FMgE | Mysl | FL | NA| NA NIEREE (36, 704, 2228, 12)
CG2(CHVI0) | MyoGl | CHL | NA| NA NA | 5 | am 0(36, 132, 10, 134, 2883)
CG3(CHVT) | Myosl | CHL | NA| NA TEREE (1776, 38, 36, 2227, 63, 18, 2228, 12)
CGT(CHAES) | MyoGl | CHL | 1| 2 IERED (38, 11, 101, 285)
Co6(CH3EL) | Myosl | cHL [ 2] 8 0 | 4| »u (9,101, 382, 10)
MLL Miar [ czselv] 4 | o 4 6 | 13501 ¢(1, 336, 334, 335, 337, )
ML2 Miar | czsev]an | o 1 | 3| B (756, 1, 4)
ML3 Miar | czselv] 3 | o 3 5 | 1810 (970,763, 971, 972, 334)
ML4 MiAr | CzscLV [NAT NA NIEREE c(1, 334, 335,336, 337, 339)
ML MiAr | CzscLV [NAT NA NA | 4 | =m (336, 334, 335, 337)
StMa2 | MiAr | CZzSSR| 0 | 0 0 6 | 1865 (339, 344, 345, 1987, 355, 4999)
StMas | MiAr | CZZSSR| 0 | 0 0 5 | 197 (339, 1985, 1986, 354, 370)
StMa3d | MiAr | CZZSSR[NA| NA NA | 4 | 1w (1, 1074, 2, 762)
StMadl | MiAr | CZzSSR| 0 | 0 0 4| 180 o(1074,1, 762, 2)
StMal3 | MiAr | CZzSSR| 0 | 0 0 6 | 159 ¢(1074,1, 2072, 2, 762, 6608)
StMadd | MiAr | CZZSSR[NA| NA NA | 6 | 1419 (1, 1074, 2072, 2, 762, 1786)
StrMal Miar | CzzssR| 3| 2 5 6 | un (764, 1, 772, 771, 335, 799)
StrMa? M | czzssR] 0| 2 2 5 | 13 (756, 1, 762, 2, 761)
StrMas MiAr | czzssR] 0 [ 0 2 6 | 14 (339, 344, 345, 354, 355, 310)
2uMa8 | Miar [ czzssR| 0 [ 0 0 5 | 519 c(764, 756, 334, 1786, 4 27786 C(764, 756, 334, 1786, 4)
StMa | MiAr | CZZSSR| 0 | 0 0 6 | 1980 (764, 1, 334, 762, 2119, 1786) 1980 (764, 1, 334, 762, 2119, 1786)
SuMall | MiAr [ CzzsR] 0 [ 0 0 5 | 13689 (339, 890, 801, 876, 871)
MACB | MiAr [czicee| 3| o 3 6 | 48 (764, 765, 343, 2881, 2882, 769) 15123 C(764, 765, 2882, 343, 2881, 769)
3MACB | MiAr | CZicCB [NA| NA RS (1,2, 760)
IMACB | MiAr [cziccB| 2 | 0 2 5 | 182 (764, 2072, 2881, 2882, 1786)
SMACB | MiAr | cziccB| o | o 0 5 | 438 (764, 1, 2072, 1786,2)
6MACB | MiAr |cziccB| o[ o 0 8 | 1710 | (1,765 1783, 793, 343, 769, 756, 764)
IMACB | MiAr [cziceB| 2| o 2 5 | ¢(756, 765, 335, 767, 343)
8MACB | MiAr [cziccB| o | o 0 6 | o c(764, 2, 2881, 2882, 760, )
1PAUMA) | MiAr [cziccB| 0| 0 0 8 | 1584 (L, 764, 771,760, 2, 793, 787, 339)
8PAUMA) | Miar [cziccB| 0| 0 0 6 | 170 (339, 1989, 801, 890, 2909, 355)
3MA V Miar | cziccH] 0| o 0 6 | 54 (L, 764, 2072, 2268, 1786, 2269)
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4MA_V MiAr | CZJCCH | NA NA NA 5 2640 ¢(756, 3006, 2268, 793, 772) 73193 ¢(756, 2268, 3006, 793, 772)
6MA_V MiAr CZJICCH [ 0 0 0 5 426 ¢(756, 2072, 760, 2, 1786)
8MA_V MiAr | CZJCCH | NA NA NA 6 966 c(764, 760, 2, 335, 1786, 1)
13MA_V MiAr CZJCCH | NA NA NA 5 2933 c(764, 756, 2268, 761, 2269)
1TMA_LUZ MiAr | CZJCLUZ| 0 0 0 6 1658 ¢(756, 2, 335, 1, 760, 793)
23MA_LUZ MiAr [ CZ)CLUZ]| 3 0 3 6 3397 ¢(339, 344, 6010, 6011, 355, 6012)
26MA_LUZ MiAr | CZ)CLUZ| 3 0 3 5 1198 ¢(756, 764, 1786, 334, 2072)
27TMA_LUZ neg. MiAr | CZICLUZ | NA NA NA 4 1459 c(1, 338,771, 772)
33/15 MAE MiAr | CZICLUZ| NA NA NA 6 2508 (1074, 1, 2269, 2881, 338, 2882)
56/15 MA E MiAr | CZICLUZ| 0 0 0 6 2632 ¢(756, 1, 1074, 771, 1075, 1076) 2632 ¢(756, 1, 1074, 1075, 771, 1076)
NJ10 MiAr CZSMNJ | NA NA NA 6 20040 ¢(756, 4, 335, 844, 1786, 798)
NJ15 MiAr | CZSMNJ | NA NA NA 9 1042 |c(1858, 1860, 1859, 1861, 756, 4, 844, 1786, 335)
NJ19 MiAr CZSMNJ | 0 0 0 4 1724 (1099, 338, 337, 4)
NJ21 MiAr | CZSMNJ | 0 0 0 7 1759 c(1, 756, 793, 2268, 5108, 1786, 971)
NJ32 MiAr CZSMNJ | NA NA NA 6 1660 ¢(756, 1, 760, 793, 4, 6916)
NJ88 MiAr [ CZSMNJ | 0 0 0 7 1839 c(1, 1856, 4, 1857, 337, 769, 756)
6HU4MA neg. MiAr MAD1 4 0 4 5 890 ¢(1611, 1187, 1075, 335, 767)
HUA14Mar3 V MiAr MAD1 [ NA NA NA 5 871 ¢(770, 1, 760, 338, 787)
HUCMar 4 E MiAr MAD1 0 0 0 6 2635 ¢(770, 1, 334, 777,793, 787)
HUCMar 5 neg. MiAr MAD1 [ NA NA NA 6 2666 ¢(770, 1, 1075, 334, 335, 2269)
HUCMar 7 E x MiAr MAD1 [ NA NA NA 7 787 c(1, 762, 2867, 777,767, 1074, 2)
HUD14Mar8 E MiAr MADL | NA NA NA 4 682 c(764, 1851, 760, 793)
HUD14Mar9neg.| MiAr MAD1 [ NA NA NA 5 535 (1789, 1851, 338, 1852, 793)
11IMA/PL MiAr P1 4 2 6 5 530 c(1,2, 2268, 793, 4)
13MA/PL MiAr P1 1 1 2 5 759 1:05
92MA/PL MiAr P1 NA NA NA 6 378 c(1, 756, 336, 2, 760, 334)
96MA/PL MiAr P1 NA NA NA 2 1708 (7277, 1452) 1708 ¢(7277, 1452)
D28/14 MiAg | CZSCLV | 5 0 5 6 7381 ¢(339, 344, 890, 7228, 355, 4774) 7381 c(11, 382, 101, 10, 13, 383, 14)
PB/14 MiAg CZSCLV | 7 0 7 4 1596 ©(339, 801, 4775, 4774)
02/14 (Magr) E [ MiAg R1 0 0 0 3 846 (773, 774, 771)
04/14 (Magr) neg.| MiAg R1 0 0 0 6 2669 c(344, 1989, 345, 890, 1990, 355)
09/14 (Magr) E [ MiAg Rl 0 0 0 6 3371 ¢(339, 6215, 801, 354, 6216, 4774)
11/14 (Magr) E MiAg R1 0 0 0 4 1124 ©(339, 801, 4774, 4775) 26757 ©(339, 801, 4774, 4775)
B1Magr E MiAg Bl 4 10 14 5 5857 ¢(1, 1090, 1885, 338, 793)
B2Magr 1V MiAg Bl 0 1 1 6 1562 ¢(1, 1085, 1781, 1783, 334, 793)
B2Magr 2 E MiAg Bl 0 8 8 7 1191 ¢(756, 1, 1781, 334, 777, 793, 3507)
B2Magr 3 E MiAg Bl 0 4 4 6 1465 ¢(1994, 786, 1785, 758, 1611, 767)
B2Magr 5 E MiAg Bl 1 1 2 3 790 c(776, 780, 767)
B2Magr 6 neg. MiAg B1 0 0 0 3 910 ¢(1075, 1783, 760)
B2Magr 7 E MiAg Bl 0 0 0 6 1196 c(1, 1085, 1781, 1075, 1782, 1783)
B3Magr 1 E MiAg Bl 2 2 4 6 1114 ¢(1789, 1074, 1783, 760, 793, 769)
B3Magr 2 neg. MiAg Bl 1 1 2 2 731 ¢(756, 338)
B4Magr 2 E MiAg B1 0 0 0 6 1502 c(758, 1691, 335, 786, 2063, 1692)
B4Magr 3 neg. MiAg B1 0 0 0 6 1784 (758, 1691, 786, 1785, 1692, 2063)
B4Magr 4 neg. MiAg Bl NA NA NA 6 3765 (1611, 1, 786, 2490, 2491, 767) 3765 (1611, 1, 786, 2491, 767, 2490)
B4Magr 5 E MiAg B1 1 5 6 6 | 28277 ¢(1887, 1074, 1075, 1886, 760, 1890)
B4Magr 6 neg. MiAg Bl 0 1 1 5 897 ¢(793, 764, 1611, 1074, 1885)
B6Magr 1 neg. MiAg Bl 0 0 0 1 405 3507
B7Magr 1 neg. MiAg Bl 1 1 2 3 1618 ¢(758, 786, 767)
B7Magr 10 neg. | MiAg B1 1 2 3 6 1610 c(1785, 1994, 776, 780, 767, 1611)
B7Magr 4 E MiAg Bl 1 2 3 4 1120 ¢(758, 767, 785, 786)
B7Magr 5 E MiAg B1 16 0 16 3 1170 ¢(1, 786, 767)
B7Magr 6 neg. MiAg Bl 1 1 2 6 1386 c(758, 786, 1785, 1994, 767, 1611)
B7Magr 7TE+V | MiAg B1 1 3 4 5 1655 c(1611, 1691, 335, 780, 1692)
B7Magr 9 E MiAg Bl 2 7 9 5 1134 c(1611, 1785, 786, 1994, 767)
6HUIMAGRE x| MiAg MAD1 [ NA NA NA 6 21221 (756, 764, 335, 777, 793, 787)
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Pf. 6: Rodové a druhové nazvy sekvenci z genbanku pouzitych na

fylogenetickou analyzu MHC gent u zastupci ¢eledi Arvicolinae.

dsekvence Rod a Druh
GU332082 Rhabdomys pumilio
GU332081 Rhabdomys pumilio
Aj490315 Cricetus cricetus
Aj490316 Cricetus cricetus
Aj490317 Cricetus cricetus
EF660514 Arvicola terestris
GU332060 Rhabdomys pumilio
GU332097 Rhabdomys pumilio
GU332039 Rhabdomys pumilio
AY928323 Rhabdomys pumilio
AY928314 Rhabdomys pumilio
GU332085 Rhabdomys pumilio
EF660515 Arvicola terestris
JX133885 Sigmodon hispidus
GU332070 Rhabdomys pumilio
GU332031 Rhabdomys pumilio
HM443569 Mus musculus
U88939 Mus spretus
U88920 Mus musculus
Kj663724 Mus musculus
GU332037 Rhabdomys pumilio
AY928313 Rhabdomys pumilio
AY928328 Rhabdomys pumilio
AY928315 Rhabdomys pumilio
GU332089 Rhabdomys pumilio
GU332096 Rhabdomys pumilio
AY928319 Rhabdomys pumilio
GU332062 Rhabdomys pumilio
AY219823 Peromyscus eremicus
HM102427 Cricetus barabensis
HM102444 Cricetus barabensis
GQ0497465.1 Ctenomys australis
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Pi. 7: Grafické zobrazeni glm s Poissonovym rozdélenim a regresni primkou
oznacujici trend zavislosti ektoparazitickych celedi Neotrombiculidae a Laelapidae

u hlodavci z ¢eledi Arvicolinae.
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