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1. Uvod

Geneticka informace je stdle castéji vyuzivana k objasnéni souvislosti mezi ekologii ¢i
bionomii studovanych organismi a jejich evoluéni historii, k odvozovani speciacnich
modt a rekonstrukci fylogenetickych vztahti. Podobné je tomu i v parazitologickych
pracech, které studuji koevoluci mezi hostiteli a jejich parazity pomoci rekonstrukce
tylogenezi i vnitrodruhovych genealogii. Mezi fylogenezemi interagujicich taxonti je
mozné najit rizné druhy vztahti, od uplné kongruence az po naprostou absenci
signifikantni podobnosti dvou topologii (Page, 2003). Ackoliv jsou kongruence mezi
tylogenezemi organismt castym vysledkem koevolucnich studii (Hafner a Nadler,
1990; Moran a Baumann, 1994), ve vétsiné pfipadt nejsou perfektni, v dtsledku fady
evolucnich procesti, které vedou k neshoddm mezi genealogiemi a fylogenezemi
interagujicich organismt. Predpoklada se, Ze inkongruence mezi fylogenezemi
parazitt a hostitel(1 jsou zptisobeny ¢tyfmi hlavnimi procesy (Page, 1994; Paterson et
al., 1997; Page a Charleston, 1998; Johnson et al., 2003). (i) Pfi hostitelském peskoku
dojde k prenosu parazita zcasti nebo zcela na nového hostitele. Napf. podle studie
Reed et al. (2007), ktefi se zabyvali koevoluci primati a vsi rodu Phtirus,
pravdépodobné pred 3-4 miliony let doslo k hostitelskému preskoku vsi z linie goril
(rod Gorilla) na linii vedouci k ¢lovéku (rod Homo), tedy az po oddéleni Simpanzii
(rod Pan) a clovéka (Homo) (Reed et al., 2007). (ii) Duplikace parazita, neboli speciace
parazita bez soucasné speciace hostitele. (iii) O sorting event se hovoii v pripad¢, kdy
na hostiteli vymfe néktera z linii parazita. Miize také dojit k odstépeni a speciaci
nové linie hostitele z populace, ktera nebyla infikovana parazity, jev zvany , missing
the boat”. (iv) Poslednim evoluénim procesem, nazyvanym nékterymi autory
kolonizace, je recipro¢nim pripadem duplikace, tedy speciace hostitele bez nasledné
speciace parazita. Jako priklad mohou slouZit vSenky Columbicola theraseae
parazitujici na dvou sesterskych druzich hrdlicek Streptopelia vinacea a Streptopelia
alpicola s alopatrickym vyskytem  (Johnson et al, 2003). Jak bylo autory
demonstrovano, vSenky stejného druhu jsou zaroven parazity dalsich druhti hrdlicek
S. senegalensis a Oena capensis, které Ziji sympatricky s obéma alopatrickymi druhy
hostitel(i, a parazitiim slouzi zfejmé jako vektor udrZujici geneticky tok mezi témito
hostiteli.

Ackoliv jsou vySe jmenované procesy bézné pouzivanymi vysvétlenimi inkongruenci
ve fylogenezich parazita a hostiteld, jejich rozliSeni pouze na zédkladé porovnavanych
fylogenezi Casto neni trividlni. S vyjimkou zminénych ptfiklad navic vétSinou schazi
ve vétsiné takovych studii detailni empiricky podloZené tdaje. Autofi tedy vybiraji
nejpravdépodobnéjsi alternativu pouze na zdkladé predpokladanych tendenci
k jednomu urcitému typu interakce, o niz se na zdkladé bionomie parazita usuzuje,
Ze je pro dany druh/skupinu parazit(i typicka. Mira fylogenetické zavislosti parazita
a hostitele pfitom zavisi vedle charakteristik reflektujicich bionomii organismti i na
zcela nahodnych, historicky jedineénych wudalostech. Mezi casto uvazované
bionomicky podminéné parametry patfi napf. hostitelska specifita parazita,



primy/nepfimy vyvojovy cyklus, ¢ pritomnost nebo absence volné Zijicich stadii
(Clayton a Johnson, 2003; Page, 2003). U paraziti s vysokou hostitelskou specifitou
byva casto pozorovana shoda mezi fylogenezemi parazitt a hostiteld (napt. Clayton
et al., 2004; Nieberding 2004; Hosokawa et al., 2006), zatimco fylogeneze generalistil
se obvykle vyviji nezavisle na jejich hostitelich (Althoff a Thompson, 1999; Baer et al.,
2003; Joseph et al., 2002). Ani to vSak neni pravidlem, protoZe i u taxont s vysokou
mirou hostitelské specifity byvaji pozorovany znacné inkongruence mezi hlavnimi
liniemi paraziti a hostitelti (napf. Johnson et al, 2002a; Light a Hafner, 2008). Na
druhou stranu mnoho polyxennich druhti paraziti bylo po aplikaci molekuldrnich
metod shledano kryptickymi druhy s velmi dobfe rozliSenou hostitelskou specifitou
(napf. Johnson et al., 2002b; Smith et al.,, 2006). Koevolu¢ni studie se vétSinou
zabyvaji parazity s pfimym vyvojovym cyklem (Nieberding, 2004; Reed et al., 2004;
Light a Hafner, 2008), protoZe u parazitii s mezihostiteli se sniZuje pravdépodobnost
nalezeni kongruence mezi fylogenezemi i pochopeni pfi¢in neshod mezi
topologiemi. Avsak i u druhti s komplexnimi vyvojovymi cykly lze, pfes chybéjici
kofylogeneticky signdl, objevit znaény vliv hostitelské specifity na genealogii
parazita. V takovém pfipadé je pro evoluci parazita kliCovym mezihostitel
s nejvétsim selekénim tlakem pro vznik specifickych adaptaci (Steinauer et al., 2007;
Bouzid et al., 2008).

Generacni doba je u vétSiny parazitti vyrazné kratsi ve srovnani s jejich hostiteli, coz
vede k akumulaci vétStho mnozstvi mutaci béhem urcitého casového useku
(Whiteman a Parker, 2005; Huyse et al., 2005). Rizné poméry mutacnich rychlosti
parazita a hostitele urcuji, jaky typ evolucnich udalosti l1ze v rdmci dané skupiny
organismit nejlépe studovat. Organismy s kratkou genera¢ni dobou a vysokou
mutaéni rychlosti, kterymi jsou napf. viry, lze vyuzit predevsim ve studiich
zabyvajicich se demografickymi udalostmi hostiteli, protoze dokdzi akumulovat
dostatecné mnozstvi mutaci béhem kratkého casového useku (Wirth et al., 2005).
Bakterie s delsi genera¢ni dobou a niZ8i mutaéni rychlosti umoznuji studium udalosti
starych desetitisice let. Takto byly napf. lidsky papillomavirus a zZaludecni bakterie
Helicobacter pylori vyuzity pro studium genealogie a migracnich cest Homo sapiens
(Wirth et al., 2004; Wirth et al., 2005). Naproti tomu, paraziticti cervi a clenovci se
ukazali dobrymi modelovymi organismy pro porovnavani fylogenezi v fadech
statisicii a milionti let stafi (Nieberding et al., 2004; Reed et al., 2004). Naptiklad
Nieberding et al. (2004) identifikovali spolecné genetické a geografické linie hlistic
Heligmosomoides polygyrus a mySic Apodemus sylvaticus na Iberském poloostroveé, které
na konci pleistocénu rekolonizovaly severozapadni Evropu.

Dal$im dtlezitym faktorem v koevoluci parazita a hostitele je zptsob prenosu
parazita. Predpoklada se, Ze vertikdlni prenos parazitli z generace na generaci
hostitelti vede k naprosté kongruenci fylogenezi (Whiteman a Parker, 2005; Wirth et
al., 2004; Johnson a Clayton, 2004). Vertikdlni pfenos je spojen s tzkou hostitelskou
specifitou parazitt a lokdlnimi adaptacemi branicimi pfenosu paraziti na nové linie



hostitelti (Clayton a Johnson, 2003; Prugnolle et al., 2005). Nicméné, striktni vertikalni
pfenos neni nezbytny. Pokud jsou parazité pfendSeni horizontdlné pouze
v ramci divergujicich linii hostitele a ne mezi nimi, ani horizontalni pfenos
nevylucuje kodivergenci parazita a hostitele (Whiteman a Parker, 2005; Wirth et al.,
2004).

Z uvedené diverzity problému tykajicich se studia koevoluce parazita a hostitele je
zjevné, Ze pro uspesné objasnéni této oblasti biologie je zapotfebi pfedevsim velkého
mnozstvi empirickych udajii zriiznych skupin organismt. Zatimco existuje jiz
znacné mnozstvi koevolucnich studii provedenych na fylogenetické tirovni, z{istava
koevolucéni problematika téméf nezmapovana na trovni genealogické a populacni.
Tato prace si proto dava za cil studovat evoluci hostitelské specifity, genealogii
parazitti a koevolucni vztahy na populacni drovni na modelové skupiné parazitii.
Jako modelovy systém byl vybran vztah mezi druhem vsi Polyplax serrata a jejimi
hostiteli, mySicemi rodu Apodemus.

Tento model poskytuje nékolik vlastnosti, které jej ¢ini vhodnym ke studiu evoluce
parazito-hostitelskych vztahti. VSi (Insecta: Psocodea: Anoplura), které jsou
permanentnimi parazity placentdrnich savcl, jsou vysoce specializovanym
krevsajicim hmyzem, jehoz zivotni cyklus je zcela zavisly na jediném hostiteli. VSi se
zivi kazdé 3 hodiny krvi pfimo z cév hostitele (Hocking, 1971; Nelson et al., 1977) a
cely zivotni cyklus trva pouze 2-4 tydny (Marshall, 1981). Takto uzka vazba na
hostitele vytvari prostfedi pro vznik hostitelsky specializovanych linii ¢i druht.
Navic, zhruba dvé tfetiny druhti parazituji na hlodavcich (Kim, 1988), ktefi jsou diky
vysoké abundanci a Sirokému geografickému rozsifeni castym objektem populacné
zaméfenych studii. Podobné tomu je i v kosmopolitni celedi Polyplacidae (Light a
Hafner, 2007). Konkrétné, Polyplax serrata je typickym ektoparazitem mysic rodu
Apodemus, jen prilozitostné je mozné P. serrata nalézt na jinych hlodavcich, kterymi
jsou napt. Clethrionomys glareolus, Sorex araneus a Mus musculus (Kristofik a Lysy,
1992). P. serrata je spolu se svymi hostiteli rozsifen na tzemi celé Eurasie, coz dava
prostor vzniku hostitelsky i geograficky specificikych linii parazita. Populace v3i na
jednotlivych hostitelich dosahuji dostacujicich poctii pro potfeby genealogicky
zaméfenych studii. Podle Kristofik (1994) a Light a Hafner (2008) primérna intenzita
infestace dosahuje 10 vsi na hostitele a primérna prevalence je 20%.

Mysice rodu Apodemus Kaup, 1829 Ziji v temperatnich oblastech Palearktu, kde
tvofi cca 21 druhti, které jsou rozfazeny do 4 linii s pfekryvajicimi se aredly
(Serizawa et al., 2000). Nejnovéjsi fylogenetické studie se zabyvaji pfedevsim dvéma
evropskymi druhy, A. flavicollis Melchior 1834 a A. sylvaticus Linnaeus 1758,
z dtvodu prekryvajici se geografické distribuce a kvtili obdobnym ekologickym
preferencim. OdliSeni fenotypt A. flavicollis a A. sylvaticus je casto bez pouziti
molekuldrnich metod velice problematické (Michaux et al.,, 2001). Oba druhy jsou
rozSitfeny v mnoha zemich zdpadni a stfedni Evropy kde Zziji sympatricky az



syntopicky (Montgomery, 1999). Ackoliv jsou A. flavicollis a A. sylvaticus
z taxonomického hlediska blizké druhy, reagovaly podle studii mitochondridlni
DNA na ¢étvrtohorni zalednéni zcela odliSnym zptisobem (Michaux et al., 2003; 2004;
2005). Mysice A. flavicollis se zfejmé nebyly schopné pfizptlisobit zméné klimatu na
Iberském poloostrové, zatimco mysSice A. sylvaticus ztéto oblasti kolonizovaly
severni a zdpadni Evropu. Naproti tomu hlavnim refugiem A. flavicollis byla oblast
Balkdnu a Apeninského poloostrova, odkud se mysice po odeznéni glacidlu Sifily
smérem na zdpad a sever. DalSim moznym refugiem A. flavicollis by vzhledem
k nukleotidové diverzité a genetické divergenci sekvenci COB mohla byt oblast
Ukrajiny a jizniho Ruska, ale pro potvrzeni této hypotézy by bylo potfeba zpracovani
vétstho mnozstvi vzorki (Michaux et al., 2005). Balkansko-apeninska oblast byla
podle paleontologickych a paleoklimatologickych dat refugiem i pro lokalni linie A.
sylvaticus (Tzedakis et al., 1997). Tyto linie vSak ztstaly po ustoupeni zalednéni
zablokovany okolnimi pohofimi (Alpy v Itdlii a pohofi na Balkdnu) a nepfispély
k znovuosidleni severni a zdpadni Evropy. RozloZeni genetické variability
mitochondridlni DNA ve vzorcich z této oblasti naznacuje, ze taméjsi populace A.
sylvaticus utrpély na rozdil od A. flavicollis geneticky bottleneck (Michaux et al., 2005).

Komplexni a nejednotna kvartérni evoluce hostitelti zcela jisté ovlivnila i populac¢ni
historii permanentnich paraziti, kterymi jsou vsi P. serrata. Podle Stefka a Hypsa
(2008) je model Polyplax-Apodemus vhodny pro studium evoluce hostitelské specifity,
populaéni genetiky a genealogie. Stefka a Hypsa (2008) nasli ve stfedni a vychodni
Evropé 3 linie v§i P. serrata, které se liSily fylogeograficky, hostitelskou distribuci a
stupném hostitelské specifity.

2. Cile prace

Cilem této prace je posoudit vliv sdilené demografické historie parazita P. serrata a
jeho hostiteli na evoluci genetickych linii parazita a takto identifikovat faktory, které
se podileji na speciaci parazit(i (geograficka izolace, hostitelska specifita a preskoky)
Konkrétni cile jsou nasledujici:

1. Rozsifit studovany vzorek parazitli o nové sbéry v ramci dfive studovanych
populaci i o nové lokality vzapadni Evropé. Rekonstruovat genealogii
evropskych populaci vs§i P. serrata a jejich dvou nejcastéjsich hostitelli
Apodemus flavicollis a A. sylvaticus.

2. Porovnat distribuci genetickych linii parazita s fylogenezemi a geografickym
rozsifenim hostitel.

3. Porovnat rychlost evoluce mitochondridlni DNA parazita a hostitele.



3. Material a metodika

Zpracovany materidl v§i druhu Polyplax serrata pochéazi ze sbérii provadénych v
prubéhu let 2001-2008. VSi byly nasbirany z 5 druht mysSic (Apodemus agrarius,
A. flavicollis, A. sylvaticus, A. microps, A.peninsulae), které byly odchyceny na
lokalitdich zndzornénych na mapé (Obr.1). Pocty jedinct Polyplax serrata
analyzovanych pro jednotlivé lokality a hostitele jsou uvedeny v Tab.1. Nasbirany
materidl paraziti a tkanové vzorky hostitele (nékolik clankt prstii ze zadni
koncetiny) byly pro molekularné biologické ucely konzervovany v 96% etanolu a
skladovany pfi 4°C.

DNA extrakce, PCR a sekvenace

Pro izolaci DNA byly vS8i vyjmuty z etanolu, rozfiznuty skalpelem mezi thoraxem a
abdomenem a vysuSeny pomoci vakuové centrifugy SpeedVac (KNF Neuberger).
Genomova DNA byla extrahovana izolacnim kitem DNeasy Tissue Kit (Qiagen).
Pro zvyseni vytéznosti DNA byl extrakéni protokol vyrobce upraven. Extrakéni
pufr byl v prvnim kroku izolace nahrazen pufrem nasledujiciho sloZeni: ddH-O
(885ul), 1x PCR pufr s MgCl. (100ul), 1%Tween 20 (10ul) a proteinaza K o
koncentraci 100pg/ml (5ul). Ke vzorku bylo pfidano 25ul upraveného extrakéniho
pufru, na 15 minut byl zmraZen na -70°C, pak byl inkubovan pfi 55°C 8 hodin.
Nakonec byl 15 minut inkubovan pfi 98°C. Poté byla extrakce DNA dokoncena
podle protokolu vyrobce kitu (Qiagen). Chitinovy exoskelet paraziti byl po
extrakci DNA uchovan pro pfipad zpétné morfologické determinace. Extrakce
DNA z tkané hostitelt byla provedena standardnim zptisobem pomoci DNeasy
Tissue Kit (Qiagen).

K ziskdni fragmentu z mitochondridlniho genu pro cytochrom c oxidasu
podjednotku I (COI) dlouhého 381bp byly pouzity primery L6625/H7005 (Hafner et
al., 1994), PCR byla provedena s Taq polymerazou (TopBio). Sekvence COI byly
ziskany pfimym sekvenovanim s PCR primery (Macrogen, Korea). Pro rekonstrukci
genealogickych vztahti 2 hostitelskych druhti, mySice lesni A. flavicollis a mySice
kfovistni A. sylvaticus, byl vybran tisek mitochondrialniho genu pro cytochrom b
(COB) dlouhy 752bp u A. flavicollis a 740bp u A. sylvaticus. P¥i pouziti univerzalnich
primert L7 a H6 pro COB (Kocher et al., 1989) byly obdrZené sekvence smési PCR
produktt mitochondridlniho genu pro COB a jeho nukledrnich pseudogenti. Proto
byly pro A. flavicollis podle sekvenci dostupnych v databazi GenBank navrhnuty a
otestovany primery specifické pro mitochondridlni produkt, MITOAF(5'-
JTTTGGCTCCCTCTTAGGAATC-3")/COBR(5"-CGGAATATTAKRCTDCGTTGTTT-
3"), pro A.sylvaticus byla pouzita kombinace primertt MITOL (Michaux, pers.
comm.)(TTCGGCTCATTGCTAGGAATC)/COBR. PCR reakce byla provedena s Taq
Polymerazou (TopBio). Sekvence byly ziskdny pfimym sekvenovanim sPCR



primery (Macrogen, Korea). Pro praci se sekvencemi byly pouzity programy
SeqMan, EditSeq a Megalign (DNASTAR). Identifikace sekvenci a jejich porovnani
s publikovanymi sekvencemi parazita i hostitelti bylo provedeno pomoci programu
BLAST, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov./blast/Blast.cgi).

Alignmenty, fylogenetické populacni analyzy

Alignmenty sekvenci byly sestaveny v programu BioEdit 7 (Hall, 1999) bez nutnosti
introdukce deleci a inzerci. COI a COB fragmenty byly kolabovany do jednotlivych
haplotypt pomoci programu Collapse 1.2 (Posada, 2006). K zjisténi genealogickych
vztahti mezi haplotypy byly pouzity metody maximum parsimony (MP), maximum
likelihood (ML), neighbour joining (NJ) a rekonstrukce haplotypove sité
v programu TCS (Clement et al., 2000). MP analyzy byly provedeny v programu
TNT (Goloboff et al., 2004) s poméry tranzici ku transverzim (Ts/Tv) 1/1, byl pouzit
TBR algoritmus s 10 replikacemi a ndhodnym pfiddvanim sekvenci (random
sequence addition). Sekvence druhtt Polyplax spinulosa a Hoplopleura acanthopus
dostupné v GenBank byly pouzity jako outgroup v analyze vsi P. serrata. Sekvence
druhu A. flavicollis (haplotyp AfRU405) byla pozita jako outgroup pro dataset
mysic druhu A. sylvaticus a naopak sekvence druhu A.sylvaticus (haplotyp As0807)
jako outgroup mysSic A. flavicollis. Strikni konsensus byl ziskan ze vSsech MP strom1.
Bootstrapova podpora byla zhotovena s1000 replikacemi, byl pouzit TBR
algoritmus s pomérem tranzici ku transverzim (TS/TV) 1/1. ML analyza byla
provedena v programu Phyml (Guindon and Gascuel, 2003) s pouZitim modelu
GTR a parametry odhadnutymi zdat. Se stejnym modelem byla provedena
bootstrapovd analyza s1000 replikacemi dat. NJ analyza byla provedena
v programu PAUP (Swofford, 1998).

Geneticka variabilita jednotlivych linii P. serrata byla vyhodnocena v programu
DNASP (Rozas et al., 2003) pomoci koeficienti nukleotidové (Pi) a haplotypové (H)
diverzity. Charakter populacni struktury byl dale kvantifikovan pomoci analyzy
molekularni variance (AMOVA) v programu ARLEQUIN (Schneider et al., 2000).
Tato metoda umoznuje odhadnout podil genetické variability vazany na rtznych
hierarchickych urovnich populaéni struktury. Analyza byla provedena na tfech
urovnich: 1) mezi 4 hlavnimi liniemi P. serrata, 2) uvnitt evropskych linii P. serrata,
mezi skupinami populaci sdruzenych na zdkladé geografického rozsifeni 3) mezi
populacemi uvnitf geografickych oblasti (viz Obr. 1).

Porovndni molekularnich rychlosti parazita/hostitele

Pro zjisténi poméru evolucnich rychlosti vsi P. serrata a mySic rodu Apodemus byly
vytvofeny matice distancnich vzdalenosti linii parazita a hostitele tak, aby byly
zachyceny odpovidajici si uzly vétveni v topologiich parazita a hostitele.
Z jednotlivych linii v§i A, C a Bajl bylo vybrdno vzdy po jedné sekvenci COL


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

V pfipadé linie B sjasnou wvnitini strukturou byly vybrany dvé sekvence;
reprezentujici sublinii 1 a 2 (Obr. 2). V pfipadé mysSic A. sylvaticus a A. flavicollis
byly vybrany sekvence COB mysic, které odpovidaly vySe zminénym vsSim
(sekvence mysic, na kterych byly nalezeny vybrané vsi). Sekvence COB druhti
A. agrarius (linie v8i C) a A. peninsulae (linie v$i Bajl) byly doplnény z GenBank.
Sekvence paraziti a hostiteltl byly alignovany v programu BioEdit 7, poté byly
spocitany distan¢ni vzdalenosti mezi sekvencemi v programu PAUP (model Juke-
Cantor). Vysledné vzdalenosti byly  pouzity pro vypocet linedrni regrese
v programu Free Statistics Software (Wessa, 2008).

O Apodemus sylvaticus O Apodemus flavicollis Apodemus agrarius (I]ID Apodemus uralensis/microps

-------- skupiny populaci sdruzenych na zikladé geografického vymezeni populaci pro analyzu AMOVA
------ = severni hranice vyskytu A. sylvaticus

Obr. 1. Mapa rozsifeni hostitelskych druhti a lokality sbérti P. serrata uvedené v Tab. 1.



Tab. 1. Seznam lokalit P. serrata a hostitelskych druht

Podéet vii na 1 druhu hostitele

Stat Zkratka | Lokalita COI (381bp)
Af As Aa |Am |Ap |Cg
CZ Kh Krusné Hory, Ceské Republika 26/15/7 | 2/2/0
Ose Osek, Ceska Republika 1/0/0
CB Ceské Budéjovice, Ceska Republika 5/0/0 16/2/5
Sh Slepiéi Hory, Ceské Republika 1/0/0
Ceskomoravskd vrchovina,lokalital, Ceska
Cml Rep. 15/5/4 [2/2/0
Ceskomoravska vrchovina, lokalita 2, Ceska
Cm2 Rep. 8/0/7
Ceskomoravskd vrchovina, lokalita 3, Ceska
Cm3 Rep. 10/0/3 [7/4/3
Pri Piilepy, Cesk4 Republika 2/0/1 5/0/0
Ben Benegov nad Cernou, Ceskd Republika 2/0/0  [1/0/0
SK Dun Dunajec-Prielom, Slovensko 10/0/0
Ruz Ruzin, Slovensko 4/0/0 1/0/0 2/0/0
Rad Radvanovske Skalky 1/0/0 4/0/0
Gra Grajciar, Slovensko 6/0/0
Kec Kechnec, Slovensko 4/0/0 5/0/0 | 2/0/0
Kos Kosice, Slovensko 3/0/0
Tre TrebisSov, Slovensko 1/0/0 4/0/0
Ps Plavecdské strkoviska, Slovensko 4/0/0
RU Bai jezero Bajkal, Rusko 4/0/0
UK Sc Glasgow, Skotsko 5/0/2
Ukl Stroud, Velka Britanie 3/3/1 5/5/6
Uk2 Royal Tunbridge Wells, Velka Britanie 2/2/1
Uk3 Ashford, Velka Britanie 6/6/4
FR Frl Toulouse, Francie 7/3/4
Fr2 Guchen, Francie 6/6/4 12/11/8
Fr3 Pyrenés, Francie 1/1/1
BG Bg Sofie, Bulharsko 3/3/0

Af-Apodemus flavicollis; As-Apodemus sylvaticus; Aa-Apodemus agrarius; Am-Apodemus microps; Ap-
Apodemus peninsulae; Cg-Clethrionomys glareolus. Cisla pro jednotlivé hostitele a lokality oznacujt:
celkovy pocet nasbiranych vsi/ nové zpracované vzorky vsi (Cervené)/nové zpracované vzorky mysi

(Cervene).




4. Vysledky

Sekvence a alignmenty

Byly ziskany sekvence casti genu pro COI dlouhé 381bp ze 72 jedincti P. serrata
nasbiranych na 3 druzich mySic rodu Apodemus (A. flavicollis, A. sylvaticus,
A. agrarius). Alignment byl doplnén o 126 sekvenci COI z P. serrata dlouhych 381bp
(Stefka a Hypsa, 2008) dostupnych v GenBank. Po zkolabovani 198 sekvenci do
haplotypti bylo vygenerovano 75 unikatnich haplotypti (Tab. 4). Z tohoto poctu
bylo 28 haplotypti novych (Hap 48-74), 48 haplotypti (Hap1-47, Bajl) popsal Stefka
a Hypsa (2008). Distribuce haplotypti mezi sekvencemi vyrazné kolisala; zatimco
vétsina haplotypti byla reprezentovadna 1-8 sekvencemi P. serrata, haplotypy Hap9,
Hap25, Hap27 a Hap37 byly reprezentovany 10, 12, 21 a 26 jedinci. Nékteré jiz dfive
nalezené haplotypy byly rozsifeny o nové jedince, Hap9 byl rozsifen o 3 nové
jedince, Hap25 o 10, Hap27 o 5 a Hap37 o 2 jedince.

U 29 mysic druhu Apodemus flavicollis a 33 mySic druhu A. sylvaticus byl
osekvenovan fragment genu pro COB o délce 752 a 740bp. Alignmenty byly
doplnény 92 sekvencemi A. flavicollis a 95 sekvencemi A. sylvaticus z GenBank
(Michaux et al., 2005). Po zkolabovani do haplotypti bylo vygenerovdno 97
haplotypti u A. flavicollis (Tab. 5) a 102 haplotypt u A. sylvaticus (Tab. 6). Z tohoto
poctu bylo ve srovnani s pfedchozimi pracemi (Michaux et al., 1996, 1998, 2001,
2002, 2003,2005) identifikovano u A. flavicollis 22 a u A. sylvaticus 26 novych
haplotypt. Haplotypy byly reprezentovany 1-6 sekvencemi.

Fylogenetické analyzy

(MP, ML a NJ) 4 jednoznacné rozliSené linie P. serrata: A, B, C a Bajl (Obr. 2).
Zatimco skladba haplotypti uvnitf jednotlivych linii se neménila s pouzitymi
analyzami, vzajemna pozice linii A, B, C a Bajl nebyla u vSech analyz shodna. V
striktnim konsensu MP analyzy linie A, B, C a Bajl tvofily polytomii bez rozliSené
topologie. Vysledkem NJ a ML analyzy byla topologie, ktera spojovala linie A a B
jako nejodvozenéjsi, smérem k bazi stromu se nejprve odstépila linie Bajl
nasledovana linii C zcela na bazi (Obr. 2). Zatimco linie Bajl zahrnovala 4 jedince
z geograficky vzdaleného tzemi a hostitele, ktery se nevyskytuje v Evropé,
geografickd distribuce ostatnich linii se ze zna¢né ¢asti prekryvala. I presto se linie
A, B a C vzdjemné lisily stupném hostitelské specifity, hostitelské distribuce a
z Casti i geografickym rozsifenim. Linie A zahrnovala v8i, které byly nalezeny na 2
druzich mysic, A. flavicollis a A. sylvaticus, ve stfedni (CR, SK) a zapadni Evropé
(FR, UK). Naproti tomu vsi zlinie B vykazovaly vyssi hostitelskou
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Obr. 2. NJ strom haplotypti P. serrata. Bootstrapové podpory vyssi nez 50% (MP/ML, 1000 replikaci) jsou uvedeny u jednotlivych uzlh. Strikini konsensus
viech MP stromt je zndzornén tu¢né. Cerné, haplotypy ptevzaté z Stefka a Hypsa (2008); Cervené, nova data. Seznam vzorku tvoticich haplotypy je uveden

v Priloze 1.
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Obr. 3. NJ strom haplotypti A. flavicollis. Bootstrapové podpory vyssi nez 50% (MP/ML, 1000 replikaci) jsou uvedeny u jednotlivych uzli. Striktni konsensus

viech MP stromti je znazornén tuéné. Cerné, zkratky ndzvii haplotypti prevzaté z Michaux et al. (2004, 2005); éervené, zkratky populaci podle Tab. 1. Seznam
vzorkt tvoricich haplotypy je uveden v Priloze 3.
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Obr. 4. NJ strom haplotypt A. sylvaticus. Bootstrapové podpory vyssi nez 50% (MP/ML, 1000 replikaci) jsou uvedeny u jednotlivych uzli. Strikini konsensus
véech MP stromti je znazornén tuéné. Cerné, zkratky nazvti haplotypti pfevzaté z Michaux et al. (2003); Cervené, zkratky populaci podle Tab. 1. Seznam
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specifitu v porovnani s linii A, pfestoZe uzemi, na kterych byly vSi z obou linif
nalezeny, se piekryvala. U linie B bylo patrné vnitini vétveni; vétev 1 zahrnovala
vzorky z Cech a Slovenska a vétev 2 vzorky zKru$nyh hor, Francie a Velké
Britanie. Linie B se vyznacovala silnou afinitou k hostiteli A. flavicollis, ze kterého
bylo sesbirano 70 v8i. Pouze 2 v3i byly nalezeny na hostiteli A. sylvaticus. Linie C,
ktera je svym rozSifenim limitovand pfedevsim na vychod Evropy
(Slovensko+vychod CR a Balkan), zahrnuje pfevazné vsi nasbirané na mysicich
A. agrarius. Dale zde bylo zastoupeno nékolik jedincti z A. microps ze Slovenska a
po dvou nalezech na nornicich rudych Clethrionomys glareolus a A. flavicollis opét ze
Slovenska.

V analyze haplotypti mysSice A. flavicollis (metodami ML, MP a NJ) byly
identifikovany 4 hlavni linie: 1a, 1b, 1c a 2 (Obr.3). Haplotypové sloZent linii 1a, 1b
a 1lc odpovida genealogii evropskych populaci A. flavicollis podle Michaux et al.
(2005.). Linie 2 obsahovala haplotypy z geograficky izolované oblasti predniho
vychodu (Turecko). Vzdjemnd pozice linii se liSila s pouzitymi metodami.
Vysledkem MP a NJ byla topologie spojujici linie 1b a 1a, zatimco linie 2 byla
lokalizovéna na bazi. Ve vysledcich ML analyzy byly linie 1c a 2 seskupeny do
spolecné vétve. Linie se mezi sebou liSily geografickym rozsifenim. Linie 1b a 1c
zahrnovaly haplotypy ze severni, vychodni a jihovychodni Evropy. Linie 1a, ktera
byla tvofena v porovnani s ostatnimi liniemi Sestindsobné vice haplotypy,
zahrnovala zapadni palearktickou oblast (Michaux et al.2005). VétSina zde
studovanych populaci A. flavicollis se zafadila do nejpocetnéjsi linie la. Cast
haplotypti z izemi CR se v8ak zaclenila dovnitf linie 1b se severo-vychodnim
aredlem (CZ, FR, RU, BR, ES, RO, GR, TU). Pouze 1 haplotyp, AF0566 (lokalita CZ
Pri), klastroval uvnitf linie B s vychodnim rozsifenim (RU, YU, RM).

Vysledkem analyz haplotypt mysSice A. sylvaticus byly linie 1 a 2 (Obr. 4). Vysledky
vSech analyz podporily dalsi ¢lenéni na vétve la a 1b. Linie la byla tvofena
haplotypy z Itdlie a Balkdnu, zatimco vzorky linie 1b pochdzely ze Sicilie. Linie 2
zahrnovala haplotypy ze stfedni a zdpadni Evropy (CR, UK, FR, SP) a dobfe
odliSenou vnitfni vétev obsahujici haplotypy ze severni Afriky. Distribuce
haplotypt mezi linie 1 a 2 i vnitfni ¢lenéni linie 1 odpovidalo topologii linii 1 a 2
podle Michaux et al. (2004). VSechny zde studované populace A. sylvaticus
haplotypové odpovidaji svym geografickym ptvodem zapadoevropské linii 2.
Prekvapivy je ndlez hapolotypu As0782 (lokalita Fr2), ktery utvofil v rdmci linie 2
vlastni pomérné vzdalenou vétev, kterd rozsifila genetickou variabilitu
této vétve je vSak nejista, je tvofena pouze jednim haplotypem zjednoho jedince
A. sylvaticus a v MP analyzach byla vclenéna na bazi linie 1.
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Populacni struktura

Pomoci statistické parsimonie byly v programu TCS vytvofeny haplotypové sité
pro jednotlivé linie v3i Polyplax serrata. Limit 8 mutaci, odvozeny pro parsimonidlni
propojeni haplotypti uvnitt linii, byl prekrocen u linii A a B. Haplotyp 57 (lokalita
FR) a haplotyp 7 (CZ) uvnitf linie A byly vzdaleny 12 mutaci a haplotyp 26 (lokalita
Sh, Ben, CM2) délilo 10 mutaci od haplotypt z Kh, Fr a Uk v ramci linie B (Obr. 5).
Haplotypy byly ve vétsiné pfipadd propojeny jedinou vétvi, pouze 3 ,sitové
komponenty” (haplotypy 13, 26 a 35) byly spojeny s dvéma dal$imi haplotypy.
Struktura linie C a ¢asti linie A (lokalita CZ) byla hvézdicovitého tvaru s centrdlnim
haplotypem. Linie B a zbyld ¢ast linie A vytvafely komplexnéjsi strukturu bez
ztetelného centralniho haplotypu. Pfestoze uvnitf linii A a B bylo moZné najit
haplotypy ze stejnych lokalit (napt. Hap 67 a Hap 69), které patfi do odlisnych
genetickych sublinii, byla z haplotypovych siti patrnd jasna souvislost mezi
genetickymi vztahy a geografickym rozsifenim (Obr. 5).

U neékolika vzorkti (CM1Af2, CM1Af8, CM3As6, UkAf39, UkAs43, UkAs47,
UkAs49, UkAs55, Uk Af57, FrAf 94, FrAs76) byla prozkoumdna mira haplotypové
variability vSi P.serrata sebranych na jednom hostitelském jedinci. Zatimco u
vzorkili, kde bylo k dispozici jen po dvou az tfech jedincich P. serrata (UkAs43,
UkAs49, UkAs55, UkAf57, FrAf94, FrAs76, CM1Af2, CM1Af8) byl vétSinou nalezen
jen 1 haplotyp. Pouze u vzorku UkAs47 byly ze 2 jedincti ziskany 2 haplotypy,
které spadaly do linie A. Naproti tomu z 5 jedincti vsi sekvenovanych ze vzorku
CM3As6 bylo nalezeno 5 odliSnych haplotypti, z nichz vSechny spadaly do linie A.
Takovato variabilita ukazuje, Ze infrakomunita nékterych hostitelti mtize dosahovat
pomérné velké genetické variability. Pfekvapivé, ve vzorku 3 vsi UkKAf39 byl
nalezen kromé 1 haplotypu spadajiciho do linie A (Hap 64) i dva haplotypy
nalezejici do linie B (Hap 68, Hap69).

AMOVA, DNASP

Hodnoty nukleotidové i haplotypové diverzity vyhodnocené v programu DNASP
vykazovaly vyrazné nizsi hodnoty pro linii C v porovndni s liniemi A a B (Tab. 3).
Tyto nizké hodnoty poukazuji na vyrazné mensi efektivni velikost populaci linie C.
Podil genetické variability na jednotlivych trovnich genetické struktury P. serrata
byl kvantifikovan v programu ARLEQUIN pomoci procentudlné vyjadrené
variance. Vysledky dokumentuji velmi vysokou troven divergence mezi hlavnimi
liniemi A, B a C (Tab. 2). Na druhou stranu, i uvnitf téchto linii existuje struktura
tvofena geograficky rozliSenymi populacemi, kterd vysvétluje nezanedbatelné

vV

je pak zachycena uvnitf téchto populaci.
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Tab. 2. Geneticka diverzita linii P. serrata

Sum of Variance Percentage of
Level of hierarchy d.f. squares components variation
1) Among groups 3 5230.27 38.771 89.25
2) Among populations
within groups 14 503.972 3.654 8.41
3) Within populations 180 183.058 1.017 2.34

Vsechny testy jsou priikazné na hladiné vyznamnosti P=0.0000

Tab. 3. Analyza populacni struktury - AMOVA

Clade Sample size No. of Pi H
haplotypes

Bajkal 4 1 - -

A 80 36 0,0223 0,956

B 72 23 0,0236  0.839

C 42 13 0,0033  0.617

Porovnani rychlosti molekularni evoluce parazita a hostitele

Vysledky linedrni regrese vykazovaly prikazny vztah mezi distanénimi
vzdalenostmi vsi z jednotlivych linii a mysSic A. flavicollis, A. sylvaticus, A. agrarius a
A. peninsulae (Fi4 = 30.53, ANOVA, p = 0,002954). Sklon pfimky v grafu na Obr. 6
naznacuje, ze molekuldrni evoluce v§i P. serrata byla cca 1,3x rychlej$i nez evoluce
jejich hostiteld, mysic rodu Apodemus.

WEo= 0025202884 320377 + 1.3190441327617 Kt

Polyplax

0.0d W n 1 n 1 n 1 1 1 n 1 n 1 n 1
.02 0.0d 0.06 .03 010 .12 0.14 0.6

Apodenus

Obr. 6. Genetické vzdalenosti mezi COB mysSic rodu Apodemus a COI vsi P. serrata. Pomeér evolucni
rychlosti hostitele a parazita je dan sklonem primky. Hodnota y=0.02525 (x=0) udava relativni cas
mutacnich udalosti mezi hostiteli a parazity; tato hodnota se vyznamné nelisi od 0 ( 95% konfidencni
interval)
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5. Diskuse

Vysledkem molekuldrnich analyz sekvenci COI z témét 200 jedincti vSi P. serrata byly
4 jednoznacné diferencované linie, které se vzajemné liSily stupném hostitelské
specifity, geografickou distribuci hostitelt a do jisté miry i stupném geografické
struktury. Toto zakladni uspofadani je ve shodné s vysledky prace Stefka a Hypsa
(2008), predloZena studie vSak pfinasi rozsifeny dataset a také nové informace,
zejména o charakteru zdpadoevropskych populaci P. serrata. Diky analyze populaci
hostitelt prinasi také detailnéjsi vhled do charakteru koevoluce mezi parazitem a
jeho hostiteli.

Geografickd a hostitelska variabilita linii P. serrata

Genealogické vztahy haplotypt P. serrata byly zjevné ovlivnény hostitelskou
specifitou k jednotlivym liniim hostitel(i, ale vzdjemné vztahy mezi liniemi a uvnitf
linii nesledovaly evoluci hostiteli jednoduchym reciprocnim zptisobem. Dvé ze tii
evropskych linii v8i, vykazovaly silnou afinitu k jedinému majoritnimu hostiteli,
A. flavicollis v ptipadé linie B a A. agrarius v pfipadé linie C. Naproti tomu linie A
byla na celém tzemi svého rozsifeni sdilena dvéma druhy hostitelti A. sylvaticus a
A. flavicollis (Obr. 7). Podobné vysledky byly zjistény i u lidskych vsi Pediculus
humanus (Reed et al.,, 2004; Light et al,, 2008). Fylogenetické analyzy potvrdily
monofylii v8i Pediculus humanus, ale reciprocni monofylie formy hlavové (,,capitis”) a
Satni (, humanus”) nebyla potvrzena. Vsi P. humanus byly rozdéleny do 3 linii, které se
mezi sebou liSily geografickym rozsifenim a specifitou linie. Jedna vétev zahrnovala
formy , capitis” i ,humanus” z celého svéta, dalsi dvé vétve pouze formy ,capitis”, ze
stfedni a zdpadni Ameriky a Evropy u druhé vétve a z Afriky a Nepalu u treti vétve.
Bylo demonstrovano, ze forma ,humanus” vnikd opakované nezdvisle na sobé
vramci prvni z linii. Takovéto vysledky, kde se i blizce pfibuzné linie parazita
odlisuji ve spektru hostitelti (P. serrata) nebo svou bionomii (P. humanus), ukazuji, ze
tyto vlastnosti, ¢asto povazované za specifické pro celé skupiny taxonit se mohou
v evoluci parazitd velmi rychle proménovat.

Nejpocetnéjsi a nejméné hostitelsky specificka linie A vSi P. serrata se vétvila do
nékolika vétvi, které se pfevazné shodovaly s oblastmi jednotlivych statti (Cechy,
Francie, Velka Britanie, Slovensko). V nékolika pripadech se haplotyp zaclenil do jiné
geografické oblasti (UK, FR), coz bylo pravdépodobné dtisledkem nedokonceného
procesu lineage sorting, ktery byl pozorovan i u jinych ektoparazita (Clayton et al.,
2004; Johnson a Clayton, 2004; Paterson et al., 1999). Vlivem genetického driftu
dochazi kmizeni ancestralni variability a vzniku hostitelsky ¢ geograficky
specifickych linii. V tomto pfipadé vSak proces driftu zifejmé neni dokoncen a cast
ancestralniho polymorfismu ztstava zachovana. Dal$im moZnym vysvétlenim
¢astecného prekryvu by bylo geografické michani hostitelti, které je vsak vzhledem
ke znacnym vzdéalenostem a dal$im bariéram mezi oblastmi nepravdépodobné.

17



A. flavicollis

P. serrata

A. sylvaticus

Obr. 7. Schéma parazito-hostitelskych vztahti mezi liniemi v8i P. serrata a hostiteli A. flavicollis a A. sylvaticus. Stromy parazita
a hostitelti odpovidaji NJ topologiim na obr. 2-4.
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Napf. vySe zminéné haplotypové linie nalezené na mysicich ve Velké Britdnii a
Francii jsou z ¢asti promichany (Obr. 5) i pres dlouhotrvajici rozdéleni obou tizemi
bariérou kandlu La Manche. V tomto ptipadé by alternativou k nedokonéenému
lineage sorting byl pouze pfenos hostitelt lidskou ¢innosti mezi oblastmi .

Vnitini geograficky podminénou strukturu linie A dokumentuji i pfes castec¢ny
prekryv haplotypi mezi nékterymi oblastmi signifikantni vysledky analyzy
molekuldrni variance pro danou turoven struktury (Tab. 2). Na druhou stranu,
ackoliv distribuce hostiteltt mezi nékterymi vétvemi haplotypové sité v ramci linie A
(Obr. 5) mohou naznacdovat vznik hostitelsky specifickych linii v urcitych oblastech
vyskytu, podrobnéjsi pohled odhaluje, Ze se jedna spisSe o disledek nerovnomérného
sbéru dat. U haplotypt z Velké Britanie a Francie vyrazné pfevazuji vzorky
z A. sylvaticus, coz je zfejmé dano faktem, Zze A. flavicollis je v zdpadni Evropé méné
castym druhem (Ribas, pers. commm.). To bylo pravdépodobné i diivodem nizsiho
zachytu vsi z A. flavicollis. Podobné byla line A v ramci vychodniho Slovenska, kde se
A. sylvaticus téméf nevyskytuje, sbirdna vylucné z A. flavicollis (Obr. 5). Naopak o
nahodném sdileni obou druhii hostiteli touto linii svéd¢i nélezy v oblastech, kde je
denzita populaci obou hostiteli1 srovnatelna (lokality v CR).

Linie B, vykazujici nejvy$si miru hostitelské specifity, byla ve srovnani s praci Stefka
a Hypsa (2008) obohacena o haplotypy z Francie a Velké Britanie. Linie se tak
rozpadla na vétev ,zdpadni”, kterd zahrnovala haplotypy z Francie, V. Britanie a
Krusnych hor, a vétev , vychodni”, do které pattily haplotypy z jiznich, vychodnich,
sttednich Cech, Moravy a Slovenska. Tento piedél je geograficky velmi ostry, Zadny
z haplotypti zdpadni vétve nebyl nalezen na vychod od Krusnych hor, a naopak
zadny zvychodni vétve haplotypti nebyl nalezen na zépad od jiznich Cech a
Ceskomoravské vrchoviny. Tento predél zjevné koresponduje s Sifenim A. flavicollis
z ruznych glacidlnich refugii. Pfestoze data pro hostitele neukazuji obdobné ostry
predél, podobna geograficky podminénd struktura je naznacena i zde. VSechny
zapadoevropské populace a vétsina vzorki A. flavicollis z Cech se véletiuji do linif 1a
a 1b, zatimco vzorek z populace Pri_Af (Morava) zacleniuje do vychodni vétve 1c
(Obr. 7) u niz Michaux et al. (2005) predpokladd dosud nezndmé refuguim v
cernomortské oblasti .

Prestoze Stefka a Hypsa (2008) uvedli, Ze se v linii B vyskytovali pouze vsi
z A. flavicollis, v rozSifeném setu, ktery byl analyzovan zde, 2 jedinci vsi z A.
sylvaticus z Cech klastrovaly do linie B. Vzhledem k tomu, Ze v rémci celé linie B bylo
70 vzorkt vsi sesbirano z A. flavicollis a pouze 2 z A. sylvaticus, jedna se v pfipadé vsi
z A. sylvaticus o velmi vzacny zachyt. Naproti tomu u méné specifické linie A jsou u
haplotypti zastoupeny s vysokou frekvenci vzorky z A.sylvaticus i A. flavicollis.
Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim ptivodu vsi linie B na nespecifickém hostiteli se
jevi ndhodny preskok, po némz je parazit po urcitou dobu schopen pfezit na novém
hostiteli, avSak neni schopen dlouhodobého pieziti a rozmnozeni. K zjisténi, zda se
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jednd o jednohostitelskou linii, by bylo potfeba ziskat vétsi mnozstvi vsi
z A. sylvaticus z oblasti, ve kterych byly tyto vzorky nalezeny.

Linie C byla v porovnani s praci Stefka a Hypsa (2008) obohacena o haplotypy
z Bulharska, které vytvorily vlastni vétev. I pfes znacnou geografickou vzdalenost, se
vSak jednd o velmi malou miru divergence (Obr. 5), coz koreluje s velmi nizkou
mirou haplotypové a nukleotidové diverzity (Tab. 3) a tudiz malou genetickou
velikosti populaci linie C zjisténou na datech z mensiho vzorku (Stefka a Hypsa,
2008). Tato data také koresponduji s idaji znamymi pro majoritniho hostitele této
linie. MySice A. agrarius, ktera je v Evropé pomérné recentni linii starou jen cca 5000
let (Kowalski, 2001), ma ptivodné asijsky areal a i v soucasnosti se §ifi dal smérem na
zapad. Recentnimu ptvodu A. agrarius a tedy i jeho paraziti odpovida i nizka
haplotypova variabilita populaci A. agrarius v zdpadnim palearktu ve srovnani
s vychodni casti aredlu (Catteau, G., 2006). Linie C vsSak byla, alesponi na tzemi
Slovenska, sporadicky nalézana i na dalSich hostitelich. Kromé vzorkt z A. microps,
kde byli parazité zastoupeni vyluéné haplotypy linie C, byly v né€kolika ptipadech
nalezeny haplotypy linie C i na A. flavicollis a Clethrionomys glareolus. Pro vyskyt
vzorkt z A. flavicollis a C. glareolus v linii C existuje né€kolik vysvétleni. Je mozné, Ze
béhem Sifeni populaci majoritniho hostitele, kdy se A. agrarius stdva dominantnim
druhem nové obsazovanych tzemi, dochazicasto k nahodné infekci novych
hostitelt1, jako je napf. i A. microps. Také je mozné, Ze ma linie C celkové nizsi miru
hostitelské specifity, a je schopnd dlouhodobé prezivat na vice hostitelich. Pro
ojedinélé nalezy z A. flavicollis a C. glareolus vsak nelze vyloucit ani metodicky
artefakt zptisobeny metodou sbéru materidlu: na vychodoslovenskych lokalitach
odkud pochdzi tyto sbéry (viz. Obr. 5) byl odchyt hostiteld provadén do
zivochytnych pasti, které umoznuji odchyt i nékolika zvifat vjedné pasti zaroven.
Mohlo tak dojit ke kontaktu mezi zvifaty v malém prostoru a prenosu vsi. Miru
distribuce linie C mezi vice druhy hostiteli zjiSténou na tzemi vychodniho
Slovenska bude tfeba ovérit novymi sbéry a sbéry rozsifenymi ve vétsi mire i o dalsi
uzemi.

Struktura populaci hostitele a koevoluce parazit-hostitel

Populaéni struktura hostitele A. flavicollis se shodné s vysledky Michaux et al. (2004)
vétvila do 4 linii podle geografického rozsifeni, které se v pfipadé linii 1a, 1b a 1c
Castecné prekryvalo. Genealogické vztahy A. sylvaticus se shodovaly s vysledky
Michaux et al. (2005) a vytvafely 2 linie, které se déle vétvily na 2 podlinie podle
geografického rozsifeni. Nizsi podpory vztahi mezi liniemi u A. flavicollis a
A. sylvaticus ve srovnani s analyzami Michaux et al. (2004) a Michaux (2005) byly
pravdépodobné zptisobeny pouzitim kratSsiho tuseku COB zdavodu nutnosti
vytvoreni vlastnich primerti. Sekvence vzorki COB pouzité v naSich analyzach byly
u A. flavicollis dlouhé 752bp a u A. sylvaticus 740bp, zatimco délka sekvenci vzorki
pouzitych v pracich vyse uvedenych autorti byla 972 bp a 965 bp.
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Pivod parazitickych druhti s riznymi stupni hostitelské specifity je v parazitologii
diskutovanym problémem (Clayton et al., 2004, Hoberg et al., 1997). Mezi
novych se fadi preskoky parazita na jiného hostitele, duplikace linii, lineage sorting a
neschopnost parazita speciovat spolu s hostitelem. Stefka a Hypsa (2008) pripoustéji
pro ptvod linii v§i P. serrata A a B, které sdileji spektrum hostitelti nékolik
vysvétleni. Autofi vzhledem k odhadovanému stéfi linii A a B (cca 1.5 mil. let), které
je vyrazné nizsi nez stari hostitelskych druhti (cca 4 mil. let podle Michaux a
Pasquier (1974)), jako nejpravdépodobnéjsi hypotézu stanovili duplikaci populaci
parazita vramci glacidlné oddélenych populaci hostitele A. flavicollis a pozdéjsi
rozsifeni jedné z linii o nového hostitele - A. sylvaticus. Tomuto pohledu odpovidaji i
literarni tdaje, podle Michaux et al. (2005) mySice A. flavicollis pfezily ¢tvrtohorni
zalednéni v n€kolika izolovanych refugiich a posléze odtud kolonizovaly Evropu.

Bez znalosti genealogie populaci A. flavicollis, z nichz pochdzeji zde studované sbéry,
vSak nebylo mozno s urcitosti rozhodnout, zda soucasné ¢lenéni populaci vsi do linii
A a B skutec¢né vzniklo duplikaci parazita v ramci jednoho druhu hostitele, nebo zda
se jedna o kospeciaci se dvéma odliSnymi liniemi A. flavicollis. V prvnim pfipadé by
béhem postglacidlni expanze doSlo k promichani populaci hostitele na tzemi
zdpadni a stfedni Evropy, avSak populace parazita by ztistaly diisledkem predchozi
glacidlni fragmentace geneticky oddéleny. Ve druhém piipadé by rozdéleni
haplotypti parazita do linii A a B, nalézanych na A. flavicollis, odraZelo kryptické
¢lenéni hostitele do dvou druht, a nejednalo by se o dvé geneticky odliSené avsak
hostitelsky sympatrické linie. Vzhledem k distribuci linii v$§i A a B a jednotlivych linii
hostiteld, je patrné, Zze druha hypotéza neplati. Populace hostitele A. flavicollis a linie
P. serrata A a B netvori reciprocné monofyletické linie (Obr. 7). Linie A a B, tvori linie
s riznym stupném hostitelské specifity, jejichz geneticka izolace pretrvava i pres
sympatricky vyskyt v ramci hostitele A. flavicollis. Tento sympatricky vyskyt obou
linii je nové podporen i spolecnym nalezem haplotypti linii A a B na stejném jedinci
A. flavicollis ve vzorku UkA£39.

Ke vzniku genetické bariery mezi liniemi P. serrata béhem obdobi glacialni izolace
mohla pfispét vyssi rychlost molekularni evoluce parazita ve srovnani s hostitelem.
Rychlej$i evoluce genomu parazita je v koevoluénich pracech pomérné casto
pozorovanym jevem. Napft., podle vysledkt studia mitochondridlni DNA probihala
molekuldrni evoluce: 2,3x rychleji u vsi nez u primata (Reed et al., 2004), 2,5x a 2-5x
rychleji u vSenek ve srovnani s pytlonosi (Hafner et al., 1994; Light a Hafner, 2007),
2,6x rychleji u vSenek nez u roryst (Page a Charleston, 1998) a 5,5x rychleji u vSenek
nez morskych ptakt (Paterson et al., 2000). Z vysledkti linearni regrese na Obr. 6
vyplyva, Ze molekularni evoluce COI vsi P. serrata byla cca 1,3x rychlejsi nez evoluce
COB jejich hostitelti, mySic rodu Apodemus. Prestoze i zde byla pro parazity
odvozena vyssi rychlost molekuldrni evoluce ve srovnani s jejich hostiteli, je tento
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rozdil vyrazné mensi nez u ostatnich studovanych modelti. Dtivodti, proc je evoluce
paraziti rychlejsi nez u hostitelt miZze byt mnoho. Pravdépodobné se jednad o
kombinaci faktorti, kterymi jsou odliSnosti v generacni dob€, rychlosti metabolismu,
slozeni DNA bdazi, pofadi geni a evoluce parazitického stylu Zivota (Brown a
Simpson, 1982; Clayton, 1982; Tanaka et al., 1994; Wu a Li, 1985; Martin a Palumbi,
1993; Rand, 1994; Downton a Austin, 1995; Light a Hafner, 2007). VétSina vySe
jmenovanych parazito-hostitelskych modeli zahrnovala ve srovnani s mySicemi
rodu Apodemus spise dlouhovéka zvifata, u nichZ je rozdil mezi generacni dobou
hostitele a parazita vétsi. Tento fakt mohou odrazet i data pro jiné parazity mysic,
napf. hlistice druhu Heligmosoides polygyrus vykazuji podobny pomér evolucnich
rychlosti parazit-hostitel, cca 1.5x (Nieberding et al, 2004). Dalsi dtvody zde
odvozeného malého rozdilu evolucnich rychlosti mohou byt spiSe metodického razu,
pomeér rychlosti evoluce vsi P. serrata a mySic rodu Apodemus mohl byt ovlivnén i
tim, Ze byly pouzity nehomologni iseky mitochondrialni DNA parazit a hostitelti.
Pro presnéjsi odhad bude zapotiebi pouzit dataset rozsifeny o homologni sekvence a
pokud mozno vétsi pocet uzli v topologiich parazita a hostitele. JiZ nyni je vSak
zfejmé, ze zvysena rychlost molekularni evoluce sekvenci parazita se podili na vyssi
urovni genetické struktury pozorované mezi populacemi parazita (napf. uvnitf linie
B) ve srovnani se zdrojovymi populacemi hostitele.

Perspektivy dalsiho studia modelu

VSi P. serrata a mySice rodu Apodemus se jevi jako velmi dobry model pro studium
otazky, zda je speciace paraziti procesem prevazné genealogickym, nebo
adaptacnim. Tedy zda je hlavnim faktorem koevoluce s hostitelem genealogicka
faktorem bariéra zplisobend nutnosti vytvofeni specifickych adaptaci k osidleni
nového hostitele. Dosavadni vysledky jasné ukazuji, Ze adaptace je hlavnim faktorem
v evoluci P.serrata, zatimco genealogie ziejmé nehraje vyznamnou roli. To je asi
nejlépe dokumentovdno nizkou frekvenci, se kterou jsou haplotypy P. serrata
naleZejici k liniim s tizkou specifitou nalézany na nespecifickych hostitelich, a to i
pfes sympatricky vyskyt téchto hostitelii a zjevnou schopnost vsi z , generalistické”
linie frekventované stridat druhy hostitele.

Presto vSak zustava nékolik zajimavych otdzek nedoreseno. Vzhledem k absenci dat
o populacich P. serrata z oblasti Evropy, kde se podle Michaux et al. (2005) nachéazela
nékterd dalsi refugia mysic A. flavicollis a A. sylvaticus, bude nutné rozsifit dataset o
nové odchyty hostiteli a sbéry paraziti v oblastech Iberského poloostrova na jih od
Pyreneji, v Itdlii a na Balkanu. Takto bude moZno zpfesnit informace o tom, jak
sdilena glacialni historie ovlivnila evoluci genetickych linii parazita.

Pro hlub$i analyzu koevoluénich vztahti paraziti a hostiteli na genealogické tirovni
je také nutny vybér informativnéjsiho markeru u hostitele, nez jakym je COB.
V tomto sméru se jevi slibné zejména hypervariabini tsek mitochondrialni DNA, tzv.
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D-loop (Bellinvia, 2004). Dale bude tfeba pro lepsi rekonstrukci fylogenetickych
vztahti mezi liniemi P. serrata rozsitit stavajici dataset o sekvence delSich tsektt COI
a pripadné o dalsi gen (napf. COB). S pomoci takto ziskanych dat bude také
umoznéno zpresnit odhad rychlosti evoluce parazita a hostitele a pouzit molekularni
hodiny pro datovani hlavnich evoluc¢nich udalosti vsi P. serrata.

Ziskani multilokusovych marker(i, mikrosatelitti, umozZni detailnéjsi pohled na
moznou diverzifikaci populaci polyxennich linii P. serrata. Také lokdlné zamérené
sbéry linii A a B s pfekryvajicim se spektrem hostitelti poskytnou tidaje zajimavé
z ekologického a epidemiologického hlediska, napf. rozdily ve frekvencich,
se kterymi parazituji generalisté (line A) a specialisté (linie B).

6. Zaveér

. Vysledkem molekuldrnich analyz sekvenci vsi P. serrata byly 4 jednoznacné
diferencované linie, které se vzdjemné liSily stupném hostitelské specifity,
geografickou distribuci hostiteld a do jisté miry i stupném vnitini geografické
struktury.

. Populacni struktura hostitelt A. flavicollis a A. sylvaticus se shodné s vysledky
Michaux et al. (2003, 2004, 2005) vétvila v ramci kazdého z druhti do nékolika linii
shodujicich se s geografickym rozsifenim studovanych vzorka.

. Genealogické vztahy haplotypt P. serrata byly zjevné ovlivnény hostitelskou
specifitou jednotlivych linii hostitel(i, ale vzdjemné vztahy mezi liniemi a uvnitf linii
nesledovaly evoluci hostitelt jednoduchym kospeciacnim zptisobem. Populace
hostitele A. flavicollis a linie P. serrata A a B netvofily reciprocné monofyletické linie.
Linie A a B, jsou liniemi s riznym stupném hostitelské specifity, jejichz geneticka
izolace pretrvava i pfes sympatricky vyskyt v ramci hostitele A. flavicollis. Vzhledem
k distribuci linii v$i A a B a jednotlivych linii hostitelt ¢lenéni P. serrata do linii A a B
pravdépodobné vzniklo duplikaci parazita v rdmci jednoho druhu hostitele.

. Ke vzniku genetické bariéry mezi liniemi P. serrata béhem obdobi glacidlni
izolace pfispéla vyssi rychlost molekuldrni evoluce parazita, kterd byla cca 1,3x
rychlejsi nez evoluce hostitele.
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8. Piilohy

Pfiloha 1. Seznam haplotypti P. serrata

Haplotyp | Sekvenovani jedinci P. serrata

Hap4 CB0504As

Hap1 KeclAf, Ruz4Af, Ruz5Af

Hap49 CM3GAs6

Hap13 CMB3Af9, CM3As6 o ot
Hap19 CM3Af10 L 1 n 1 e A
Hap14 CM3As2, CM3EAs6

Hap48 CM3BAs6

Hap11 CB05Af06

Hap15 KHI13Af, KH7Af

Haplé6 OselAs, Ruz7Af, KH8As, KH9Af, KH11Af

Hap17 KHI10Af

Hap5 CM3As13

Hapé6 CMB3Af11

Hap9 CB0505As, CB0502As, CB0507Af, CB0O805As, CB0807As, CB0508Af, CBO509Af, CM3Af12, CM3Af15, CM3DAs6
Hap12 C3Af4

Hap20 SclAs - ScbAs

Hap65 Uk3As50b, Uk3As55, Uk3As49a, Uk3As49b, Uk3As55a, Uk3As55b, Uk2Af57a, Uk2Af57b
Hap66 Uk1As47d

Hap70 Uk1As46

Hap67 Uk1As47a, Uk1As43b, Uk1As43

Hap55 Fr3As65

Hap2 Ruz3Af

Hap3 CMB3Af5, CM3Af1

Hap7 TrelAf

Hap8 Ruz6Af

Hap54 Fr2As50, Fr2As86, Fr2As83, Fr2As75, Fr2 Af88, Fr2 As76, Fr2 As76b, Fr2As51

Hap61 Fr2As79

Hap 56 FR2As82

Hap60 Fr3As65

Hap62 Fr1As98, Fr4As

Hapo64 Uk1Af39a

Hap21 Fr1As, Fr2As, Fr5As

Hap63 Fr1As99
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Pfilohal.

Pokracovani

Haplotyp | Sekvenovani jedinci P. serrata
Hap27 CM1Af2a - c, CM1Af8, CM1Af8b, CM1Af8c, CB10Af, CM1Afl, CM1Af3 - 7, CM1Af9 - 10, CM2Af3 - 5, CM2Af8 - 10
Hap28 CM1Af2
Hap29 CM2Af7
Hap26 SH1Af, CM2Af6, Ben01Af, Ben02As
Hap50 Ben03Af
Hap35 Pril0Af, PrilAf
Hap32 DunlAf ° °
Hap34 Dun3Af, Dun5Af L 1 n 1 e B
Hap31 Dun2Af, Dun6Af, Dun8 - 10Af, Rad1Af
Hap33 Dun4Af
\%4
Hap30 Dun7Af V e t e V 1
Hap36 Kec2 Af
Hap59 Fr2Af89, Fr2Af94, Fr2 Af94b, Fr2Af93, Fr2 Af45
Hap23 KHO08110Af, KHO8111As, KH2 - 4Af
Hap24 KH6Af
Hap25 KHI1Af, KHO0811Af, KH0812Af, KH08115Af, KH0814AfA, KH0827AfA - B, KH0828AfA - B, KH0829
Hap72 KHO0829AfA ° °
s | osaons Linie B
Hap74 KHO0831Af
Hap71 KHO0812AfB v
Hap68 UKIA£39¢ V e t ev 2
Hap69 Uk1Af£39d
Hap37 Ruzl -2 Cg, PS1 - 4Am, Kos1 - 3Aa, Kec2Af, Tre2Aa, Tre5Aa, Gra2Aa, Gra4Aa, Gra6 - 7Aa, Kec3Af, Kecl0 - 11Aa,
Kec4Aa, Kec8Aa, Kecl7Am, Rad3Aa, Rad6 - 7Aa, Ruz7Aa
Hap39 Tre4Aa
Hap46 Kecl5Am
Hap43 GralAa
Hap38 Tre3Aa
Hap45 Kec9Af
Hap47 Rad5Aa
Hap41 Pri5Aa, PribAa
Hap44 Gra3Aa, Kec5Aa
Hap40 Pril2 - 14Aa
Hap53 BG5Aa ° °
Hap51 BGlAa L lnl e C
Hap52 BG2Aa
Baj1 BajAp, Baj2Ap, Baj3Ap, Baj4Ap

Bajl

Zkratky v nazvech vzorkii odpovidaji populacim a hostiteltim v tab.1. Cerna barva reprezentuje data
pievzata z Stefka a Hypsa (2008). Cervena barva reprezentuje nové data.
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Priloha ¢.2. Seznam haplotypt A. flavicollis

Dalsi sekvenovani

Dalsi sekvenovani

Haplotyp | jedinci A. flavicollis Haplotyp | jedinci A. flavicollis
Pri10 GE207

YU180 FR344

YU178 GR485

RM533 GR707

RM572 1T200

RM534 IT192 IT19

RU288 . . IT193

RU309 L 1 IT175

RU287 lnl e C SL418

Fr2_45 GR708

GR460 MA119

SP124 Cz377

SP127 CZ379

Fr2_89 Fr2_94 TU256

Fr2_93 GR222

SP125 SP126, SW445 GR701 FR278

SP128 MA118

KH14 SL122 GR483, GR484

Uk1_41 GR216

Uk2_57 GR710

SW294 GR711 . .

SW295 SL420 L 1
KH114 TU381 1nl e a
CM188 KH108

CZz255 CM222 CM381

CM290 CZ378 KH21

CB11 CM47, SI342 ES316

GR219 RU408 BR315, ES348, RU405, Li347
CM1127 | CM145 BR314

IT194 FR395

GR704 RO531

TU380 TU223

TU382 GR217 . .

TU383 CM255 L 1 b
S1392 CM272 1ni e
CM153 AU203 TU238 TU242

RM532 TU232

KH31 CM2_47 TU1362

KH25 BR313 TU241

CM310 TU1366

CM233 CM236, CM282, CM38 TU1364

FR343 TU1367

BE332 FR666 TU1361

MA120 TU237

MA492 TU243

1T298 HU307 TU244

Cz373 o . TU1360 . .

GR481 L 1 TU1365 L 2
orae Inie ia Inie

Cerna barva reprezentuje data prevzata z Michaux et al. (2004, 2005).Cervend barva reprezentuje nové

data.
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Priloha ¢.3. Seznam haplotypt A. sylvaticus

Dalsi sekvenovani

Dalsi ekvenovani

Haplotyp |jedinci A. sylvaticus Haplotyp | jedinci A. sylvaticus
Fr2_78 FR396

Fr1_97 Fr1_98, Fr1_115 CB07 GE519, SW453

FR575 SW452 GE519

Fr2_86 UKb543 SP578 GE519

Fr2_80 UKb543 CZ374

Fr1 SP130, UK543, Fr1_99 CZ373

SP131 Cz372

Uk1_47 UKb543 CM1 CZ375, BE104, GE519
Uk1_48 UKb543 BE101

Uk1_37 UK543 CM57 GE519

Sc06 CB05

Sc07 CM55 UK543

Uk1_43 CB62 CB02, UK543

Uk1_46 Uk3_52 UK543, Uk1_38

FR270 UKb543 Uk3_49 UK543 ° °
FR345 Uk3_53 L 1 n 1 e 2
UK536 AS436, SL436, TU563, FR274, FR574 Uk3_55

Fr3_59 YU210

FR142 YU211

Fr2_75 Fr2_85, CB61, FR274, GE519 SL417 SL434

FR577 IT176

Fr2_84 GE519 1T853

BE107 GE519 1T172 IT160, IT852

GE157 GE519 IT171

FR269 GE519, IT168 1T851

BE103 IT163

SP133 IT165

FR143 YU212

Fr2_79 GE519 MC181

BE102 BE105, GE519 1T860

GE514 GE519 IT161

TN138 1T159

MA185 IT162

TN141 GR183

TN140 MA186 1T174

MA187 GR157 GR705

MA188 IT167

TN139 1T169 ° °

SP132 1T170 L 1
FR145 1T164 1 n 1 e a
FR144 Sig42

FR272 Si846

FR714 Si849

FR271 Si305

SP596 Si848

SP594 Si844

FR589 GE519 Si845

UKG538 ° ° SI1304 ° °

e Linie 2 = | Linie1b

Cernd barva reprezentuje data prevzaté z Michaux et al. (2003). Cervena barva reprezentuje nova data.
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