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Abstrakt

Krtci jsou skupinou vyhradné fosorialnich (pod zemi Zijicich) savcu
obyvajicich evropsky kontinent, Asii a pfilehla souostrovi. Kvili podzemnimu
zpusobu zivota a své morfologické uniformité jsou fidce prozkoumanou
skupinou. Krtek evropsky (Talpa europea; Eulipotyphla: Talpidae) je
nejuspésnéjSim druhem z celé skupiny krtki. Krtek evropsky, na rozdil od
vétSiny podzemnich savcu, obyva vlhké lesy a louky mirného pasu, které
byly silné ovlivhény zménami klimatu, predevSim béhem pleistocénu. Cilem
studie bylo zhodnoceni populaéni struktury, variability a velikosti efektivni
populace krtka evropského ve stfedni Evropé pomoci molekularnich metod.
Celkem bylo osekvenovano 40 vzorkll a do analyzy zahrnuto kontrolni oblast
mtDNA, sekvence byly editovany a dale analyzovany. V datasetu byly pomoci
landscape genetic nalezeny dveé populace - zapadni a vychodni. Celkovée
populace vykazovala vysokou haplotypovou diverzitu, pocet identifikovanych
haplotypu byl 23. Tvar haplotypové sité, testy neutrality a dal§i parametry
ukazuji na demografickou expanzi, ktera v populaci v minulosti probéhla

nebo na purifikujici selekci.

Klicova slova: fylogeneze, geneticka variabilita, krtci, mitochodrialni DNA,

populacni genetika, Talpa europea



Abstract

Moles are a group of strictly subterranean mammals occupying most
of the european continent, Asia and nearby islands. Due to their fossoriality
and external uniformity, the information on moles are scarce. The European
mole Talpa europea (Eulipotyphla: Talpidae) is the most successful species of
this group. The European mole prefers, unlike most fossorial mammals,
humid forests and meadows which were strongly under influence of climate
changes, mostly during Pleistocene. The aims of the study were to analyze
population structure, variability and effective population size of european
mole population in the Middle Europe using molecular methods. 274 bp long
mitochondrial control region of 40 samples of Talpa europea was included in
the analysis. Using landscape genetic method, two populations (western and
eastern) in the dataset were found. Population showed high hyplotype
diversity, the number of identified haplotypes was 23. The structure of
haplotype network, the results of neutrality tests and other parametres
showed demographic expansion, which the population undergone in the

past, or purifying selection.

Key words: genetic variability, mitochondrial DNA, moles, phylogeny,

population genetics, Talpa europea
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1 Uvod

1.1 Taxonomické zarazeni krtku

PGvodné byli krtci Celedi Talpidae zatfazeni v taxonu Insectivora
spolu s dalSimi malymi hmyzoZzravymi savci nalezicimi do desiti
vzdalenych celedi. (Duady et al., 2009). Savci nalezici do Insectivora byli
dlouhou dobu povazovani za predky, znichz se vyvinula ftada
modernéj§ich savcl, coz se pfi dalSim vyzkumu nepotvrdilo (Douady et
al., 2002). Rad Insectivora byval jednim z nejméné stabilnich taxonu
Eutheria, jak z hlediska fylogeneze, tak z hlediska vzajemnych vtahu
v taxonu a struktura taxonu byla mnohokrat diskutovana (Stanhope et
al., 1998). Insektivora se tak stali stfedem zajmu nejen z hlediska
pochopeni vztahti mezi skupina, ale iz hlediska vyzkumu evoluce
plancentalnich savct (Douady et al., 2002).

Pozdé&ji byla skupina Insectivora rozdélena na dva podrady podle
pritomnosti ¢i absence slepého streva — Menotyphla a Lipotyphla. Tento
koncept rozdéleni musel byt vSak prehodnocen kvuli nartstajicimu
poctu morfologickych diikazi svédc¢icich proti tomuto rozdéleni (Ye et
al., 2006).

Dle vysledku téchto studii byly vyrazeny letuchy, tany a bércouni,
puvodné patfici k Menotyphla. Tito zivoc¢ichové byli pfefazeni do nové
vytvofenych samostatnych fadii - Dermoptera, Scandentia a
Macroscelidea (Douady et al., 2002).

Zbyvajici skupiny vytvorily morfologicky monofyleticky taxon
Lipotyphla, do néhoz nalezici druhy sdilely fadu pleziomorfinich
primitivnich znakt a adaptaci (Mouchaty et al., 2000).

Pravé primitivnost morfologickych znaktl ¢inila dal§i vyzkum
evolucni historie Lipotyphla obtiznou. Dalsi studium vzajemnych vztaht
uvnitt skupiny Lipotyphla umoznil rozsSifeny rozvoj molekularnich

metod (Douady et al., 2009).



Molekularni data wukazala, Zze Lipotyphla je ve skutecnosti
polyfyleticky taxon. Byl proto vytvoren samostatny rad Afrosoricida pro
bodliny a zlatokrty. Zbyvajici taxony vytvorily rad Eulipotyphla (,pravi”
hmyzozravci) (Douady et al, 2002). Rad Afrosoricida je fazen do
skupiny Afrotheria, ktery predstavuje placentalni savce, ktefi se vyvinuli
v oblasti Afriky, pobliz Madagaskaru. Africti insektivorni savci zrejmeé
pochazeji z jednoho predka a vznikly adaptivni radiaci béhem izolace
Afriky v obdobi ktidy (Springer et al., 1997).

Eulipotyphla, tzv. ,pravi“ hmyzozravci, nyni spadaji do nadfadu
Laurasiaheria spolu s dalSimi péti fady (Perissodactyla, Carnivora,
Cetarciodactyla, Chiroptera a Pholitoda) (viz obrazek ¢. 1).
Laurasiatheria zahrnuje savce, ktefi maji puvod na superkontinentu
Laurasie, kde byli také ptvodné rozsireni (Hu et al.,, 2012).

Laurasiatheria se zacali diverzifikovat v eocénu pred 1-4 miliony
let (Hu et al., 2012). I pfes mnohé diskuze jsou Eulipotyphla povazovani
za bazalni skupinu, tzn. Ze se oddélili od Laurasiatheria jako prvni a
jsou  sesterskou  skupinou vzhledem =k ostatnim = skupinam

Laurasiatheria (Zhou et al., 2012).
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Obrazek ¢. 1: Fylogeneticky strom zobrazujici tfi hlavni linie (nadfady)
placentalnich savcu véetné Laurasiatheria, sestaveny na zakladé analyzy protein
kédujicich gent. Skupinu Eulipotyphla zde zastupuje jezek. Cisla nad
jednotlivymi nody odpovidaji hodnotam bootstrap value a bayeskym

posteriornim pravdépodobnostem. Autor: Nery et al., 2012



Rad Eulipotyphla nyni zahrnuje ¢tyfi celedi: Erinaceidae (jezci,
2 podrady, 10 rodu, 23 druht), Soricidae (rejsci a bélozubky, 3 podrady,
26 a 376 druhu), Solenodontidae (Stétinatci, jediny rod, 4 druhy) a
Talpidae (krtci, 3 podfady, 17 rodu a 39 druht) (Douady et al., 2009).

1.2 Fylogeneze skupiny Eulipotyphla

Eulipotyphla je jednou z klicovych skupin pro studium evoluce
savcl. Primitivni morfologické znaky, které si skupina zachovala,
nasvédcuji, ze se skupina diverzifikovala béhem rané radiace
placentalnich savcu (Biltueva et al., 2012).

Diverzifikaci skupiny Eulipotyphla pravdépodobné odstartovalo
hromadné vymirani na pfelomu kfidy a paleogénu. Nové vzniklé
ekologické niky tak mohly byt obsazeny vznikajicimi druhy béhem velmi
raného paleogénu (Douady et al., 2009).

Nejvyssi uroven diverzifikace dosahli Eulipotyphla v dobé pred
priblizné 12 miliony lety (Standler et al., 2011). Historické udalosti
vedouci ke vzniku krtéi linie jsou nejasné. Mozna k nému prispéla
klimaticka nebo tektonicka udalost v pozdni kiidé pred 84-71 miliony
let (Douady et al., 2009).

Vzhledem k tomu, Ze krtci vykazuji nejvétsi miru zachovani
chromozomu, tzn. Ze u nich doslo k nejméné zménam ve struktufre
chromozomtl (translokace, inverze, apod.), v porovnani s ostatnimi
skupinami v ramci Eulipotyphla, lze predpokladat, ze Talpidae jsou
bazalnim taxonem a oddélily se od Eulipotyphla jako prvni, jak bylo

zminéno vySe (Biltueva et al., 2012).



1.3 Talpidae

1.3.1 Vznik a rozsSireni Talpidae

Pro skupinu bylo dulezité obdobi pozdnich tfetihor, kdy doS$lo
k adaptivni radiaci a vyvoji fady znaku, které umoznily jednotlivym
druhtim obsadit rtizna prostredi, na sousi i ve vodé (Shinohara et al.,
2003).

Nejstar§i fosilni nalezy jedincti patficich k Talpidae pochazeji
z pozdniho eocénu a oligocénu a byly nalezeny v Evropé a Severni
Americe (Shinohara et al.,, 2003). Talpidae maji ptivod ve Starém svéte,
odkud se rozsirili do Severni Ameriky (rody Condylura, Neurotrichus,
Parascalops a spolecny predek Scalopus a Scapanus) (Shinohara et al.,
2003; Whidden, 2000).

Béhem osidlovani novych oblasti se druhy skupiny Talpidae
dvakrat nezavisle adaptovaly na zivot pod zemi. Tuto skutecCnost
podporuje pritomnost dvou linii - severoamerické a euroasijské. Tyto
dvé linie si nejsou blizce prfibuzné, vyjimku tvori pouze druh Scapanulus
pochazejici z Ciny a severoameriéti krtci skupiny Scalopini (Shinohara
et al., 2003). Monotypicky Scapanulus tvofi jeden tribus Scalopini (rody
Scalopus, Scapanus, Parascalops). Zbytek euroasijskych rodu
(Euroscaptor, Mogera, Talpa, Parascaptor, Scapanulus) tvoii druhy
tribus Talpini. (Bannikova et al., 2015B).

Podle analyzy mtDNA (mitochondrialni DNA) lze rozliSit Talpidae
na sedm veétvi: asijSti krtci (druh Uropsilus), severoamericti vodni a
fosorialni krtci (rod Condylura), severoamericti fosorialni krtci (rody
Parascalops, Scalopus, Scapanus), severoameriCti semifosorialni krtci
(rod Neurotrichus), japonsti semifosorialni krtci (rody Dymecodon,
Urotrichus), evropsti semiakvaticti vychucholové (rod Desmana) a
euroasijsti fosorialni krtci (rody Euroscaptor, Mogera, Talpa) (Shinohara

et al., 2003).
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Krtc¢i rody striktné uprednostnujici zivot pod zemi obyvaji rozsahlé
oblasti Evropy, Asie, Japonska idJizni Ameriky. Naopak druhy zijici

semifosorialné vykazuji omezené rozsireni (Shinohara et al., 2003).

1.3.2 Tribus Scalopini

Striktné severoamericky tribus Scalopini zastupuje v Eurasii
pouze monotypicky Scapanulus oweni. Tribus se jevi jako sestersky
podle morfologickych analyz (tvar lebky) k tribu Talpini, coz by také
naznacovalo jednotny puvod fosoriality, tj. iplné adaptace na podzemni
prostredi, u euroasijskych a severoamerickych krtku. Tento sestersky
vztah vSak nepodporuji molekularni data, coz naopak potvrzuje
nezavisly vyvoj fosoriality u téchto dvou skupin. (Bannikova et al,
2015A).

Podle fosilnich nalezti maji Scalopini ptivod v oligocénu v Eurasii.
severoamerickych druht po extenzivni radiaci v Eurasii mohli migrovat
pres pevninsky most v zapadnim Atlantiku nebo Beringové mofi, mozna
i nékolikrat nezavisle po sobé. Tomu nasvédcuji ifosilni nalezy
z Ameriky pochazejici az ze stfedniho miocénu (Bannikova et al,
2015A).

V Asii poté mohli byt Scalopini nahrazeni jinymi liniemi,
s vyjimkou recentniho S. oweni, jenz dnes obyva maly areal v centralni
Ciné (Gansu, Shaanxi, sever Secuanu, vychod Quinghai) (Bannikova et

al., 2015A).

1.3.3 Tribus Talpini

Talpini je skupina (tribus) vyhradné fosorialnich krtku Zijicich na
celém tuzemi Evropy a Asie. Rody Euroscaptor, Mogera, Parascaptor a
Scaptochirus jsou endemické druhy Dalného Vychodu, zatimco areal
rozsitreni rodu Talpa se rozklada od zapadni Evropy a Asie k Sibiti (He et
al.,, 2014). Nejstarsi fosilni nalezy pochazeji z Irkutska v Rusku a datuji

se do obdobi miocénu asi pred 20,5-16,4 miliony let (Shinohara et al.,
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2014). Na obrazku ¢. 2 je srovnani fylogenetickych stromut tribu Talpini

zalozenych na morfologickych a molekularnich datech.

I aptor leucura — Talpa europaea
‘—— Talpa aitaica
[~ Euroscaptor spp. | Euroscaptor longirostris
1

S,

Talpa europaea -
Euroscaptor micrura
1
B r Parascaptor leucura
]

Scaptochirus moschatus

Mogera wogura

—— Mogera wogura ‘——Mogera uchidai

(a) Sanchez-Villagra et al. (2006) (b) Motokawa (2004)
— Talpa altaica e Talpa spp.
Talpa europaea Euroscaptor mizura
E; iptor mizura

ia Scaptochirus moschatus
—— Euroscaptor micrura s -3 ; 3
= —Scapl:::inu e 10— Euroscaptor longirostris

os [ Mogera insularis
‘——Mogera kanoana

s3 | Euroscaptor klossi

Mogera insularis

Mogera tokudae

Mogera tokudae

| 79 [ Mogera imaizumii LEM"K”" wogura
——Mogera wogura Mogera imaizumii
(c) Shinohara et al. (2008) (d) Crumpton and Thompson (2012)

Obrazek ¢. 2: Fylogenetické stromy tribu Talpini zaloZzené na morfologickych
studiich (a a b) a molekularnich datech (c a d). Cisla nad vétvemi odpovidaji
hodnotam podpory vétvi (a), hodnotam bootstrap value (c) nebo posteriornim

pravdépodobnostem (d). Autor: He et al., 2014

1.3.4 Asijska linie Talpini

1.3.4.1Fylogeneze a taxonomie asijské linie Talpini

Druhy endemické pro Asii se vyvinuly béhem rychlé radiace
v prubéhu pozdniho miocénu, priblizné pred 12,32-9,06 miliony let, kdy
doslo k vyzdvizeni Tibetsko-himalajské ploSiny a nasledné zméné
klimatu v oblasti, tj. vySsi aridita, ochlazeni a zesileni vlivu monzunt a
zmeéna vegetacniho pokryvu (He et al., 2014).

Asijsti krtci z pevninské Asie kolonizovali Japonsko, vychodni
Cinu a jihozapadni Cinu v pozdnim miocénu a poté byli béhem kratké
doby od sebe oddéleni fyzicky (kvuli vzniklym horskym masiviim) a
klimaticky (neobyvatelné oblasti), coZ umoznilo oddéleny vyvoj populaci
(He et al., 2014). Japonské ostrovy naopak slouzily jako glacialni refugia
a mista, kde mohly byt jednotlivé vychodoasijské linie Talpidae

uchovany po migraci z pevninské Asie. Oblasti Japonskych ostrovi diky
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tomu vykazuji nejvétsi druhovou diverzitu ve vychodni Asii (Shinohara
et al., 2004B).

Asijska vétev Talpini zahrnuje ctyfi rody — Euroscaptor, Mogera,
Parascaptor a Scaptochirus. Rody Parascaptor a Scaptochirus jsou
monotypytické a zbylé dva rody jsou polytypické (Zemlemerova et al.,

2013).

1.3.4.2Rod Euroscaptor

Krtci rodu Euroscaptor jsou rozSifeni v horskych oblastech
vychodni a jihovychodni Asie. Zde je geneticky tok omezen geologickymi
bariérami. Tento druh proto vykazuje vysokou miru genetické a
morfologické diverzity. Vznikaji tak linie se silnou geografickou vazbou
liSici se nejen geneticky, ale i morfologicky (Zemlemerova et al., 2016).

Ackoli byl tento rod podroben nékolika genetickym
i morfologickym studiim, zustava skuteény pocet druhti nejasny.
Plvodné bylo rozliSovano pouze pét druhu rodu Euroscaptor -
E. grandis, E. klossi, E. longirostris, E. micrura, E. parvidens a E. mizura.
Pozdé&ji byl povySen na druh malajsky E. malayana, jenz byl pred tim
soucasti druhu E. micrura ¢i E. klossi (Zemlemerova et al., 2016).
Nasledné Kawada et al., ve Vietnamu popsal novy druh E. subanura (viz
obrazek ¢. 3), ktery je exteriérem podobny E. parvidens, ale svou lebkou
a chrupem se vice podoba E. longirostris (Kawada et al., 2012).

E. subanura vykazuje niz§i vnitrodruhovou variabilitu nez
E. parvidens a E. longirostris. Je tak pravdépodobné, ze se E. subanura
vyvinul z E. parvidens a je reliktnim druhem, ktery pfezil zménu

klimatu (Shinohara et al., 2015).
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Obrazek ¢.3: Externi morfologie druhu Euroscaptor subanura. a) dorzalni
strana, b) venetralni strana, c) celkovy pohled z lateralni strany, d) lateralni,
e) dorzalni a f) lateralni pohled na cenich, g) ocCi pfekryté transparentni vrstvou
kuZe. Autor: Kawada et al., 2012

Rod Euroscaptor podle vS§eho monofyleticky neni (Shinohara et al.,
2014). Zemlemerova et al., odhalila dvé monofyletické linie, do nichz lze
zaradit vSechny znamé druhy kromé E. mizura. Vychodni linie zahrnuje
druhy zijici ve Vietnamu - E. parvidens a E. subanura, zatimco do
zapadni linie 1ze zaradit zbyvajici druhy, tj. E. longirostris, E. malayana
a E. klossi (Zemlemerova et al., 2016).

K rozdéleni téchto linii doSlo béhem kolonizace jizni Asie. Tato
doba koresponduje s dobou oddéleni rodt Parascaptor a Scaptochirus.
Zapadni linie se rozsifila do rozsahlych oblasti Ciny a Malajsie
v pozdnim Miocénu. Jedinci z vychodni linie jsou potomky prvotniho
rozSifeni, ktefi prezili v refugiich vychodni Indoc¢iny. DalSi speciace byla
nasledkem izolace populaci fekami nebo vzniklymi horskymi masivy
(Zemlemerova et al., 2016).

Euroscaptor mizura tvori v ramci Japonska nejstarsi samostatnou
linii krtk(ai oddélenou od ostatnich taxonu asijského kontinentu, coz
muze byt nasledek kolonizace Japonskych ostrovll v pozdnim miocénu

pred 13,69-11,31 miliony let pfi poklesu hladiny mofe a vzniku
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pevninského mostu pres Korejskou uzinu (He et al.,, 2014; Shinohara et
al., 2004A).

Druh Euroscaptor longirostris by mohl skryvat kryptické druhy
(He et al.,, 2014). V severnim Vietnamu se vytvorily dveé fylogeneticky
odlisSné populace (vychodni a zapadni) izolované Rudou fekou. Pravée
tyto dvé populace zfejmé tvori dva samostatné kryptické druhy
(Zemlemerova et al., 2016).

Geneticky blizci druhu E. longirostris jsou E. malayana a E. klossi
obyvajici zapadni Indo¢inu a Indii. K diverzifikaci téchto druht doslo
pred pfiblizné 5,3 miliony let (Zemlemerova et al., 2016).

E. parvidens vytvari dve linie liSici se morfologicky (velikosti téla a
lebky) - jedna obyvajici jizni a druha centralni Vietnam. Tyto linie by
mély byt povazovany za dva razné poddruhy (Zemlemerova et al., 2016).

Nejblizsim druhu E. parvidens je druh E. subanura. Vykazuje
nizkou miru variability, prestoze obyva pomérné velky areal. Tato nizka
variabilita je nasledkem rychlého rozSifeni E. subanura béhem kratke
casové periody do oblasti, které jiz obyvali jedinci druhu E. longirostris.
Jelikoz E. longirostris obyva predevSim horské oblasti, mohl se v téchto
mistech E. subanura rozsifit jen do areall v nizkych nadmofrskych
vyskach (200-300 m. n. m.). V oblastech, kde se E. longirostris
nevyskytuje vubec, zije E. subanura az do vySek 1000 m.n.m

(Zemlemerova et al., 2016).

1.3.4.3Rod Mogera

Mogera je monofyletickym taxonem zahrnujicim osm druht. Jeho
diverzifikace se odehrala prfed 8-12,6 miliony let v pevninské ¢asti svého
arealu rozSifeni a odtud migroval na ostrovy Japonska a Taiwan.
Mogura je v soucasnosti rozSifen po celém tuzemi vychodni Asie
(vychodni Cina, Taiwan, Korea, Japonsko, Primorsky kraj) a
jihovychodni Asie (jihovychodni Cina a severni Vietnam) (Shinohara et

al.,, 2014).
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Dva ze znamych druht - M. wogura a M. latouchei ziji v rozsahlém
uzemi kontinentalni vychodni a jihovychodni Asie, ostatni druhy osidlily
pouze mensi oblasti. M. insularis a M. kanoana jsou endemické druhy
Zijici na Taiwanu, M. imaizunii zije ve vychodnim Japonsku, M. tokudae
pouze na ostrové Sado, M. etigo na planiné Echigo a M. achidai na
ostrovech Uotsuri a Senkaku (Shinohara et al., 2014).

Podle morfologickych studii i molekularnich analyz byl predkem
Mogera zrejmé Euroscaptor. Navic mohl nové vznikly a vysoce vyvinuty
Mogera vytlacit evolucné starsi druhy rodu Euroscaptor, jako v pfipadé
Euroscaptor parvidens a Mogera latouchei, ktefi sdili stejnou
ekologickou niku, ale zfidka koexistuji ve stejném arealu (Kawada et al.,
2012).

Predci druht M. imaizumii, M. tokudae a M. wogura
pravdépodobné pochazeji z pevninské Asie a do Japonska migrovali se
postupné z oblasti Korejského poloostrova béhem jednotlivych zalednéni
v pleistocénu (Shinohara et al., 2014). Celkova diverzita moderni linie
Mogera je dusledkem pravé téchto opakovanych migracnich udalosti,
béhem nichz druhy z kontinentu opakované osidlovaly prilehlé ostrovy
(Shinohara et al., 2014).

Siroce rozsifeny druh M. wogura je rozliSen na dva poddruhy -
M. w. wogura zijici na ostrovech Japonska a M. w. robusta z Ruska a
pevninské Asie, které jsou nékdy povazovany za dva samostatné druhy
kvili rozdilnému karyotypu (He et al., 2014). Na ostrovech Japonska
vytvari ¢tyti fyloskupiny geograficky vazané na stredni Hons$u, zapadni
Honsu a Sikoku, Kjusu a cast zapadniho Honsua a Koreu s ruskym
Primorskym krajem (Kirihara et al., 2013).

Podobné je tomu wu dalSiho Siroce rozSifeného druhu -
M. latouchei. Tento druh vytvari dvé morfologicky odlisSné linie, jednu

Zijici ve Vietnamu a druha v Ciné (Shinohara et al., 2014).
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1.3.4.4Rod Parascaptor a Scaptochirus

Rod Parascaptor je povazovan za monotypicky, ale studie (He et
al., 2014) ukazuji, ze by mohl skryvat kryptické druhy. V oblasti Ciny
vytvari dveé fyloskupiny, které se od sebe liSi geneticky i morfologicky
(He et al., 2014).

Nejstarsi znama fosilie druhu Scaptochirus je stara pfiblizné ctyti

miliony let a pochazi z provincie Shanxi v Ciné (Shinohara et al., 2014).
1.3.5 Evropska linie Talpini

1.3.5.1Taxonomie evropské linie

Tato linie zahrnuje predevsSim rod Talpa, ktery nejuspésnéjSim
rodem skupiny Talpidae. Zahrnuje striktné fosorialni druhy obyvajici
arealy od Evropy az po Sibif (Feuda et al., 2015). Obyva zejména
listnaté a smiSené lesy, jeho rozSireni dosahuje az k subalpinskym
loukam a borealnim lestim (Bannikova et al., 2015B).

Pfi posledni revizi rodu bylo rozeznavano devét druhti, dalsi tfi
potencionalné kryptické druhy byly objeveny pozdéji (Nicolas et al.,
2017). VSechny druhy Talpa vytvari podle mtDNA c¢tyfi vétve se silnou
geografickou vazbou. Skupina ,europaea” v sobé zahrnuje Sest druht
(T. europaea, T. occidentalis, T.romana, T.caeca, T. stankovici,
T. levantis) obyvajici zapadni ¢ast arealu rozsifeni rodu Talpa, na rozdil
od ostatnich tfi skupin, které Ziji dale na vychod. Skupina ,caucasica”
(T. caucasica) zije v oblasti Kavkazu, skupina ,davidiana” (T. davidiana)
ve vychodni Anatolii a Elbrus a skupina T. altaica (Bannikova et al.,
2015B).

Nejvice odliSnymi a bazalnimi druhy jsou posledné jmenované
T. altaica a T. caucasica. Druh T. altaica byva nékdy povazovan za
samostatny monotypicky podrad Talpa nazvany Asioscalops, nebo za
samostatny rad. (Bannikova et al., 2015B).

T. talyschensis, ktery se vyskytuje v oblasti jihozapadniho pobfezi

Kaspického mofe, byl ptavodné veden jako poddruh T. levantis.
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Molekularni data ukazuji, ze jedinci od Kaspického mote se lisi jak od
T. levantis, tak od T. caucasica, za né€z byl drive povazovan. Proto by mél
byt T. talyschensis uznan jako samostatny druh, sestersky
T. davidiana. Podle nDNA neni starsi nez dva miliony let (Bannikova et

al., 2015B).

1.3.6 Rod Talpa

1.3.6.1RozsSireni a fylogeografie rodu Talpa

VSechny druhy jsou endemické a Ziji na pomérné malych tizemich
s vyjimkou T. europaea, ktery se vyskytuje na pomérné velkém tizemi od
Pyreneji k Uralu (Colangelo et al., 2010).

Tyto druhy jsou morfologicky uniformni kvali své adaptaci na
fosorialni zptisob zivota, zaroven je jejich karyotyp mimofadné stabilni
ve srovnani s jinymi podzemnimi savci (Colangelo et al., 2010). S jinymi
fosorialnimi druhy savci sdili nékteré charakteristiky jako je vysoka
mira teritoriality a kompetice nebo omezena disperzni vzdalenost
(Bannikova et al., 2015B).

VétSina podzemnich savcu se vyskytuje v aridnich polootevienych
oblastech, druhy rodu Talpa vSak preferuji humidni oblasti, jez byly
silné ovlivhény zménami klimatu béhem pozdniho neogénu a
pleistocénu. Zalednéni pravdépodobné  pfezivali v izolovanych
populacich, mezi nimiz byl omezeny geneticky tok. Dusledkem je
pritomnost silné geografické struktury v ramci této skupiny (Bannikova
et al, 2015). Druhy rodu Talpa vytvari v Evropé dvé linie - vychodni
(T. stankovici, T. levantis) a zapadni (T. europaea, T. romana, T. caeca,
T. occidentalis) (Colangelo et al., 2010). K rozdéleni na tyto vétvé doslo
priblizné pred 6 miliony let na prelomu miocénu a pliocénu (viz obrazek
C. 4). Zapadni vétev se diverzifikovala na prelomu pliocénu a pleistocénu
asi pred 1,8 miliony let, kdy byla vétSina stfedni a vychodni casti
evropského kontinentu pokryta permafrostem, coz vytvarelo pro krtky

neobyvatelné podminky (Tryfonopoulos et al., 2010).
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Obrazek &. 4: Casova osa nejdulezitéjSich divergenénich udalosti v ramci rodu
Talpa vytvorena metodou BEAST, osa ukazuje casy v milionech let. Patrné je
rozdéleni krtku na linii asijskou a evropskou (pfed pfibliZné 12 miliony let) a
poté rozdéleni evropské linie na vychodni a zapadni pfed asi 6 miliony let.
Autor: Bannikova et al., 2015B

Predpoklada se, ze rod vznikl v Evropé a rozsiril se do Asie a
Severni Ameriky béhem nékolika disperzi (Loy et al., 2005). Molekularni
data poukazuji na asijsky puvod rodu Talpa, ackoli nejstarsi fosilni
nalez pochazi z Némecka a je stary pfriblizné 20-22 miliont let. Doba
vzniku Talpa se datuje do mladSiho miocénu. Z této doby pochazeji
fosilni nalezi vyhynulych druht Talpa (T. minuta, T. gilothi,
T. vallesensis) (Colangelo et al., 2010). Tfi ze ctyf bazalnich linii se
vyskytuji v Asii, coz podporuje predpoklad, ze v minulosti doSlo
k rekolonizaci Evropy druhy z Asie (Bannikova et al., 2015A).

Mladsi a stfedni miocén se vyznacoval vlhkym a teplym klimatem,
které mohlo napomoci prvnimu vétSimu rozsireni rodu Talpa a nasledné

diverzifikaci (Loy et al., 2005). Na konci miocénu se klima (prfed 14,8
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miliony let) zménilo, klesla primérna roc¢ni teplota a zvySila se aridita,
coz mélo za nasledek vymirani teplomilnych obratlovct v Evropé, véetné
krtkda. Prudce klesly pocty jedinca v populacich a diverzita Talpidae
v Evropé (Bannikova et al., 2015B).

Tato klimaticka zména také vytlacila vétSinu talpidt na vychod do
Asie, s vyjimkou vychucholt a krtkti rodu Talpa (Loy et al., 2005).
Horské oblasti Anatolie, Kavkazu a zapadniho Iranu jim poskytovaly
podminky vhodné pro preziti klimatickych zmén (pfedevsim dostatek
vlahy). Z téchto mist pochazeji linie ,caucasica” a ,davidiana”,
pravdépodobné izapadni linie a T. altaica (Bannikova et al, 2013B).
Nasledny nastup humidniho klimatu umoznilo dalsi diverzifikaci

v pliocénu a vznik dnesnich druht (Colangelo et al., 2010).

1.3.6.2Speciace rodu Talpa

Oddéleni rodu Talpa od asijské linie se datuje do raného az
stredniho miocénu pred 16-17 miliony let (viz obrazek ¢. 5)(Colangelo et
al., 2010).

Pomala evoluce morfologickych znakti ma za nasledek vysokou
miru kryptické diverzity u krtki (Bannikova et al., 2015B).

Druhy T. romana a T. stankovici se od sebe oddé¢lily v mladSim
pliocénu, nesdileji proto spolecnou evoluc¢ni historii (Colangelo et al.,
2010). Rozsifeni téchto dvou druhti napovida tomu, ze k jejich speciaci
doslo na zakladé izolace jejich refugii béhem nejchladnéjSiho obdobi na

Italském, Apeninském a Balkanském poloostrové (Loy et al., 2005).

20



4 | T. caucasica

| 1. altaica

— s

-— moles
5 P S = ~ @ w - o
= 5 = o = ~ e = = o
g 2 & 2 ] 8 8 =2 B
L R iMya
———— 1 T. tenuidentata
— 1 T. minuta
| I T. gitothi
— T. vallesensis

H——————] 7.minor
H——— T fossilis

Obrazek ¢. 5: Fylogeneticky strom rodu Talpa, patrné je zde oddéleni tohoto
rodu od asijskych krtku. Na vodorovné ose ¢as v milionech let (Mya - million
years ago). Hodnoty nad vétvemi odpovidaji jednotlivym posteriornim
pravdépodobnostem. Sedé pruhy vyjadfuji 95% HPD (Highest Posterior Density)
odhadovaného stafii nodu. Pod stromem je zobrazeno Sest fosilnich druhu a
rozpéti znamého vyskytu jejich fosilnich nalezu (bilé pruhy). Autor: Colangelo et
al., 2010

V pripadé T. caeca, malého druhu zijictho endemicky vV jizni
Evropé v malych fragmentovanych populacich, pfichazi v uvahu jiny
scénar. Tento druh je adaptovany na chladné podnebi a obyva nejvyssi
nadmorské vysky (az 2500 m. n.m.) zevropskych druht Talpa.
V oblasti Alp a Apenin nahrazuje T. europaea a T.romana. Ptavod
T. caeca je tedy zfejmé vazan na alpinské stepi, které se rozsitrily béhem
posledniho zalednéni v pleistocénu a predstavuje tak reliktni druh po
zalednéni. Geneticky je nejvice podobny hypotetickému predku skupiny
(Loy et al., 2005).

Kvuli geografickym bariéram tvofi T. caeca rozdilné fyloskupiny,
které jsou taxonomicky vedeny jako poddruhy, vzhledem k malému

mnozstvi vzorkll neni mozné potvrdit jejich status jako samostatnych
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druhti. T. c. caeca zije v Apeninach ve stfedni Italii, T. c. augustana ve
Svycarskych Alpach (Svycarsko, sever Italie), T. c. steini v Cerné hote a
T. c. hercegoviensis na Balkanu v Bosné a Hercegoviné. Podle analyz
mtDNA i jaderné DNA, tvoii jedinci z Apenin a Svycarskych Alp zapadni
linii a jedinci z Balkanu vychodni linii. Doba vzniku téchto linii se
datuje do raného pleistocénu (pred asi 1,1 milionem let) (Bannikova et
al., 2015B).

T. caucasica zahrnuje dva poddruhy T. c. caucasica a
T. c. orientalis, jez tvofi severni linii druhu Zijici na severnim Kavkazu.
Jizni linie se naopak velmi blizka T. ognevi. Doba rozdéleni T. caucasica
a T. ognevi se datuje do druhé poloviny pliocénu pred 2,5-3 miliony let
(Bannikova et al., 2015B).

Také T. levantis se pred vice nez dvéma miliony let rozdélil na dveé
linie. Vychodni linie je rozSifena na Kavkazu a na severovychodu
Turecka, zatimco zapadni linie obyva velkou c¢ast Turecka (pobrezi
Cerného mofe). Taxonomicky status téchto linii je stale nejasny
(Bannikova et al., 2015B).

T. stankovici vytvari podle mtDNA tfi fyloskupiny - Gravia,
Peloponés a S-SZ Recko. Je mozné, ze ve stfednim Recku se vyskytuje
na stejném uzemi vice skupin, pokud by se vSak arealy jednotlivych
skupin neprekryvaly, dalo by se prfedpokladat, ze skupiny vznikly na
zakladé vikariantni speciace. Bariéra rozdélujici populaci mohla
vzniknout béhem izolace poloostrova Peloponés béhem pliocénu pred 4-
3 miliony let. Peloponés byl béhem pleistocénu opakované odfiznut od
stfedniho Recka nasledkem fluktuace hladiny mofi béhem glacialt a
interglacialt (Tryfonopoulos et al., 2009).

Naposledy doSlo k propojeni pred 18 tisici lety pfi poslednim
zalednéni a poklesu mofské hladiny. AvSak kviili nedostatku fosilnich
naleztl z oblasti stfedniho Recka neni jasné, zda zil T. stankovici ve
stfednim a jiznim jiz Recku pfed izolaci Peloponésu, nebo se do této

oblasti rozsiril pozdéji béhem propojeni. (Tryfonopoulos et al., 2009).
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T. occidentalis na Iberském poloostroveé tvori geograficky vazané
mitochondrialni linie, zfejmé jsou dusledkem alopatrické diferenciace
béhem pleistocénu. Soucasny vyskyt linii napovida, ze béhem
posledniho glacialniho maxima byly pro T. occidentalis vhodné
podminky v Katalansku, Andalusii, Kantabrii a Portugalsku a tyto

lokality tak slouzily jako refugia (viz obrazek ¢. 6) (Nicolas et al., 2017).

T. europaea Spanish-French lineage T. occidentalis

Current

LGM-MIROC

LGM-CCSM

| -
0 0.5
Probability of presence

-

Obrazek ¢. 6: Distribuéni modely pro tfi linie Talpa europea pro soucasné
klimatické podminky (Current) a posledni glacialni maximum (LGM) za pomoci
paleoklimatickych modeld MIROC (Model for Interdisciplinary Research on
Climate) a CCSM (Community Climate System Model). Teplejsi barva znamena

vyssi pravdépodobnost vyskytu. Autor: Nicolas et al., 2017

1.3.6.3Vnitrodruhova diverzita druhu Talpa europaea

Na diverzitu T. europaea meély také vliv oscilace klimatu béhem
pliocénu a pleistocénu, kdy byly populace zatlaceny do refugii a poté se
opét rozsifily béhem interglaciald (Loy et al, 2005). Jizni Evropa
vykazuje vysSSi molekularni diverzitu, jelikoz tyto oblasti slouzily jako
utocisté pro zivociSné druhy v dobé posledniho glacialniho maxima, kdy

se vétSina Uzemi stala pro krtky neobyvatelnou kvili permafrostu a
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nedostatku potravnich zdroj. Jizni §itky byly nejrychleji kolonizované,
a proto je zde efekt hrdla lahve méné vyrazny (Feuda et al., 2015).

Nejnizsi genetickou diverzitu vykazuji populace ve stredni a
vychodni Evropé, coz je zfejmeé nasledek nedavné kolonizace malym
poctem jedincl, vyjimkou je populace z jihovychodu Ukrajiny, ktera
projevuje jistou miru odliSnosti. Tato populace prezila zalednéni
v oblastech kolem Cerného mofe. Naopak nejvyssi diverzita je na
Balkanském poloostrove, ktery byl jednim z refugii a odkud pochazeji
populace, které kolonizovaly Evropu béhem interglacialti (Feuda et al.,
2015).

Obrazek ¢.7 ukazuje model arealu rozsifeni krtka evropského
v Evropé v soucasnosti, béhem posledniho interglacialu a béhem LGM
(posledni glacialni maximum); zde jsou patrna jeho pravdépodobna

glacialni refugia.

Current

LGM-MIROC

LGM-CCSM

LIG

Obrazek ¢. 7: Distribuéni modely pro druh Talpa europaea pro soucasné
klimatické podminky (Current), posledni glacialni maximum (LGM) za pomoci

paleoklimatickych modelu MIROC (Model for Interdisciplinary Research on
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Climate) a CCSM (Community Climate System Model) a pro posledni interglacial

-~

(LIG). Teplejsi barva znamena vysSsSi pravdépodobnost vyskytu. Autor: Feuda et
al., 2015

Po ustupu ledovce v pozdnim pleistocénu doSlo k sekundarnimu
kontaktu prezivSich populaci ze zapadnich, jiznich a vychodnich refugii
a ke zpétnému kfizeni jedinct z téchto populaci (Loy et al., 2005). Druh
T. europaea zahrnuje v Evropé tfi hlavni linie: evropskou, italskou a

Spanélsko-francouzskou (viz obrazek ¢. 8) (Nicolas et al., 2017).

Obrazek c¢. 8: Mapa ukazujici zakladni fylogenetické linie Talpa europaea
v Evropé podle mtDNA: T. occidentalis (oranzZova); T. europaea (riZova: evropska
linie, fialova: italska linie, zelena: §panélsko-francouzska linie). Zkratky nazvu
zemi: BH: Bosna a Hercegovina, DE: Dansko, FR: Francie, GR: Recko, HU:
Mad'arsko, IT: Itilie, NE: Nizozemi, PO: Portugalsko, RU: Rusko, SI: Svycarsko,
SP: Spanélsko, SW: Svédsko, UK: Velka Britinie, UR: Ukrajina Sedou barvou je
vyznacen soucasny areal rozsifeni. Modfe je vyznacena feka Loira a Sedé pohofi
Pyreneje. Autor: Nicolas et al 2017

Evropska i italska linie je monofyleticka, obé tyto linie vznikly asi
pred 667 tisici lety. Od obou linii se mnohem dfive oddélila Spanélsko-
francouzska, priblizné pred 2,82 miliony let (Nicolas et al, 2017).
Spanélsko-francouzska linie je dle mitochondrialnich dat blize pfibuzna
druhu T. occidentalis nez T.europaea a tvoii s T. occidentalis

monofyletickou vétev (Feuda et al.,, 2015). Z tohoto duvodu se druh

T. europaea jevi jako parafyleticky (Nicolas et al., 2017).
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Pro vznik Spanélsko-francouzské linie jsou mozné dva scénare.
Prvnim je pfenos mtDNA mezi druhy pfi zpétném kfiZzeni populaci obou
druht, jako tomu bylo u zajici (Melo-Ferreira et al.,, 2005) ¢i rejsku
(Dubey et al, 2006). Druhou moznosti je existence neprozkoumané
taxonomické jednotky na severu Spanélska, coz je pravdépodobné;jsi nez
prvni moznost (Feuda et al, 2015). Jedinci nalezici k Spanélsko-
francouzskeé linii tak pravdépodobné nalezi spiSe k druhu T. occidentalis
nebo nejpravdépodobnéji k tiplné nové taxonomické jednotce. (Nicolas et
al., 2017).

Spanélsko-francouzska linie tvofi dalsi ¢tyfi sublinie, alespon tfi
z nich vznikly alopatrickou speciaci v riznych refugiich béhem
pleistocénu. Na hranicich Francie a Spanélska se vyskytuji hned tfi
mtDNA linie. Pyreneje zde tak mohly byt geografickou bariérou
rozdélujici populace ¢i slouzily jako refugia, v nichz se druhy mohly
vyvijet oddélené béhem glaciala (Nicolas et al., 2017). Od T. occidentalis
se Spanélsko-francouzska linie oddélila pfiblizné pred 2,47 miliony let
(Nicolas et al., 2017).

Mezi liniemi italskou a evropskou jsou pomérné velké genetické
rozdily napovidajici delSi izolaci obou linii. Vzhledem k odhadované
dobé rozdéleni linii (viz vySe), k tomuto rozdéleni doslo jesté pred
poslednim glacialnim maximem, pravdépodobné v obdobi stfedniho
pleistocénu. Po kolonizaci Apeninského poloostrova zlistala populace
T. europaea na tomto poloostroveé izolovana a vyvijela se odliSné ve
srovnani se zbytkem populace v Evropé (Feuda et al, 2015). Ke
kontaktu mezi populacemi a potencialnimu genetickému mohlo
dochazet béhem interglacialta (Nicolas et al., 2017).

Italska linie se rozpada na dalsi tfi sublinie, coz napovida tomu,
ze v oblasti severni Italie existovalo béhem viceCetnych zalednéni
v pleistocénu dlouhodobé refugium pro nékolik druhti. Oblast zdejSich
refugii nebyla z hlediska obyvatelnosti homogenni (napf. rizné mnozstvi
dostupné potravy), proto doslo k rozclenéni na subpopulace, jez se

vyvijely odliSné (Nicolas et al., 2017).
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2 Cile prace

Cilem reSerSe bylo popsat taxonomii, fylogenezi a fylogeografii
krtkti z Celedi Talpidae a jejich vnitrodruhovou diverzitu. Laboratorni
c¢ast zahrnovala zhodnoceni vnitrodruhové variability populace druhu
Talpa europaea (krtek evropsky) na tzemi stredni Evropy, populacni
genetické struktury Talpa europaea v ramci Ceské republiky a vyvoj

efektivni velikosti populace tohoto druhu v case.
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3 Material a metody

3.1 Sbér vzorku

Sbér vzorku tkani druhu Talpa europea probihal v letech 2007 az
2014 ve spolupraci s Prirodovédeckou fakultou Univerzity Karlovy
v Praze. Vzorky pochazeji z jedinci uhynulych pfi pohybu ¢i migraci
nad zemi. Jedna se predev§im o ¢asti koncetin, ocasu, ktze, pfipadné
celé jedince. Odebrané vzorky byly fixovany 96% ethanolem, v pfipadé
celych jedincu byli tito jedinci vysuS§eni a uchovani pfi teploté -20°C.

Timto zpusobem byly odebrany vzorky 45 jedinct, u kazdého
jedince bylo zaznamenano datum sbeéru, lokalita sbéru a pozdéji také
zemeépisné soufadnice (viz tabulka ¢. 1). Vzorkovani bylo zaméfeno na

Ceskou republiku a Slovensko, mapa vzorkovani je na obrazku ¢. 9.
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Obrazek ¢. 9: Mapa vzorkovani Talpa europea. Nazvy lokalit jsou uvedeny

v tabulce ¢. 1.
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Tabulka ¢&. 1:

Vzorky Talpa europaea pouzité ve studii.

oznaceni | lokalita zemépisné datum
souradnice sbéru
1 Podyji, Sobes N48,82 E15,98 |20.4.2014
2 Janov N50.86 E14.26 16.6.2014
3 Staré Hobzi N49,00 E15,45 18.6.2014
4 Janov, most N50,59 E13,56 18.6.2014
5 Janov, most N50,59 E13,56 19.6.2014
6 Janov N50,86 E14,26 19.6.2014
7 Janov, most N50,59 E13,56 20.6.2014
8 Janov N50,86 E14,26 |21.6.2014
9 Janov N50,86 E14,26 |21.6.2014
10 Slavonice N48,99 E15,35 22.6.2014
11 Béstvina N49,84 E15,59 3.7.2014
12 Béstvina N49,84 E15,59 3.7.2014
13 Horni Becva N49,43 E18,29 15.7.2014
14 Horni Becva N49,43 E18,29 16.7.2014
15 Rodna, RO N47,42 E24,81 2014
17 Kfemelna N49,16 E13,36 5.9.2014
18 Srni N49,08 E13,47 5.9.2014
20 Romina, RO N47,31 E21,99 2013
21 Combe Grede, CH N47,14 E7,02 21.9.2013
22 Janovice N49,20 E13,51 6.7.2013
23 Stoky N49,50 E15,58 6.7.2013
24 Lednice, park N48,81 E16,81 20.5.2012
25 Lednice, Mlynsky rybnik | N48,79 E16,81 18.5.2012
26 Hlohovec N48,77 E16,78 25.5.2011
27 Lednice, Apollo N48,79 E16,83 26.5.2011
28 Lednice, park N48,81 E16,81 22.5.2011
29 Slaska, SK N48,66 E18,83 27.5.2011
30 Zeleznice N50,47 E15,37 1.7.2010
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31 Zeleznice N50,47 E15,37 1.7.2010
32 OleSnice, Rovecné N49,56 E16,38 10.7.2010
33 Spacice, Doubrava N49,82 E15,59 29.6.2010
34 Radotin N49,99 E14.34 | 2010

35 Radotin N49,99 E14.34 | 2010

36 Lednice N48,81 E16,81 2010

37 Karlstejn N49,93 E14,18 28.6.2009
38 Nydek, Filipka N49,61 E18,79 6.5.2009
39 Skuher N49,90 E14,56 | 8.4.2013
40 Lanzhot N48,72 E16,97 |22.5.2011
41 Holubice N50,20 E14,29 26.2.2015
42 Libéchov, areal UZFG N50,41 E14,45 2007

43 BeneSov N49,78 E14,68 11.6.2013
44 Ruda N49,15 E14,69 21.4.2012
45 Praha N50,07 E14,43

46 Praha N50,07 E14,43

30



3.2 lzolace DNA

Genomicka DNA byla izolovana pomoci DNA Tissue Kit (GeneAid)
podle protokolu dodaného vyrobcem. V poslednim kroku byla DNA
promyta 100 pl pufru Elution predehfatého na 60°C. Kontrola
koncentrace a CcCistoty izolované DNA byla provedena pomoci
spektrofotometrické analyzy na prfistroji Nanodrop 2000 pfi A=240-
300 nm. Ziskana DNA byla uchovana pri teploté -20°C.

3.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Vzhledem ke geografickému a fylogenetickému zaméreni a
rozsahu studie byla jako marker zvolena c¢ast kontrolniho useku
mitochondrialni DNA s vysokou mutacni rychlosti.

K amplifikaci vybraného useku byla pouzita kombinace primeru
DtlpF (5'-CCA CCA CCA ACA CCC AAA GCT-3') a DtlpR (5'-GGT GGT
TAT CAA GAA ATA ACC C-3'). Slozeni reak¢ni smesi je uvedeno
v tabulce ¢. 2. Pro reakci byl pouzit predpfipraveny PCR Master Mix
»1.25 mL PCR Master Mix (2X)” (ThermoFisher Scientific). Samotna PCR
reakce probihala v termocyclerech BIO RAD T-100 Thermo Cycler,
protokol pro reakci s pouzitymi teplotami a casovanim je uveden
v tabulce ¢. 3. Efektivita PCR amplifikace byla ovéfovana pomoci gelové
elektroforézy na 1% ¢i 2% agarovém gelu v 10x naredéném TBE pufru.
Elektroforéza probihala na pfistroji BIO RAD PowerPac Basic pfti
120 V/400 mA po dobu 40 minut.

Tabulka ¢. 2: SloZzeni reakéni smési pro PCR

PCR Master Mix 12,5 pl
Nuclease Free H20 | 8,5 ul
Primer F 1 qpl
Primer R 1 qpl
DNA 2l
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Tabulka ¢. 3: Protokol pro termocycler pouzity pfi amplifikaci.

cyklus/opakovani | krok | teplota (°C) | ¢as (min)
1 (1x) 1 94 3
2 (30%) 1 94 1
2 56 1
3 72 1
3 (1x) 1 72 1
4 (1x%) 1 12 for ever

3.4 Purifikace amplifikovaného useku

Amplifikované tuseky mtDNA byly purifikovany pomoci kitu
QIAquick PCR Purification kit (Qiagen) podle protokolu od vyrobce.
V poslednim kroku byla DNA vymyta z membrany 30 pl pufru AE.
Koncentrace c¢ist¢ého PCR produktu byla zméfena spektrofotometrem
Nanodrop 2000. Purifikovany PCR produkt byl skladovan pfi teploté -
20°C.

3.5 Sekvenace amplifikovaného useku

Sekvenacni analyza byla provedena jednosmérné s primerem
DtlpF. Sekvenacni reakce probihala v laboratori sekvenace DNA na
Prirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy v Praze. SloZeni reakéni smeési

je uvedeno v tabulce ¢. 4.

Tabulka ¢. 4: SloZeni reakéni smési pro sekvenacni analyzu.

PCR produkt 2l

Primer 0,5 pl

Nuclease Free H>O | do objemu 8 pul
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3.6 Analyza dat

Celkem bylo ziskano 40 sekvenci. Osekvenované kontrolni useky
mtDNA byly editovany vV programu Geneious v10.2.2
(http:/ /www.geneious.com, Kearse et al, 2012), alignovany pomoci
ClustalW metody a zkraceny na stejnou délku - 274 bazi. Upravené a
alignované sekvence byly vyexportovany a podrobeny dalsi analyze.

Pro vypocet p-distanci byl pouzit program MEGA 7 (Kumar et al,
2016). V ramci analyzy byl porovnan kazdy jedinec s kazdym a vysledné
p-distance byly zaznamenany do tabulky.

Pro odhad vyvoje efektivni velikosti populace byla provedena
analyza mismatch distribution v programu DnaSp v6 (Rozas et al,
2017). Tato analyza porovnava pozorované frekvence parovych distanci
s frekvencemi ocekavanymi podle demografického modelu. Unimodalni
distribuce ukazuje na exponencialni rust populace, vicevrcholova
distribude naopak na blizici se rovnovahu mezi driftem a mutacemi.

Data byla otestovana pomoci programu Jmodeltest (Darriba et al.,
2012, Guindon et al, 2003). Na zakladé vysledku byl vybran jako
nejvhodnéj§i model HKY, pomoci néhoz byl vytvofen Bayesiansky
skyline plot pomoci programu BEAST v1.8.4 (Drummond et al., 2012),
vysledek byl sumarizovan v programu Tracer v1.6 (Drummond et al.,
20095). Skyline plot mapuje vyvoj velikosti populace v minulost, cas se
meéfi v tzv. mutacnich jednotkach.

Demografické procesy, které v populaci v minulosti probéhly byly
charakterizovany pomoci sumarnich statistik. V programu DnaSp v6
(Rozas et al., 2017) byly vypocteny tyto parametry: haplotypova diverzita
(Ha), pocet variabilnich mist (Np), nukleotidova diverzita () a ragedness
statistika (r). Parametr r pocita odchylky okolo kfivky mismatch
distribution a pokud je nesignifikantni, znac¢i to, ze v datech neni
podpora pro stabilni velikost populace.

Dale provedeny testy neutrality a zaznamenany hodnoty Tajimova

D, Fuova Fs, R2, opét pomoci DnaSp v6 (Rozas et al, 2017). Tyto
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parametry testuji demografickou expanzi v populaci; zaporné statisticky
signifikantni hodnoty znaci expanzi nebo purifikujici selekci, kladné
hodnoty naopak znadci stabilni populaci.

Pro vizualizaci vztahtl mezi haplotypy byla vytvofena v programu
Network 5.0.0.3 (fluxus-engineering.com, Bandelt et al, 1999)
haplotypova sit metodou Median-Joining. Jedinci ¢. 26, 27 a 46 byli
z této analyzy vyrazeni kvuli nekompletnim sekvencim, byl proto pouzito
pouze 37 sekvenci.

V programu Geneland v4.0.5 (Guillot et al., 2005), ktery pracuje
metodou tzv. landscape genetic, byla otestovana struktura populace na
realném geografickém pozadi, tzn., Zze se pfi analyze berou v tivahu
geograficka i geneticka data. Vysledky byly graficky znazornény v mapé.
Z této analyzy byli vyrazeni jedinci ¢. 26, 27 a 46 kvuli nekompletnim
sekvencim a jedinci ¢. 15, 20, 21 kvuli své geografické poloze, bylo

pouzito 34 sekvenci.
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4 Vysledky

Celkem bylo ziskano 40 sekvenci z casti kontrolniho useku
mtDNA druhu Talpa europea o délce 274 bazi. Vzdalenosti mezi jedinci
jsou ilustrovany pomoci p-distanci, jejichz hodnoty jsou zaznamenany

v tabulce ¢. 5.

35



i.

i p-distanc

fené pomoci p

-

d

2

inci vyja

d

Vzdalenosti mezi je

Tabulka ¢. 5
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0.015

0.015 0.022

0.000 0.015 0.015

0.018 0.026 0.026 0.018

0.011 0.018 0.018 0.011 0.022

0.004 0.011 0.011 0.004 0.015 0.007

0.011 0.018 0.018 0.011 0.015 0.015 0.007

0.007 0.015 0.015 0.007 0.018 0.011 0.004 0.011

0.007 0.015 0.015 0.007 0.011 0.011 0.004 0.011 0.007

0.007 0.015 0.015 0.007 0.018 0.011 0.004 0.011 0.000 0.007

0.007 0.015 0.015 0.007 0.011 0.011 0.004 0.011 0.007 0.000 0.007

0.007 0.015 0.015 0.007 0.018 0.011 0.004 0.011 0.000 0.007 0.000 0.007

0.007 0.015 0.015 0.007 0.018 0.011 0.004 0.011 0.000 0.007 0.000 0.007 0.000

0.007 0.015 0.015 0.007 0.018 0.011 0.004 0.011 0.000 0.007 0.000 0.007 0.000 0.000

0.007 0.015 0.015 0.007 0.011 0.011 0.004 0.011 0.007 0.000 0.007 0.000 0.007 0.007 0.007

0.011 0.018 0.018 0.011 0.022 0.015 0.007 0.015 0.011 0.007 0.011 0.007 0.011 0.011 0.011 0.007

0.015 0.000 0.022 0.015 0.026 0.018 0.011 0.018 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.018

0.011 0.018 0.018 0.011 0.015 0.015 0.007 0.015 0.011 0.004 0.011 0.004 0.011 0.011 0.011 0.004 0.015 0.018

0.007 0.015 0.015 0.007 0.011 0.011 0.004 0.004 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.011 0.015 0.011
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0.018 0.026 0.026 0.018 0.029 0.022 0.015 0.022 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.026 0.022 0.018 0.018

0.004 0.011 0.011 0.004 0.015 0.007 0.000 0.007 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.007 0.011 0.007 0.004 0.004 0.015

0.011 0.018 0.018 0.011 0.022 0.015 0.007 0.015 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.015 0.018 0.015 0.011 0.011 0.022 0.007

0.015 0.015 0.022 0.015 0.026 0.018 0.011 0.018 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.018 0.015 0.018 0.015 0.015 0.026 0.011 0.018

0.011 0.018 0.018 0.011 0.022 0.015 0.007 0.015 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.015 0.018 0.007 0.011 0.011 0.022 0.007 0.015 0.018

0.007 0.015 0.015 0.007 0.018 0.011 0.004 0.011 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.011 0.015 0.011 0.007 0.007 0.018 0.004 0.011 0.015 0.011

0.012 0.023 0.023 0.012 0.023 0.019 0.012 0.012 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.019 0.023 0.019 0.012 0.016 0.027 0.012 0.019 0.016 0.019 0.008

0.004 0.015 0.015 0.004 0.015 0.011 0.004 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.011 0.015 0.011 0.004 0.007 0.019 0.004 0.011 0.015 0.011 0.007 0.016

0.011 0.018 0.018 0.011 0.022 0.015 0.007 0.015 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.015 0.018 0.007 0.011 0.011 0.022 0.007 0.015 0.018 0.000 0.011 0.019 0.011

0.011 0.018 0.018 0.011 0.022 0.015 0.007 0.015 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.015 0.018 0.015 0.011 0.011 0.022 0.007 0.015 0.018 0.015 0.011 0.019 0.011 0.015

0.004 0.011 0.011 0.004 0.015 0.007 0.000 0.007 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.007 0.011 0.007 0.004 0.004 0.015 0.000 0.007 0.011 0.007 0.004 0.012 0.004 0.007 0.007

0.004 0.011 0.011 0.004 0.015 0.007 0.000 0.007 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.007 0.011 0.007 0.004 0.004 0.015 0.000 0.007 0.011 0.007 0.004 0.012 0.004 0.007 0.007 0.000

0.007 0.022 0.022 0.007 0.018 0.018 0.011 0.018 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.018 0.022 0.018 0.015 0.015 0.026 0.011 0.018 0.022 0.018 0.015 0.019 0.011 0.018 0.018 0.011 0.011

0.007 0.015 0.015 0.007 0.018 0.004 0.004 0.011 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.011 0.015 0.011 0.007 0.007 0.018 0.004 0.011 0.015 0.011 0.007 0.016 0.007 0.011 0.011 0.004 0.004 0.015

0.000 0.015 0.015 0.000 0.018 0.011 0.004 0.011 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.011 0.015 0.011 0.007 0.007 0.018 0.004 0.011 0.015 0.011 0.007 0.012 0.004 0.011 0.011 0.004 0.004 0.007 0.007

0.007 0.015 0.007 0.007 0.018 0.011 0.004 0.011 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.011 0.015 0.011 0.007 0.007 0.018 0.004 0.011 0.015 0.011 0.007 0.016 0.007 0.011 0.011 0.004 0.004 0.015 0.007 0.007
0.015 0.022 0.022 0.015 0.026 0.018 0.011 0.018 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.018 0.022 0.018 0.015 0.015 0.026 0.011 0.018 0.015 0.018 0.007 0.000 0.015 0.018 0.018 0.011 0.011 0.022 0.015 0.015 0.015
0.007 0.015 0.007 0.007 0.018 0.011 0.004 0.011 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.011 0.015 0.011 0.007 0.007 0.018 0.004 0.011 0.015 0.011 0.007 0.016 0.007 0.011 0.011 0.004 0.004 0.015 0.007 0.007 0.000 0.015
0.015 0.022 0.000 0.015 0.026 0.018 0.011 0.018 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.018 0.022 0.018 0.015 0.015 0.026 0.011 0.018 0.022 0.015 0.015 0.023 0.015 0.015 0.018 0.011 0.011 0.022 0.015 0.015 0.007 0.022 0.007

vysledné hodnoty statistickych

jsou zaznamenany

V tabulce ¢. 6

charakteristik (haplotypova diverzita (Haq), pocCet variabilnich mist (Np),
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nukleotidova diverzita (r1), ragedness statistika (r)) a testl neutrality
(Tajimovo D, Fuovo Fs, R2). Hodnoty Tajimova D, Fuova Fs a R2 byly
statisticky vyznamné. Pri této analyze bylo identifikovano 21 haplotypu.

Tabulka ¢. 6: Analyza vnitrodruhové genetické diverzity Talpa europaea.
Analyza zahrnovala v§ech 40 jedincu. n = poéet jedincu, N = pocet haplotypu, Ha
= haplotypova diverzita, N, = pocet variabilnich mist nt = nukleotidova diverzita,

D = Tajimovo D, F = Fuovo Fs, r = ragedness statistika.

n Nn Hq N, n D R2 Fs r

40 | 21 | 0,931 | 27 | 0,01011 | *-2,08153 | *0,0432 | *-15,625 | 0,040562

Analyza mismatch distribution (viz obrazek ¢.10) méla

jednovrcholovy (unimodalni) prabéh.
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Obrazek ¢. 10: Analyza mismatch distibution pro Talpa europea vytvofeny

v programu DnaSp6. Cervena linka znazornuje pozorované frekvence parovych

distanci a zelena linka ocekavané frekvence parovych distanci podle

demografického modelu.

Bayesiansky skyline plot (viz obrazek ¢. 11) zobrazuje vyvoj
velikosti efektivni populace (Ne).
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Obrazek ¢. 11: Bayesiansky skyline plot pro Talpa europea vytvofeny na zakladé
40 casteénych sekvenci kontrolni oblasti mtDNA. Osa x 2znazoriiuje cas
v mutaénich jednotkich a osa y korelit velikosti populace. Cerna linie
znazoriiuje median odhadované velikosti efektivni populace (N¢), fialové linky
ohranicuji 95% konfidencni interval.

V ramci jedinct zahrnutych v analyze (n=37) bylo identifikovano
23 haplotypti. Haplotypova sit zobrazujici vztahy mezi identifikovanymi
haplotypy je na obrazku ¢. 12. Barevné oznaceni jedincta v haplotypové
siti odpovida barevnhému znaceni populaci v mapé na obrazku ¢. 9.

Haplotypy se od sebe odliSovaly jednou az dvéma mutacemi.
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Obrazek ¢. 12: Haplotypova sit pro Talpa europaea vytvofena metodou Median-
Joining. Jednotlivé haplotypy jsou znazorény barevnymi kruhy, velikost kruhu
proporéné odpovida poctu jedincu s danym haplotypem. Barevné znaceni
koresponduje s oblastem vyskytu jedince (viz obr. &. 13). Cervené kruhy oznadcuji

hypotetické haplotypy. Na spojnicich jsou oznacena mista mutaci.

Na obrazku ¢. 13 je zobrazena mapa rozsifeni populaci, které byly
identifikovany na zakladé analyzy dat metodou landscape genetic
v programu Geneland. Data se rozdélila zapadovychodné na dvé

populace.
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Obrazek &.13: Mapa zobrazujici vyskyt populaci na tzemi Ceské republiky
vytvofeni v programu Geneland na zakladé kontrolniho dseku mtDNA. Cerné
tecky zobrazuji mista sbéru vzorku, barevny podklad oznacéuje jednotlivé

populace. Cisla na osach oznacuji geografické soufadnice tizemi.
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5 Diskuze

Pairwise distance se pohybovaly v rozmezi od O do 0,029. Takto
nizké hodnoty naznacuji, ze mezi jedinci existuji minimalni rozdily.
Z tohoto diivodu data neposkytla dostatecné silny signal a nebylo tak
mozné sestrojit fylogeneticky strom.

Haplotypova diverzita byla vysoka, hodnota ¢inila 0,931. Hodnota
nukleotidové diverzity byla velmi nizka (0,01011) kvali nizkym
hodnotam p-distanci, pocet variabilnich mist byl 27.

Statisticky signifikantni zaporné hodnoty Tajimova D a Fuova Fs a
statisticky signifikantni hodnota R? také geografickou ¢i demografickou
expanzi.

Analyza mismatch distribution meéla unimodalni prabéh, coz
taktéz nasvédcuje tomu, ze populace v minulosti proSla expanzi.
Statisticky nevyznamna hodnota ragedness statistiky nepodporuje
v datech existenci stabilni populace.

Protoze se Ceska republika nenachazi na okraji arealu krtka
evropského, pravdépodobné zde nedochazi k migraci a tudiz ani ke
geografické expanzi, ale spiSe ke geografické expanzi, tzn. zvySuje se
pocet jedinct v populaci. Ve zvétSovani velikosti populace by mohly hrat
roli mirnéjsi zimy, které poskytuji krtkim priznivé podminky po cely
rok, jelikoz ptida nepromrza.

Ackoli samice mivaji jeden vrh rocné o 5-7 mladatech, existuji
vSak i pripady, kdy meély samice dva vrhy (MacDonald, 2009). Prave
pozdéjsi nastup zimy by poskytoval podminky pro preziti obou vrhii. To
by mohlo zplsobovat rychlejsi rist populace. Populaci také jiz neni
ohrozovana odchytem jedinctl kvuli prodeji jejich kozeSiny, ktery byl
dfiv oblibeny nejen v Evropé (MacDonald, 2009).

Naopak podle Bayesianského skyline plotu je populace stabilni a
jeji efektivni velikost se vyrazné nemeéni. Stabilita by mohla byt
udrzovana redukci mladat, at uz dhynem, nebo emigraci z populace a

také faktem, Ze jsou krtci likvidovani jako sktidce.
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Vzhledem k vysledkim skyline plotu, ktery naznacuje stabilni
populaci, a vysledkim dalSich analyz (mismatch distribution, testy
neutrality, atd.), by se mohlo jednat spiSe o purifikujici selekci (tj.
vyskyt mutace v kodujici ¢asti mtDNA pobliz kontrolniho useku, ktera
jedince znevyhodnuje) v populaci, nez o demografickou expanzi. V tomto
pfipadé by byly signaly expanze pouze disledkem této selekce.

V sekvenacnich datech byly ladscape genetic metodou
identifikovany dvé populace Zijici na tizemi Ceské republiky - zapadni a
vychodni. Predél mezi populacemi se tahne skrz Ceskomoravskou
vrchovinu a vychodni ¢ast KrkonoS. Vzhledem k nedostatecnému poctu
vzorkll z oblasti Slezska a severni Moravy neni mozné s jistotou urcit,
zda jedinci Zijici v této oblasti skute¢né nalezi k vychodni populaci, nebo
ve skutecnosti k zapadni.

Na vychodni populaci zijici v oblasti tzv. Panonie by mohl mit vliv
zdejsi typ ekosystému a podnebi. Oblast Panonské niziny se vyznacuje
sussim klimatem, nejrozsifen€jSim ekosystémem je zde step. Vzhledem
k tomu, ze krtek evropsky nejcasté€ji vyhledava vlhkeé lesy a louky, krtci
Zijici v oblasti Panonské niziny a okoli mohou byt vice prizpusobeni
prostfedi stepi vyhledavat, coz by je odliSovalo i na urovni genetické
jako samostatnou populaci.

Signal pro tuto analyzu nebyl pfili§ silny. Vysledky mohla zkreslit
nejistota urceni souradnic jednotlivych vzorkl a maly pocet vzorku. Pro
dalsi analyzy je potfeba podrobnéjsi a presnéjsi sampling.

V datasetu bylo identifikovano 23 haplotypt, coz je pomérné
vysoké Cislo na pocet vzorku v datasetu (n=40). Haplotypy se odliSovaly
jednou az dvéma mutacemi. Nejpocetné&jsSim byl haplotyp 3, ktery sdilelo
5 jedincu pochazejicich ze dvou oblasti vzdalenych Cech. U vzorku €. 21
ze Svycarska byl identifikovan stejny haplotyp jako u dalSich tfi vzorka
z Ceské republiky, které pochazely z jizni Moravy severnich Cech.
Vzorek ¢. 15 z Rumunska meél haplotyp shodny se vzorkem z vychodni

Moravy.
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Haplotypova sit nebyla priliS rozliSena a neposkytla dalsi veétsi
signal, coz muze byt dano malym mnozstvim mutaci mezi jednotlivymi
haplotypy nebo nejistotou nékterych souradnic. Nebyly identifikovany
zadné  haploskupiny, struktura sit€é neodhalila  pritomnost
mitochondrialnich linii v populaci.

Celkove sit jevi hvézdicovitou strukturu (tzv. star-like phylogeny),
coz také ukazuje na geografickou populacni expanzi, pri které se béhem
migrace vytvareji z puvodni populace mensi izolované populace
s rozdilnymi haplotypy.

Vznik velkého mnozstvi haplotypli, jako v tomto pfipadé, mutize
byt dano omezenou migracni vzdalenosti krtka a omezenym genovym
tokem mezi populacemi. V méstskych zastavbach mohou migraci branit

umele vytvorené prekazky a jeSté vice omezit tok genu, nez v prirodé.
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6 Zaveéry

Nazor nejen na taxonomické zafazeni krtkli, ale ina skupinu
Insectivora se béhem poslednich let ménil. Podle nejnovéjsich studii je
fazen do fadu Eulipotyphla a ¢celedi Talpidae.

Nejstarsi fosilni nalezy jedinct patficich k Talpidae pochazeji
z pozdniho eocénu a oligocénu. Talpidae maji puvod ve Starém svéte,
osidlovani novych oblasti se druhy skupiny Talpidae dvakrat nezavisle
adaptovaly na zivot pod zemi, coz podporuje existence dvou linii krtkua -
asijské a evropské Pomala evoluce jejich morfologickych znakti ma za
nasledek vysokou miru kryptické diverzity u krtkt (Bannikova et al,
2015B).

Evropska linie zahrnuje také rod Talpa s deviti druhy Zijicimi
v Evropé a zapadni Asii (Bannikova et al., 2015B).

Na diverzitu T. europaea mély vliv oscilace klimatu béhem
pliocénu a pleistocénu, kdy byly populace zatlaceny do refugii a poté se
opét rozsifily béhem interglaciald (Loy et al, 2005). Jizni Evropa
vykazuje vySSi molekularni diverzitu, jelikoZz tyto oblasti slouzily jako
utocCiSté pro zivoc¢iSné druhy v dobé posledniho glacialniho maxima
(Feuda et al., 2015).

Ve stredoevropské populaci byla zjiSténa vysoka haplotypova
diverzita, ktera je z casti dana malou pohyblivosti krtkti a omezenym
genovym tokem mezi populacemi.

Podle vysledkti analyz populace prosla demografickou expanzi
nebo je pod vlivem purifikujici selekce.

V data byla zapadovychodné rozdélena na dvé populace. Kvuli
nedostatecnému mnozstvi vzorkll z nékterych oblasti neni mozné urcit,
do které populace jedinci z danych oblasti nalezi.

Pro dalSi analyzy a zavéry je potfeba podrobnéjsi vzorkovani a

presné€jsi urceni souradnic, pripadné dalSi mapovani vyskytu.
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