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Anotace

Genetic variability of three coprophagous beetlasconfined area of South Bohemia
was studied in this thesis. The main aim was teakwa population structure in beetles
Aphodius prodromus, Geotrupes spiniger and Geotrupes stercorarius by methods of
molecular biology. Two sequence markers were engalag this population genetic issue:
Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1) and mitoch@ahdrene Cytochrome oxidase | (COIl).
Several parameters of DNA sequence variability atakistical methods were used:
nucleotide diversity, genetic distances, Mantel;tbaplotype networks and phylograms
were constructed. None of the studied species g&tilsignificant population structure
dependent on geografical distance. However, iniegesesult is occurrence of highly
differentiated but sympatric subpopulationsfoprodromus.
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1. Uvod
1.1. Koprofagni brouci

1.1.1. Vymezeni pojmu a zakladni informace

Termin koprofagni brouci (dung beetles) aana zastupce polyfyletické,
nejednoznéné¢ definované skupiny, jejichz spdleym znakem je Zivotni cyklus spojeny
s vyuzitim exkremeiit savd, ptaki i plazi (Hanski a Cambefort 1991). Ob&cnznavané
celedi této skupiny jsou Scarabaeidae (héapak podeledi Scarabaeinae a Aphodiinae) a
Geotrupidaepatici do nadeledi Scarabaeoide@inn a Gittings 2003), avSak ekteré
literature (Gittings a Giller 1998, Holter et al. 1993) seminem koprofagni brouci ozhgi
také rody Sphaeridium a Cercyon,fjpeitdo nadeledi Hydrophiloidea.

Koprofagnich brouk fazenych do Scarabaeoidea bylo celkem popsano @8ididhi,
z¢ehoz zasadni druhovou diverzitu tvgodieled Scarabaeinae giplizné 5000 druhy
(Monaghan et al. 2007) vyskytujicimi se ptdimou v tropech. Tito ekosystémovyznamni
brouci obyvaji vSechny kontinenty kra@mAntarktidy. V severnim temperatu tvonej\wtsi
druhovou diverzitu koprofadgzastupci poteledi Aphodiinae a spolu se zastupci gaddi
Geotrupinagémei zcela nahrazuji jizfi se vyskytujici Scarabaeinéldanski 1986).

Fylogenetické vztahy koprofagnich brdulkuvnitt skupiny Scarabaeoideaejsou
ustalené. Smith (2006) zgukEZznych molekularnich dat (Obr. 1) zjistil, Ze Aphiode a
Scarabaeinae jsou sesterské monofyletické skupirdmci Scarabaeoidea odvoZgn nez
Geotrupinae. AvSak Grebennikov a Scholtz (2004) nefgii Scarabeidae podle
morfologickych charakteristik Zpochiybji.



Obr 1.: Fylogenetické

[+
g g g . .
2 T 8 8 2l o - = 4
Igi é § gé % g § % % % $ % g = % % % vztahy v ramci nateledi
Sl £ 2 E .§ 8 8| 5 % 2 L
|L;:, g 8 g g s g g 5 g 8 |3 8 E é § £ 3 Scarabaeioide&trom

n/ ‘ vytvoren parsimonialni
metodou na zéklad
predkEZnych molekularnich
dat (Smith 2006). PInogarou
jsou ohranieny koprofagni

taxony, geruSovanowarou je

ohrantenacast&ng

~ Scarabaeoldea koprofagni nateled
Hydrophiloidea

1.1.2. Ekologie

O nestaly a prostorévomezeny potravni zdroj koprofagnich braykrobiha neustala
vnitrokoprofagni kompetice (Hanski a Cambefort I9%tera vedla k vyvoji &kolika gild,
skupin, které se odliSuji apobem zpracovanim potravy a tedy také hnizdniegfiiatvalei
(,rollers*) oddli mensSicast trusu a ffemisti ji do ukité vzdalenosti od zdroje, pak svoji
kofist zahrabou a nakladou do ni wh@. Stola (,tunellers*) vyhrabou noru fmo pod
potravnim zdrojem, ve Stole vybuduji karky se zasobou trusu (nepropojenouigquinim
zdrojem), ve kterém se vyvijeji larvy. Obyva(,dwellers”) jsou ¥tSinou menSi brouci,
jejichz reprodukni cyklus probih&iimo ve vykalu nafvodnim mist ¢i v odsunuté satelitni
casti (rodAphodius), ktera je vSak stwodnim zdrojem propojena (Gittings a Giller 1997).
Posledni gildou jsou kleptoparazigicleptoparasites®), ki@ vyuzivaji potravni zdroj jiz
upraveny val& nebo Stola.

Potravu jsou koprofagni brouci schopni odhalit dikgtie vyvinutémucichu i na
velkou vzdalenost (Hanski a Cambefort 1991) i@klgnout tuto vzdalenost jim jako
letuschopnému hmyzu problém gkd Ustni Gstroji dosiict je speciald adaptované na
koprofagii, pomoci modifikované hortasti mandibuly filtruji z exkrementu drobné, née

hodnotné castice (Holter a Scholz 2007). U larev je vSak us@stroji kousaci.



1.1.3. Hospodé#sky a dalSi vyznam

Koprofagni brouci vyznamnpozitivré ovliviuji kolobeh Zivin. K okamzitému vyuZziti
napr. poskytuji rostlinam dusik, ktery by bez jejichsahu vyprchal do atmosféry (Hanski a
Cambefort 1991). Po celém &¥ napomahaji rozkladu étsiny vykali a zvlas pro
zenedélstvi je rozklad exkremefit hromadicich se na pastvinach Zivotmlilezity.
Dekompozice vykalu je brouky ovli¥na jak primarg, kdy (hlavré larvy) hmotu ve velkém
konzumuji, tak sekundatn kdy trus uzfisobuji (provrtdvanim a ipmig’ovanim) pro
kolonizaci dalSich dekompozitor nagiklad krouzkové, bakterii a hub (Holter 1979).
Rychly rozklad trusu pak zvysSuje efektivitu pastvelikoZ mista pokryta exkrementy nejsou
spasana (Hanski a Cambefort 1991). Koprofagni diréaké utitou merou redukuji
pocetnost parazit dobytka (Bergstrom et al. 1976) a v tropech sdlppda disperzi semen
rostlin proSlych travicim traktem savce, tudiz seifivné podileji na obno¥ deStného lesa
(Aresen a Levey 2004).

Po zn&ném sniZzeni ptu pastvin a intenzifikaci zefdélstvi v praibéhu minulého
stoleti doslo WCeské republice ke snizeni diverzity koprafagvsak za poslednich dvacet let
se pa@et pastvin navysil a dikyaznym finartnim podporam se rozvijeji i extenzévpasené
lokality zvla3e v horskych oblastech (Slachta et al. 2009). Satimgndem ndista i diverzita
a paetnost koprofagnich brotk a proto je prav nyni velmi potebné porozust jejich
popul&ni ekologii. Podrobné rozkidvani populani ekologie je v nygSich dobach velice
dolie proveditelné pomoci molekularnich metod, ktertéte bakal&ské praci pspgji
k porozungni ekologie koprofagnich brotikryskytujicich se v ramci jizniofiech.

1.2. Aphodius prodromus (Brahm, 1790) — hnojnik jarni

Tento brouk gasté&n¢ holoarktickym roz&enim je jednim z nejhofii se vyskytujicim
koprofagnim druhem ¢eské Republice (Zuber 2011). Dékporouci dofistaji velikosti 4-7
mm a jsou roz#éni plosk po celéCR krome hieberii hor (Tes& 1957). Biologie tohoto
druhu se zna¢ liSi od ostatnich koprofagnich braukAckoliv je A. prodromus zaazen do
ekologické skupiny ,dung dwellers“, neklade ¢&g do vykalu, ale do zemv blizkosti
tlejiciho materialu, ve kterém se poté vyvijejaiMy (Gittings a Giller 1997). Dleipdchozi
citované prace se daodpi objevuji na pastvinach ve dvou hlavnich vin&cto na jée a na
podzim. A. prodromus je velice letuschopny a obsazovani novych nik,iklgoch obnovou
pastvin, by mu nettto délat potiZe (Slachta, osobni&eni, 2012).

Doposud byly u tohoto druhu zkoumany pouze obeknéogické zavislosti (Bertone et

al. 2005). A. prodromus byl také v praci Huttona a Gillera (2003) vyuZzitkga jeden
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z modelovych drut pro zjiS€ni vlivu zengdélstvi na spoléenstvi koprofagnich brotdk Na
arovni DNA vSak tento druh nebyl doposud zkoumda, popul&né geneticka studie byla
provedena na ifbuzném druhuAphodius fossor, kde odhalila minimalni vnitrodruhovou

variabilitu pomoci markeru COI a alozym ramci celého Finska (Roslin 2001).

1.3. Geotrupes spiniger (Marsham, 1802)

Tento druh byl pvodns v Ceské Republice vzacny (Téskd57), avdak v poslednich 20
letech jeho peetnost i roz&eni vzihsta (Zaber 2011). Centrem vyskytu je jizni Evropi,
druh je roz&en kront severnich oblasti v ramci celého evropského kentina Malé Asie
(Martin Piera 2000). 'R se vyskytuje hlavh v nizinnych oblastech (Zaber 2011).
Z ekologicky funkniho hlediska je tento broukizaen do skupiny tuneia

Doposud byla u toho druhu studovana produkci zvuKarev (Palestrini 1990). DalSi
tii ¢lanky publikované Klempererem (1978a), 1979b), £9BO6dhaluji a objasyji a) detailni
vlastnosti chovani larev v hnizdnich kianikéch, zvlast opravu vlastnich kofrek larvou, b)
detailni chovani samek i tvorbé hnizd, c) kleptoparasitické chovaAphodia rufies ve
hnizdechG. spiniger. A Rahiminejad et al. (2011) ve své praci popisayvy druh roztde
rodu Spatulaphorus parazitujici na broucict®. spiniger. Na urovni DNA vSak Zadné studie
neexistuji, ani vramci celého rodGeotrupes nebyla populéni struktura studovana.
Publikovany vSak byly dv popula&né genetické prace ifbuznych rod Phelotrupes a
Trypocopris (Akamine et al. 2011, Carisio et al. 2004)

1.4. Geotrupes stercorarius (Linné, 1758) — chrobak velky

Vyvoj pocetnosti tohoto druhu ma témopany trend jako uG. spiniger. Tesd (1957)
uvadi, Ze je vSude hojny, ale v gaané dob (Juena et al. 2008, Zaber 2011) se uvadi jako
palearkticky se severni hranici na 68° 50" sT&s#& 1957).

Doposud bylo u tohoto druhu odbérstudovano téma vlivu stla na pohybovy
cirkadianni rytmus (Buisson et al. 1985) a rtedi ve Svédsku (Vaisanen a Rassi 1990). Na
arovni DNA se Frydrychova a Marec (2002) zabyvatitb druhem ve studii zaffené na
hlubsi fylogenetickou otazku ztraty telomerickéetiqge ,TTAGG" u fiznych evolgnich linii
fadu brouk (Coleoptera).



1.5. Populani struktura

Zakladni vlastnosti idedlni populace podle Hardgh@weinberga je nahodné&ikeni
mezi vSemi jedinci. Tyto panmiktické populasasu stricto se vSak v redlném & témsf
nevyskytuji, jelikoZz vybr partnera jecasto zavisly natznych faktorech. Hlavnim, ale ne
jedinym faktorem, je fyzicka (geograficka) vzdalehgedindé. Tento fenomén je nazyvan
terminem isolation by distance” (IBD) a znamen@, grostouci geografickou vzdalenosti
pravdpodobnost sg@ni dvou witych jedindi klesa (Wright 1943). Nenahodnézeni pak
piispivA k nendhodnému rozntist alelovych frekvenci v populaci a vede k vy
popul&ni struktury. Ve velké populaci tak vznikaji meyednotky — subpopulace (= demy).
Mezi tmito jednotkami dochazi k menSimu genovému toku mezi jednotlivci uvnit
subpopulace a uviiitkazdé subpopulace probiha nadhodny geneticky diiry posunuje
frekvence alel v kazdém demu jinym &em. Témito zpisoby je populéni struktura tvéena

a udrzovana. Migraci mezi jednotkami je zase sna@azav

1.6. Molekularni markery

Molekula DNA s sebou nese historii veSkereho zivo&avného i vzdaleného. Pomoci
molekularnich markérse tuto historii snazime odhalit. Zasadni je volbadného markeru,
ktery nam poskytne dostatek kvalitnich informadkydnimz budeme schopni zamitnatit
potvrdit naSe hypotézy. V ramci genomu vSech odgainise vyskytuji konzervované oblasti,
ve kterych je mutni rychlost mala. Tedy za del&sovy Usek je niZsi prasodobnost, Ze
se budou mutacetrgkryvat a zkreslovat informaci v této oblasti olesedu. Proto marker
umisgny zde, je vhodny pro odhalovani hlubSich fylogmkegth vztalii. Na op&né stras je
popula&ni genetika, ktera pro odhaleni nedavné histovilastnosti populaci vyZzaduje pouziti
hypervariabilnich markér s rychlou evoluci. Idealni molekularni marker byl royt tedy
vysoce polymorfni, levny, laboratarmalo pracny a neutralni (bez vlivu selekce).

Idedlni marker vSak neexistuje, a proto j@edité vybrat z jejich velké Skaly ten
nejvhodijSi pro danou otazku a taxon. V nasledujicich aadgth shrnuji Gsgnost
jednotlivych molekularnich markérpii odhalovani popukai struktury viadu Coleoptera
s dirazem na natbled’ Scarabaeoidea.

1.6.2. Mitochondrialni DNA (mtDNA) markery

Tyto markery lezici na bakteriim blizkém genomuiredpvajici se pouze po misieé
linii, se zdaji byt v popukamich analyzach velice uplatniteln&kaliv reprezentuji jen jeden

molekularni thel pohledu. Jejich mémarychlost je diky oxidativnimu stresu a biégmnosti



nukleohistonového komplexu vysSi nez u markaderného genomu (Avise 2009). MnoZstvi
mitochondrialnich uniformnich gendmv ramci jedné eukaryotni bky je zn&né, ale

v prabéhu burg¢ného cyklu velmi kolisa. Jedna se o haploidni, kerdinujici marker, u
ktereho neni zapisbi odliSovat gametickou fazi, jako je tontielta u diploidni jaderné DNA.
VSechny vySe zmimé pozitiva maji vSak své vyjimky, kterych posledidbou gibyva
(White et al. 2009). Znamé jsoufipady mitochondrialni rekombinace a heteroplasmie
(neuniformita mtDNA v ramci organismu). Zvgy problém mohou figedstavovat i jaderné
pseudogeny NUMT (Gaziev a Shaikhaev 2010), coz jsoefunkni sekvence
mitochondrialnich geln které se nap nehomologni rekombinaci dostaly do jaderného
genomu, a zitvodu nepitomnosti selekce na futikost se v nich rychle hromadi mutace.
Vybrany primer pak rize misto pozadovaného mitochondrialniho genu aikqlift i
paralogni NUMT jehoz mutai rychlost je odliSna od mtDNA. Zasadni vlastngsti vliv
piredavani mitochondrii po maské linii, mitochondrialni markery tedy odrazeji
demografické jevy pouze sathicasti populace. iesto se tyto markery staly jefini
praci zakladatele fylogeografie prof. J. C. Avi$8g7).

Prvni prace odhalujici popdlai strukturu wadu Coleoptera na zaklad
mitochondrialnich markér publikoval Vogler (1993a, 1993b) a z dalSich pegnd
genetickych praci (Tab. 1) je evidentni, Zecasgji pouzivanym lokusem v ramci mtDNA je
oblast genu pro cytochrom oxidazu | (COI), coz poiyi i Caterino et al. (2000) analyzou
sekvenci v databazi GenBank. Maximalni geneticldlenost se wthto pracich pohybuje
od 0,016 do 0,055 a haplotypova diverzita (h) daBQjo 0,98. Porovnavani mezintito
hodnotami je vSakko interpretovatelné zigtodu rozdilnosti mezi jednotlivymi studiemi.

Akamine et al. (2011) odliSili pomoci markeru CQlbroukaPhelotrupes auratus
(Geotrupidae) d¥ zretelre odliSené linie (poddruhy) v rdmci celého japonsk&buostrovi,
mezi nimiz byla geneticka vzdalenost 0,03. Podobysedky publikovali i Carisio et al.
(2004), ktei odlisili nekolik linii uvnité tfi koprofagnich brouk rodu Trypocopris
(Geotrupidae) na uzemi jizni Evropy.Ale k épamu zavru, tedy extrémni homogeait
populaciAphodia fossor (Aphodidae) v ramci celého Finska, doSel Rosl®0@ na zaklagl

jak sekvenci COI tak alozymovych marker



Tab. I: Seznam popula¢ genetickych praci v raméadu Coleoptera, ve kterych byl pouzit
mitochondrialni marker. Pro kazdou studii jsou wmd zékladni vlastnosti analyzované
matice (délka alignmentu, lokus, g sekvenci) a identifikatory variability (divergen

sekvenci a nukleotidova diverzita). Zkratky COllaotnauji gen pro cytochrom oxidazu,

CytB je oznaeni pro gen cytochrom B a ND1 oznge gen pro NADH dehydrogenazu.

Maximalni distance
] Patet Lokus Nukleotidova | sekvenci Délka
Prace Druh i ) . ] )
sekvenci | (gen) diverzita () (haplotypova alignmentu
diversita (h))
(Vogler al . 3 rizné
Cicindela .
Desalle ) 46 vramci | n/c 0,047 656
dorsalis
1993a) mt
(Cognato et
I ps confusus 95 COl 0,011 0,016 (h =0,58) n/c
al. 2003)
(Lee et al )
Pyrocoeliarufa | 107 COl 0,055 n/c
2003)
_ ) Caill,
(Kajtoch  et| Centricnemus
65 CytB, a| 0,564 n/c (h=0,981) 1629
al. 2009) leucogrammus
ND1
_ Caill,
(Kajtoch  et| Polydrusus
. 92 CytB, a| 0,071 n/c (h = 0,795) 1643
al. 2009 inustus
ND1
(Akamine et| Phelotrupes
57 Col n/c 0,046 745
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1.6.3. Jaderny DNA marker ITS 1

Nejcastji vyuzivany sekvetni jaderny marker pouzivany pro studium popnoia
genetiky u brouk je ITS 1 (internal transcribed spacer 1). Je tatgin nekodujici avSak
transkribovana oblast lezici mezié&dva konzervovanymgéstmi (18S a 5.8S) genu pro
ribozomalni RNA. Tento gen se v jaderném genomkytyge ve stovkach kopii, cozipasi
problém vnitrogenomového polymorfismu.¢ioliv zde pisobi mechanismus ,concerted
evolution®, ktery v ramci uitého genomu homogenizuje cely gen pro rRNA, jsoanzy
piipady vysoké intragenomické variability (Harris ea@dall 2000, Vogler a Desalle 1994).
Tato mize gFesahovat i variabilitu mezi jedinci a tim znemog jakoukoliv populéni
analyzu. Vyskytuji se vsak itipady, kdy marker ITS1 poskytne u brdujese lepsi signal
nez COI (Laffin 2005) a problém vnitrogenomové ahility neni gitomen. Tyto dva
markery se v poputaich studiich hmyzu pouzivajasto spolen¢ (Laffin 2005, Liu et al.
2006, Mander et al. 2003, Roehrdanz et al. 2008),jgich informativnost se ffpad od
piipadu liSi. Na rozdil od COI se v oblasti ITS1 wiski také inzetni a deléni mutace

(indel), které seiie ,alignuji“ a interpretuji.

1.6.4. EPIC (Exon Primed Intron Crossing)

Jde o typ jaderného sekweitho markeru, jehoz primery lezi v méwariabilni oblasti
funkéniho genu a amplifikovana je variahijgi oblast introf, kterou neovliviuji selekni
tlaky zachovavajici funinostéi strukturu sekvence DNA jako templatu pro proteimutace
se zde tedy objevufastji nez ve ¥tSine funkénich geri. Mutadni rychlost je vSaktvrtinova
pii porovnani s mutai rychlosti mtDNA (Creer et al. 2003). Problémeithto markei je
nutnost odliSeni alel u diploidnich organismyvarovani se amplifikace paralognich lokuas
rekombinace. Ucelenyighled o problémech a pozitivech pouzivani inirermolekularni
fylogenetice podava Creer (2007) a stejny autoedCet al. 2005) popisuje Wibvhodnych
intrond a pro nemodelové organizmy.

V rdmci brouki nebyl tento marker zatim pouZit pro studium vrtudové variability,
a ani v ramci celého hmyzu (Insecta) neni pouditoto markerwasté. EPIC primery navrhl
a ozkousSel na blanskilém hmyzu Lohse et al. (2011), ale existuji manzalni EPIC primery
(Hillis et al. 1996).

1.6.5. Alozymy

Markery, které poprvé odhalili popuiai vlastnosti je&t pired vynalezenim PCR, jsou

zaloZzeny na detekci polymorfismu protiin rdmci populaci (Lewontin a Hubby 1966).



Frekvence jednotlivych alel jsou zj@gvany elektroforetickou separaci a naslednou vizaeil
pomoci specifického substratového barveni. Odhgjcuzivani se posledni dobou ustupuje
z divodu nizSi informativnosti na rozdil od sekgefth markel, jejichz pouZziti je
s postupem doby stéle leysi a efektividjSi.

V ramci populéni genetiky broui byly alozymy velmi uzivanou metododasto
kombinovanou préavse sekvetnimi markery (Laffin et al. 2004, Roslin 2001, Veglet al.
1993). V tchto studiich alozymy vykazuji mensSi variabilitizmaitochondrialni markery, coz
ale ot neni pravidlem, opgmé uspéadani variabilit bylo najklad zjiS€no u lykozZrouta
smrkoveho Ips typhographus) (Stauffer et al. 1999). Hlavnimi klady alozymovyatarkef
jsou: finaréni nenéronost, schopnost odliSit heterozygoty a mozZnosttefiek zanalyzovat
vice lokus.

1.6.6. Mikrosatelity (SSRs)

Mikrosatelity jsou povaZzovany za jedny z nejvariajsich nesekvamich markel
odhalujici vlastnosti na populai Urovni. Jedna se o repetice sekvenci dviiu,af Sesti
nukleotidi, jejichz informativnost spdva v pa@tu opakovanidchto repetic. V eukaryotickém
genomu se vyskytuji az tisice mikrosatelitovychulgik z nichZz je v populaich studiich
pouzivana pblizn¢ desitka. Mikrosatelity se amplifikuji pomoci primelezicich v mé#
variabilni oblasti, kterA mikrosatelitovy lokus ahiuje. Zn&nym problémem je izolace
mikrosatelitovych mist u nemodelovych organisnpelikoZz ohrantujici oblasti (flanking
region), ve kterych je navrhnut specificky primsecasto lisi i u pibuznych drufi. DalSimi
komplikacemi SSR markerje pritomnost nulovych alel, tedy nenaamplifikovanéitého
lokusu mikrosatelitu (Beebee a Rowe 2008) a nestejut&ni rychlost mezi lokusy i v rdmci
nich (Brito a Edwards 2009).

V tadu brouk existuje cca 100lanka zabyvajicich se izolaci a vyuzitim mikrosatelit
pii popula&ni analyze (databaze Web of Science, 5. 4. 20X23jma z nich se v3ak tyka
raznych Skdce plodin Zeledi Chrysomelidae, Curculionidé@huyvetter et al. 2002, Choi et
al. 2011, Kim a Sappington 2005, Li et al. 2008)rauki z ¢eledi Carabida¢Brouat et al.
2002, Dhuyvetter a Desender 2003). V ragededi Scarabeidae doposud nebyly u Zadného
druhu izolovany primery pro amplifikaci mikrosatéli Existuje pouze jedina prace odhalujici
popul&ni strukturu eledi Scarabaeidae u nosorozikaryctes rhinoceros) na zaklad
mikrosatelitovych lokus (Manjeri et al. 2011), jedna se vSak o zcela jwaziti

mikrosatelitovych sekvenci, jako mist na ktera dasprimer a amplifikuje oblasti mezi



mikrosatelity (Random amplified microsatellite — R8) (Hantula et al. 1996).

1.6.7. Single nucleotide polymorphism (SNP)

Tento typ markeru bere v potaz variabilitu vzniklmdovymi mutacemi v ramci mnoha
lokusi nagi¢ celym genomem. Metoda se vyvinula hlawiky presrgjSim a efektivigjSim
typim sekvenovani a s tim korelovanym exponencialnistem pdtu sekvenci v databazi
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). SNRaji relativié pomalou muténi
rychlost, ktera zakiwje nizkou miru homoplazii. Nevyhodou je nutnosalgzy velkého
mnozstvi SNP lokus coZ je provaého skenovanim sekvenci produkovanyeéhsto
sekvenatory nové generace (Garvin et al. 2010).lddge pehled o pouZziti SNP na
nemodelovych organismech podavaji Helyar et al.0112 a Brumfield et al. (2003),
technickou stranku aplikace SNP shr@arvin et al. (2010) .

Vramci broukh bylo SNP pouZito u druhuDiabrotica virgifera virgifera
(Chrisomelidae) (Coates et al. 2009) kde bylo prokazano, ze mmarl@&NP maji ¢tSi
informativni hodnotu nez mikrosatelity, coz byl winnohych skupin jev pozorovany (Lao et
al. 2006).

1.6.8. Amplified fragment lenght polymorphism (AFLP)

Jedna se o multilokusovy anonymni typ markeru, ykteychazi z metod RAPD
(Random amplification of polymorphic DNA) a RFLP dg®&riction fragment length
polymorphism) které jsou dnes povaZzovany tekpnané. Metoda AFLP je zaloZzena na
ndhodném rozghani DNA, nasledném navazéani glenvytvorenych sekvenci (linké), na
které @i dalSim kroku, PCR, nasedaji specifické primeanglifikuji raizn¢ dlouhé sekvence
mezi misty rozsthnuti. Délkova variabilita é&chto sekvenci se pak vizualizuje
elektroforetickou metodou (Beebee a Rowe 2008).tdr@ostup se da aplikovat nazné
druhy, aniz by bylofeba navrhovat specifické primery a sekvenovat. &dlg} jsou navic
mezidruho¥ porovnatelné. Zasadnim pozitivem je pak &pstvariability v ramci celého
genomu, naopak informiai hodnotu dosti sniZzuje dominance tohoto markeru.

U brouki z nadeledi Scarabaeoidea se AFLP pouzfaéto spolu s COI pro odliSeni
blizce gibuznych kryptickych druln(Carisio et al. 2004, Pizzo et al. 2006), ve stQdirisia
et al. AFLP odhaluje vnitrodruhovou variabilitu whki rodu Trypocopris, kdezZto ve studii
Pizza et al. je vnitrodruhova variabilita brdgukodu Onthophagus minimalni. Mende et al.

(2010) zjistil pomoci AFLP zrimou strukturovanost populaiacroplea mutica (Coleoptera:
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Chrysomelidae) v ramci Evropy a dal&ilkad vyuziti AFLP markeru ifp studiu populani
struktury publikuje Kazachkova et al. (2008).

1.6.9. Zavwér a volba markeru

Nejcastji pouzivanym agentem odhalujicim vnitrodruhovouiadailitu v rdmci brouk
je sekverini mitochondrialni marker amplifikujici oblast ge@®I. V posledni dobje vSak
tento marker postugn prekonavan multilokusovymi jadernymi markery (SNP,RSp
Informace ze sekvenci COIl vSa&sto velice doie dophuji jaderné markery a takto, z vice
molekularnich Gkl pohledu, se vysledky stavaji robug&imi. Bohuzel SNP nebo SSRs jsou
bud’ laboratord, nebo finatné nara&né metody pro mnou studované nemodelové druhy.
Proto jsem ke skriningu populaci koprofagnich bfoydouzil dva sekvemi markery,
oswdéenou mitochondrialni oblast COIl a variabilni jadernoblast ITS1, kter4 byla se
sttidavymi Usgchy pouzita u mnoha populaich studii brouk. Spolu s&mito oswdéenymi
informainimi agenty jsem vyzkouSel amplifikovat i, v rammiouki, nekonverni EPIC

markery.
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2. Cile prace
2.1.Analyzovat uspsSnost fiznych molekularnich markerpti odhalovani populani

struktury (koprofagnich) brouk

2.2. Experimentala oweéfit funkénost vybranych molekularnich markerna tech druzich

koprofagnich brouk A. prodromus, G. spiniger aG. stercorarius.

2.3.Pomoci vybranych molekularnich markerzhodnotit populéni strukturu A.
prodromus na geografické 3kéale jiznickCech. Porovnat vnitrodruhovou a

mezidruhovou variabilitu u G spiniger a G stercorarius.
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3. Material a Metody

3.1.Sbér vzorka

Skér a determinace brouk (A. prodromus, G. spiniger a G. stercorarius) byla
provadna Martinem Slachtou v roce 2010 metodou padacéshi gObr. 2). Na rozdil od
n&rtu nebylo pouzito konzer¢ai médium 10% formalin zidodu moZné degradace
nasledg studovanych proteina DNA, takZe nadobangtala prazdndAphodius prodromus
byl nasbiran v jarnim obdobi (22. - 23. 4. 20105mi lokalit v oblasti jiznictCech (Riloha
1) a na sedmi identickych lokalitach a jedné naalit¢ (Chvalkov) byly v jarnim a letnim
obdobi sebrany brouci rodbeotrupes (Obr. 3). Brouci byli naslednuskladrni v mrazicim
boxu o teplot -80°C bez aplikace jakychkoliv konzervant

Obr. 2: N&rtek padaci pasti dle
Slachty et al. (2008a): 1-koprofagni
brouk, 3-plastova nadoba aipnéru
20cm, 6-dré&tné pletivo s 30mm
oky, 7-kravsky exkrement jako

navnada 9-0,5| 10%formalinu.
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3.2.Extrakce a stanoveni kvality DNA

Pro extrakci DNA ZA. prodromus byla pouzita hlava a hlavohtyu zadéek byl vyuzit
pro alozymovou studii. Zidvodu mozné kontaminace PCR inhibitoryénich barviv byla u
pozckjSich extrakci separovana hlava a pouzita pouzaehtad’. U brouki rodu Geotrupes,
ktefi byli zachovani v kompletnim stavu, byla extralgevadna z jedné fedni kortetiny.
Kdyz byly na pedni koretiné pritomni parazititi roztati, byla pouzita kodetina zadni.
S brouky bylo manipulovano pomoci sterilnich enttogwkych pinzet.

Samotna extrakce kompletni DNA ze vSech bfoddyla provedena pomoci kitu
DNeasy tissue (QIAGEN) podle navodu vyrobce
(http://www.qgiagen.com/literature/render.aspx?idE38 Testovana byla i  fenol-
chloroformova extrakcetppouZiti protokolu dle Ausubela (1992).

Koncentrace &istota extrahované DNA byla stanovena spektrofotani®u metodou

pomoci pistroje NanoDrop™ 2000 a zpracovana v programufighg.
3.3. Amplifikace DNA

3.3.1. Primery

Cast mitochondrialniho genu COI byla u obou dvouukéoamplifikovanéa metodou
PCR za pouziti primeru pro DNA barcoding (Tab..Il1)

Netranskribovana oblast jaderného genu pro ribokum@NA ITS1 byla nejédve
s obtizemi amplifikovana pomoci univerzalnich hrokizprimeti dle Ji et al. (2003) leZicich
v konzervovagyjSi oblasti pepisovanych gan18S a 5.8S (Obr. 4). Nasladhyly z ntkolika
takto ziskanych sekvenci navrhnuty 4 pary spegitibk primefi, z nichz pouze jeden
(ITS2F/R) byl ideald optimalizovan a fungovalipPCR reakci u obou druHbrouk.

Byly vyzkouSeny i vybrané univerzalni EPIC markéafgvre dle Lohse et al. ( 2011) a
Hillise et al. (1996), ale i fes velkou snahu optimalizovat reakci, nebyly fragiye

amplifikovany.
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3.3.2. PCR

Zakladni reakni snes obsahovala vzdy: 7,25 ul dgbt 1,25 pl 10x Ex Taq pufr
(TaKaRa); 1 ul dNTP (2,5mM, TaKaRa);0,75 ul ford/aevers primeru (5 uM); 0,01 ul Taq
polymerazy (Top-bio). Pro optimalizaci reakce bygyzkouSeno pdani BSA 0,5ul
(20mg/ml) (Fermentas), jehoz pouziti vSak gkenémet Zadny vliv na usggnost PCR. 0,5 ul
5x Optizymu enhanceru (Invitek), &o na UspSnost PCRna rozdil od BSAvliv velmi
pozitivni. MnoZstvi pidané templatové DNA se pohybovalo od 0,5 — 2,% pavislosti na
jeji koncentraci. ¥tSina templatové DNA byla zipodni koncentrace pmérné 60 — 120
ng/ml rozeddna na koncentraci 5 — 20 ng/ml @vddu sniZzeni obsahu moZnych PCR
inhibitord. VSechny PCR reakce byly prowény na termocyklerech zuley Bioer na
modelech TC-XP a GenePro. Pro kazdy primer byltow@®o minimald 4 — 6 fiznych
teplotnich profili PCR, optimalizované profily pro ITS1 a COI jsoiab. II.

Tab. II: Profily optimalizovanych PCR pro primenfCD/HCO markeru COIl a ITS2F/R
markeru ITS1.

COl ITS1

Teplota (°C) Doba (min:s) Teplota (°C) Doba (min:s
Predenaturace | 94 1:00 94 1:30
Denaturace cyc|.94 0:30 94 0:30
Annealing cycl. | 51 0:30 63 0:45
Elongace cycl. | 70 1:00 72 1:30
Postelongace 72 1:30 72 2:30
Uchovéni 4 -i-- 4
Paet cykii 35 35
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Tab. lII:

Prehled testovanych primerjejich sekvence a zdroj.

) Forward /
Lokus Nazev Sekvence primery-53' Autor
Revers
LC0O1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG F
COl (Folmer et al. 1994)
HCO2198 | TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA | R
CollITS3F GGGAAGATGACCAAACTTG F
ColITS3R | TTCATCGACCCACGAGCCAA R
CollITS2F CGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACC | F Vicek (vytvaeny pro
CollITS4R | ATTAGCTGCGTTCTTCATCG R tuto studii)
CollITS4F | AACTTGATCATTTAGAGGAAGT F
CollITS2R | ACGAGCCAAGTGATCCACCGTTCAG R
ITS1bCol-R| CAGGCCGACCCGTCCGAAAAC R ]
ITS1 (Laffin 2005)
ITS1bCol-F | TCCGTAGGTGAACCTGCGG F
ITSr2 ATGTGCGTTCRAAATGTCGATGTTC R
ITSf1 TACACACCGCCCGTCGCTACTA F )
(Ji et al. 2003)
ITS5f GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG F
ITS4r TCCTCCGCTTATTGATATGC R
Zurovcova et al
alTSr3 TCGTATAACCTGCGGATTAC R o
(nepublikovano)
insCytC-5" | CGCTGCGCCCAGTGCCACAC F .
(Hillis et al. 1996)
InsCytC-3" | CATCTTGGTGCCGGGGATGTATTTCTT| R
EPIC, RpL15 F GGGTGCNACTTAYGGHAARC F
razné RpL15 R GCGMAGYTCACGRTGYTTDTG R
lokusy |RpL27 F CAAYTTYGACAARTACCATCCWG F
(Lohse et al. 2011)
RpL27R CCYTTKCCYARRAGTTTGTA R
RpL37 F GAARGGTACNTCVAGYTTTGG F
RpL37R GACCRGTDCCRGTRGTCTTCCT R

3.3.3. Separace DNA

Pro kontrolu usggnosti PCR reakce a zjisi koncentrace DNA v PCR produktu byla
pouzita metoda separace pomoci gelové elektrofod@syagardzovy gel bylipravovan z 2
g agarozy (SeaKem LE Agarose) rozgangth ve 200ml 1% pufru TAE. Zasobni roztok 50%
pufru TAE byl gipravovan rozpughim 242g TRIS ve, 51 ml kyseliny octoveé, 100 mINd,5
EDTA, dolito destilovanou vodou do objemu 1000mb Pzpu&ni roztoku 1%TAE a

agarézy v mikrovinné trowba ochlazeni na 50-60°C bylaigano 8ul Ethidia bromidu
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0,5ug/ul Nasledn byl roztok nalit do formy silebinky a nechan zatuhnoutlgizné 40-60
min.

Po vloZeni gelu do elektroforetické veéky naplrené 1% TAE bylo do jamek naneseny
2-4 pul DNA smichané s 2,5ul roztoku bromfenolovedin(/00ul HO, 300 ul glycerolu a 25
mg bromfenolové madv prasku). Elektroforézachiela i napiti 120V po dobu cca 30min.
Poté byl gel vyfocen pod UV lampou (UVP Transluntdmp Jako velikostni markery byly
pouzivany: Lambda DNA/EcoRI + Hind IIl (Fermentagbo Mass rulét' Low range DNA

ladder ready — to — use (Fermentas).

3.3.4. Cisténi a sekvenace DNA

Pred sekvenovanim i klonovanim byly PCR produkigti$teny metodou ExoSap-IT ®
(Dugan et al. 2002). Ke kazdému PCR produktu byoledu gidano 0,5ul HO; 0,5 pl
Exonuclesy | (20U/ul, Fermentas) a 1 ul Shrimp A& Phosphatase (1U/ul, Fermentas).
Inkubace probihala v cyklérdigeplo& 37°C po dobu 30 min a inaktivace enzypki 87°C
po 15 min.

Sekvenace byla provéua Laboratéi genomiky Ustavu molekularni biologie rostlin na
pristroji ABlI PRISM 3130xI (Applied Biosystems). Dels/eng&ni reakce bylo napipetovano
0,2-3,5 pl pecisténé DNA, objem DNA pdebny pro sekvenaci byl korelovan s koncentraci
DNA v PCR produktu. Tato koncentrace byla &tfna pomoci velikostnich markefMass
ruler™ nebo Lambda). Déale bylofigano 0,5ul primeru (5 uM) a vodou byl objem
sekvenani reakce dopkn na 7,5ul. Pro sekvenaci byktsinou pouzit jen forwardovy
primer, pouze v iipact, Ze takto ziskand sekvence obsahovala nejasnéepdmil nasledh

pro sekvenaci pouzit i primer reverzni & @ekvence byly srovnany a upraveny.

3.3.5. Klonovani

U brouka Geotrupes spiniger bylo nutné zaklonovani fragmentu COI @ddu
amplifikace jaderného pseudogenu, kteryasgboval nejasné heterozygotni pozice v
chromatogramu primarni sekvence. Pseudogen (NUMTnésled® odliSen od fun&niho
genu gitomnosti velkého mnozstvi stop koddiBensasson et al. 2001).

1-4 pl gecisttného (ExoSap) PCR produktu amplifikovaného prime@O/HCO bylo
piidano do ligani snesi — 1ul pDrive cloning vector (50ng/ul, QIAGEN)ub5Ligation
Master Mix a 0-3ul ddbD (doplréni reakce na 10ul). MnoZstvi PCR produktu bylo
negativi¢ korelované s jeho rostouci koncentraci. Takigpravena ligani snts byla

inkubovana po dobu 2-5hodin za teploty 4-10°C.
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Transformace byla provedena dol100ul kompetentnéttiebi Escherichia coli kmene
DH5a piidanim 5 pl ligéni smési. Tato snis byla jem# promichana, odlozena 15 minut na
ledu a poté byl proveden teplotni Sok expozici &dk#i2°C po dobu 45s. Naslethylo pro
lepSi zotaveni bakteriifjgano 0,5ml tekutého SOB media (5g tryptonu, 1,R@gsnEného
extraktu, 0,125g chloridu sodného, 2,5ml 250mM gdlodraselného, 0,05 ml 5M hydroxidu
sodného a 250ml ddB) a tato transfornéai sn€s byla inkubovana vedpacim inkubatoru
za teploty 37°C po dobuiplizné 50 minut.

Tuhé hstové LB médium v Petriho miskach byléigraveno rozpughim 10g tryptonu,
5g kvasniného extraktu, 10g chloridu sodného a 15g agarlitulddH,O. Po vyklavovani
(45minut/125°C) a ochlazeni na cca 55°C bilan 1 ml roztoku antibiotika ampicilinu
(100mg/ml,Sigma) a médium bylo rozlito do Petriho misek, &tbyly nasled& uchovavany
v lednice ve 4°C.

Jest pred vysevem byl naustové médium inokutmi hokejkou nanesen roztok
umoAiujici modro-bilou selekci - 50 pl Xgalu (20mg 5-twe-4-chloro-indolylp-D-
galactopyranosidu /1ml dimethyl sulfoxidu) a 10 [HTG (0,1M isopropyB-D-thio-
galactosid). Na taktorpravené médium bylo vyseto 200 pl&ntransformovanych bakterii
a nasledna inkubacegiB7°C probihala po dobu 15 — 20 hoditi¢pmz Petriho misky byly
oto¢eny dnem vzhru. Po této dobbylo na nové médiumipatkovano 5 — 8 bile zbarvenych
kolonii. Inokulani klicka byla soubZzn¢ omyta v 200 pl ddkO a tento roztok byl nasledn
pouzit jako templatova DNA pro PCR (primery LCO/HLCO

3.4. Analyza sekvenci (software)

Sekvence ITS 1 byly alignovany v programu MAFFT ttaet al. 2009) strategii L-INS-i
z divodu lepSiho zohleani castych indel tohoto markeru. Alignment COI sekvenci byl
proveden v programu MEGA 5 (Tamura et al. 2011) @oinalgoritmu Clustal W. V tomto
programu byly spétany i zakladni statistiky matic obou dvou matkesbsah jednotlivych
nukleotidi, patet variabilnich a parsimoniaininformativnich mist, grmeérna divergence
vSech sekvenci, divergence sekvenci vramci lokalinezi lokalitami. Pro zji8hi miry
odliSeni mezi haplotypovymi skupinami byla vypena upravena geneticka vzdalenogat $d
dxy-[(dx+dy)/2], dxy je divergence mezi skupinami x a y (v méifppc A a B), dc a d, jsou
praimérné divergence uvriitskupin (Nei a Kumar 2000). Z této upravené diveoge byl
vypccitancas divergence pomoci rovnide= da/2\ (Nei 1987) kde koeficiert byla mut&ni
rychlost 1,2% (za milion let), coz je standartndhota pro mtDNAClenovai podle Browera

(1994).Dale byly spéteny statistiky nukleotidové diverzity: celkova theditidova diverzita
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(m7), pramérna nukleotidova diverzita uviipopulaci fs), pamérna nukleotidova diverzita
mezi populacemidst = nr-ns) a koeficient nukleotidové diferenciaced 6s1/ nt) (Nei a
Kumar 2000) odpovidajici statisticespro sekvedni haploidni data.

V programu MEGA 5 byly také testovany modely gitbse nukleotid (Tamura
1992) a vytveeny fylogramy distagni metodou ,,minimum evolution* (Rzhetsky a Nei 1992
a metodou ,maximum likelihood“ za pouziti algoritm@lose-Neighbor-Interchange. U
kodujicich sekvenci COI sgimnalyzach v programu MEGAS mezery wdwaly (complete
deletion), kdeZto u sekvenci ITS1 byly mezery dalyy zahrnuty jako informativni pozice
(pairwise deletion).

Haplotypova diverzitah) byla sp@itdna v programu DNAsp (Librado a Rozas 2009).
Haplotypova gi byla vytvaena programem Network 4.6 pomoci algoritmu ,medgidamng"
(Bandelt et al. 1995) a matice pro tuto analyzwabsitvarena programem DNAsp. U broiuk
rodu Geotrupes bylo v programu PAUP 4.0 (Swofford 2003) testov@omoci ILD testu zda
oba markery (ITS1 a COI) podavaji stejny fylogetiatisignal.

Manteliv test byl spoitdn pomoci programu Genalex (Peakall a Smousé)20&le
byla provedena Bayesianska analyza v programu Me8¢g82.1 (Ronquist a Huelsenbeck
2003), jejiz jednotlivé vilastnosti (pet generaci, gt samplovanych generaci a burnin) se u
kazdé analyzy liSily a proto jsou uvedenginpo u nasled& vyprodukovanych fylograin
Informace o dostat@ém prosamplovani metodou Bayes, bylytgig&ny v online programu
AWTY (Nylander et al. 2008), vysledky tohoto progma slouzily také ke stanoveni o

béhi, které se do analyzy stroctke nebraly Vv potaz (Burnin).
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4. Vysledky

4.1. Aphodius prodromus

4.1.1. COI

Uspesne byly ziskany sekvence v ramci genu COI u 96 jeidipeimérng 12 jedindé na
lokalitu. Délka alignmentu je 634 bazi a obsah glivych nukleotidi je: T= 35,5 %; C=17,5
%; A= 30,4 %; G= 16,6%. V souboru je 37 variabilmicz toho 35 parsimoniain
informativnich mist. 18 haplotypvykazuje haplotypovou diverzitu (h) 0,790 a cel&kov
nukleotidova diverzita je 0,0211 (Tab. V). DivergenvSech sekvenci je 2,1 %.uRgrna
genetickd vzdalenost (distance) sekvenci v ramialito (Tab. 1V) je 0,0165 a gmérna
geneticka vzdalenost sekvenci mezi lokalitantil@Ra. 2) je 0,0209.

Tab. IV: Paet sekvenci a genetické vzdalenosti (GDa) dvjetinotlivych populaci

broukaA. prodromus na zaklad u marketi ITS1 a COI. (xGDa zn&i pramérnou genetickou

vzdalenost).

Lokalita <ol TSt

Patet sekvenciGDa | P@et sekvencjGDa

Ceské Budjovice 13 0,02047 0,0302
Dolejsi TeSov 9 0,01831 n/c
Hotejsi TeSov 12 0,01951 n/c
Rychnov nad MalSiitbitov | 11 0,0239 2 0,0043
Rychnov nad MalSi-jamy | 16 0,022 2 0
Svébohy 15 0,02419 0,0207
VIEi Jamy 14 0,00185 0,0096
Ticha 5 0,00254 0,0053
> sekvenci X Gda 95 0,016531 0,0117

Tab. V: Statistiky nukleotidové diverzity markeruOC u A. prodromus. celkova
nukleotidova diverzitanfy), pramérna nukleotidova diverzita uviipopulaci fs), pramérna
nukleotidova diverzita mezi populacendisf) a koeficient nukleotidové diferenciace N
Hodnoty S.E. ($edni chyba pméru) byly vypaiteny na zaklagl 1000 bootstrapovych

opakovani.
Hodnota statistiky | S.E.
T 0,0220 0,004
Ts 0,0174 0,0031
Sst 0,0047 0,0009
Nsr 0,2122 0,0101
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Jako nejvhod§Si model substituci nukleotidpro vypd@et stroni byl stanoven model
Tamura 3-parametrovy s distribuci gamma. Fylogratypoctené Bayesianskou interferenci
(Obr. 6) a maximum likelihoodem (Obr. 7) se liSungeni gibuznosti haplotypu C ke
zbyvajicim jasa odliSenym skupinam A, B. | haplotypov&’ sikazuje d¢ vétSi odlisné
rodiny haplotyf (A a B) (Obr. 5), ale sekvence z jednotlivych liikaetvoii ve fylogramu
ani haplotypové sitiietelné skupiny, nenifgima téngi Zadné popukai struktura zavisla na
geografické vzdalenosti. Tento vysledek potvrzujslantefiv test, ktery pikaznou korelaci
mezi geografickou a genetickou vzdalenosti popula@uka A. prodromus neodhalil
(R2=0,0018;p=0,12). Pouze haplotypyih Jam a Tiché jsou typické pro skupinu A. Také
byl nalezen privatni haplotyp (C) vyskytujici seupe u jedind z HaejSiho a DolejSiho
TéSova, ale mezi brouky z$ovi byly nalezeny i haplotypy ze skupin A a B. Gendlic
vzdalenost mezi skupinami A, B a C je 0,0341 (Obrabptimérna vzdalenost uvriittéchto
skupin je 0,0017. Upravena geneticka divergence skempinami A a B, ktera bere v potaz i
vnitropopul&ni variabilitu (Nei a Kumar 2000) je 0,0418fi Bouziti této hodnoty a za
piedpokladu standartni muta rychlosti pro mtDNA ¢lenoval (Brower 1994) jecas
divergence linii A, B 1,752 My (S.E. = 0,008).

21



0,036+ 0,078

0,022 + 0,006

0,044 £ 0,009

AN

Obr. 5.: St haplotygi COI hnojnika jarniho pdtana v programu Network 4.6. Drobgigla
na spojnicich haplotyppredstavuji bodové mutace mezi nimi. Pismena A, B a Ciafrté
odliSné rodiny haplotylp Barevné vyseky kotdveho grafu znamenaji progoi zastoupeni
jedinax jednotlivych lokalit v ramci haplotypujsla na oblych spojnicich mezi haplotypy ocana
genetickou vzdalenost (GDa) + S.Eiésini chyba gméru). VIETi Jamy — Zlutd; Svébohy —
cervenaCeské Budjovice — zelend; Hi@jsi TéSov — modra; Dolejsi &ov —¢ernd; Ticha —

hnédd; Rychnov Jamy — Sedéa; Rychnatbitbv — izova.

22



Fivehahy
Sivebohy

ity

Tivebaly

1Ceske ]glulejonce 100

15%5?}151?%5—1 "
4Vle1 Jamy_"T00 ™

1Vley Jamy 100

Vs, .Tam o0 T

T%Thﬁl gov__998_

Eyclney JamyE
71 Dokt Tesovd
HDIEJ]I Tesovls

\'E Ofny

S\‘ehoh 18

Vel
Hf{pfe_] a11111‘:2 sov_L00_

Al
é%pim“ fer—im.

R 1\110\ Hibitov5
ﬁ Jamy20
u]ln\ Hibitove

TLchCe.]e Budejovice
Fyelmov_Jamy]
Fehnov_Jamy,
movJam
{ﬁl\m\ _Jamﬁl oo
Fyelwov_HibitovL
Fyclnov_Hibitovhl
_DIDIeJ.J,_ £,
Rychng,_Jamys
;?:(tﬂluw\ —Hl‘Ji{D\ 1
01E;

: an)I(e sovl 8
Vley

1 Jamyl Ta
Cesle_Budejovice3
Ces le 3\1(1&]0\1/:&4
adejovizel 6
'{;t mo\_am
FyelwovJamy?
Fyelmev_Jayl0
{;thm\ “ibitor]0
reh
1 am;l]_“_
v‘1c1 _Jamnyl4
Vley Tamyl]
Yl Tan g{l .
eke_Budejovice
Ce: ke 3\Ld.e_]ome
Ceske Budejovice

1
i
14Ce ke Bl once

lL £s0v.

TE)51 e 0\
Tnov, Hﬂ.uto\d
Eyclmov Hibtov3

ﬁ}uw\—{'f&li{g\ll

Sreboly
1 avebolyl@
Ryclmor H1b1}0\30
E’“}Eﬂ:ﬁlﬁhgi
Rmvfj 1 T'eI ovl]
S
Cofe-Rukoree)
Ceshe_Bud 0 Tees

Ces e_ﬂ\me%\'tu:e_%
iy A
0,99 = 15Ceske_Budsjorice
va:luw\ Jam_iB
m\f“ %'1101;110\1'
S

R.;tlulo\ Hibitor]2

1 G
. 1 10Doleys Tesor 979
Dolegat”’ TE;o»33
T

Aphodm.. “fossor
Geotmpes spmuger

04

Obr. 6:Fylogram jedinc Aphodius prodromus vypocteny programem MrBayes 3.1 na zakdad
markeru COIl. Analyza #ha 4000000 generaci, vzorkovani probihalo kazdou 200 generaci a
burnin byl nastaven na 3000. Pro wyebbyl pouzit model Tamura 3- parameter s Gamma
distribuci pravépodobnosti z#n jednotlivych nukleotid. Frekvence zgn byla pro kazdou
pozici kodonu pditana zvlas. U uzli, kde bootstrapova podporéepahuje 0,5 je tato hodnota
uvedena. Jako outgroup byly pouzity sekvence COI dyimugnych brouk roduAphodius a
brouk Geotrupes spiniger. Zelenou barvou ozgan klastr Agervenou klastr B a modrou klastr

privatniho haplotypu Horniho a Dolnih@Sova (C).
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"] Geotrupes spiniger
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Obr. 7: Linearizovany fylogram populaci broughodius prodromus s osou kalibrovanych
molekularnich hodin vytu@n na zéklagilmarkeru COI, metodou maximum likelihood (Close-Neighbor-
Interchange), fd pouZiti modelu Tamura 3-parametr a rozloZzeni gamma. Wjsl uvedeny hodnoty
bootstrapovych (peet replikaci-1000) prawghodobnosti a interval odhadované&asu divergence
(2xS.E.) Pro kalibraci byla pouZzita standardni rwitaychlost pro mtDNASlenoval, 1,2% mutaci za
milion let (Brower 199))

41.2.1TS 1

Kvili znatnym problénim s optimalizaci PCR reakce a sekvenovanim tohatdxenu
bylo ziskano jen 30 pouzitelnych sekvenciiznych jediné, akoliv izolované templatové
DNA bylo ze 137 jedint. Konena alignovana matice je 1246 bazi dlouha, ale délky
jednotlivych sekvenci se z&v& liSi, nejkratSi s 695 a nejdelsi s 1241 bazeminPmé
nukleotidové slozeni je T = 16,8%; C = 31,3%; A $,5P6; G = 32,4%. V matici je 137
variabilnich a 58 parsimona@ninformativnich pozic. JelikoZz alignment obsahujelke
mnoZstvi mezer (gaps) vzniklych prapodobre inzekni nebo deléni zménou (indel) a
piitomny jsou i bodové mutaceieme odliSit dva druhy haplotipTéch, které se liSi pouze
ve zneénach nukleotid (indel zngény se nezapiitavaji) je 11 s haplotypovou diverzitou
0,789. Bch, které se lisi indel z&¢nou (bodové mutace nejsou brany v potaz) je 2jichje

haplotypova diverzita je 0,966. #nérna divergence vSech sekvenci je 1,9%.
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4.2.Geotrupes spiniger a G. stercorarius

4.2.1. COI

U G. spiniger bylo zaklonovano 25 sekvenci, alista mitochondrialni sekvence byla
ziskdna pouze u 22 jedincU G. stercorarius bylo ziskano 28 sekvenci (Tab. VI).
Alignovana matice se sekvencemi obou droehdélce 629 b, obsahuje 72 variabilnich a 51
parsimonialg informativnich pozic. Nukleotidové slozeni je T38,3%; C = 16,2%; A =
27,7%; G = 17,8%. 10 haplotiypu G. stercorarius vykazuje zna&n¢ vysokou haplotypovou
diverzitu (h) 0,841 a G. spiniger je tato hodnota s 23 haplotypy jesttsi (h=0,972).
Nukleotidové diverzita Us. spiniger je 0,0060 a uG. stercorarius je 0,0068 (Tab. VII).
Geneticka vzdalenost uvhitliruhu G. spiniger je 0,006 a uvnitG. stercorarius je 0,007;
vzdalenost mezi aima druhy je 0,074.

Jako nejvhod§Si model substituci nukleotidpro vypdet stronii byl stanoven model
Tamura 3-parametrovy s distribuci gamma. Fylograypoctené Bayesidnskou interferenci
(Obr. 8), Maximum likelihoodem a metodou Minimalodwtion jsou velmi kongruentni a
zietelrg odliSuji zkoumané druhy. Podobnou informaci davhaplotypova si (Obr. 9).

V ramci obou druf jsou populace na fylogramutipmny ve vice Kklastrech, tedy o
strukturovanosti se ned#ils uvazovat. Mantél test neodhaluje pkaznou korelaci mezi
geografickou a genetickou vzdalenosti populaci nuobhrobdll (RZ%sercorarius = 0,0042/
p=0,13; R&piniger = 0,0046/p=0,37).
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Tab. VI: P@et sekvenci a genetické vzdalenosB.istercorarius aG. spiniger.

Druh | Lokalita <ol TSt
N sekvenc| GDa | N sekvenciGDa
Dolejsi TeSov (Dolni) 2 0,00161 n/c
HotejSi TeSov (Horni) 4 0,01042 0,0617
% Rychnov nad MalSiitbitov 5 0,0075 4 0,0005
§ VI¢i Jamy 11 0,004{9 0,0137
‘?s Ticha 1 n/c 1 n/c
% Rychnov nad Malsi-jamy 5 0,0072 0,0161
E > sekvenci/>GDa @tercorarius) | 28 0,007 | 19 0,036
Rychnov 7 0,004Y5 0,0009
Svébohy 9 0,005p10 0,0017
%g Chvalkov 11 0,00687 0,0003
g I% s sekvenci/>3GDa Gpiniger) | 27 0,006 | 22 0,002
> sekvenci X GDa 55 0,074| 41 0,047

Tab.VII Statistiky nukleotidové diverzity markertOCu G. stercorarius a G. spiniger:
celkova nukleotidova diverzitarf), primérna nukleotidova diverzita uviifpopulaci fs),
pramérna nukleotidova diverzita mezi populacembsy a koeficient nukleotidove
diferenciace (Ny). Hodnoty S.E. ($€dni chyba piméru) byly vypaiteny na zaklagl 1000
bootstrapovych opakovani.
nr SE. |ms SE |8 SE | Ny S.E

G. stercorarius | 0,0063| 0,0015| 0,0065| 0,0015| -0,0002| 0,0003| -0,0374| 0,0003
G. spiniger 0,0061| 0,0013| 0,0059 0,0013 0,0002 | 0,00020,0270 | 0,030%
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GD1 Dolni Tésov
GD2 Dolni Téfov
55 GH3 Horni Tésov
GRS Rychnov Hibitov
4 GR6 Rychnov Hibitov
GH4 Horni Tésov
GJ2 Rychnov Jamy
GVB Vi Jimy
GV? Vi Jimy
GJ3 Rychnov Jimy
GR3 Rychnov Hibitov
GV4 Vi Jimy
GH2 Horni Tésov
GV7 VIii Jimy
GJ1 Rychnov Jimy
GJ4 Rychnov Jimy
GR4 Rychnov Hibitov
GV1 VIéi Jamy
GVID VIi Jamy
GV2 VIii Jimy
GV3 VIii Jimy
GV6 VIii Jamy
VI VIi Jimy
— GHI Horni Tésov
GJ5 Rychnov Jamy
GVS Vi Jimy
GR1 Rychnov Hibitov
GT Ticha
- GLI Clvalkov
— GLILJIR Clvalkov
GLIZ.1 Clvalkov

llllll:,llll
B
13

01

GLI2JR Chvalkov
- GL2 Clvalkov
- GL3 Clwvalkov
GL5.3 Clwalkov

GLT.ZR Chvalkov
G5 5.3 Svébohy
GLI.2R Clwalkev

Gryll.1 Rychnov

Gryd.1 Rychnov
Gry9.2 Rychnov
GS11.1 Svébohy
G5 13.2 Svébohy
GS 14.2R Svébohy
GS2.3 Svébohy
G5 Svébohy
GS8.2 Svébohy
GLA Clwalkow

GL3.2R Chvalkev
Gryl.s
Gry5.2

chnov

=
— % GRy? Rychnov
GRy6.1 Rychnov
—| i

AT Aphodius Prodremus
Onthophagus_granulatus_COT

0z

Obr. 8: FylogranG. stercorarius (modra) &G. spiniger (zelena) vypéteny programem
MrBayes 3.1 na zaklgdnarkeru COIl. Modrou barvou ozfemy vzorky sbhirané v jarnim
obdobi, zeletivzorky z |éta &erny outgroup. Analyza &a 2000000 generaci, vzorkovani
probihalo kaZzdou 200 generaci a burnin byl nastaven na 2000. Prevfybpouzit model
Tamura 3- parameter s Gamma distribuci pfpedobnosti zrm jednotlivych nukleotid.
Frekvence zrn byla pro kazdou pozici kodonu@tana zvlas U uzli, kde bootstrapova
podpora pesahovala 0,5, jsou tyto hodnoty uvedeny. Jako outgroup byla zvolena sekvence COI

broukaAphodius prodromus a Ontophagus granul atus.
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Obr. 9: Sf haplotym COI chrobak velkych a chrobdkGeotrupes spiniger vyprodukovana
programem Network 4.6 pomoci metody median joining s e=0). Barvygzpaopogni
zastoupeni jediricjednotlivych lokalit v rémci haplotypu. ¥ Jamy — Zluté; Svébohy —
cervena; HeejSi T¢Sov — modrg; DolejSi&ov —¢ernd; Tichd — h¥da; Rychnov Jamy — Seda;
Rychnov Hbitov — izova; Rychnov €ernobile niizkovana; Chvalkov — Zeln&. Pismena ,A" a

.B* oznacuii klastrv. o ktervch ie poiednan: textu

42.2. ITS1

Bylo ziskano 41 sekvenci obou déyhv alignované matici dlouhé 684 b je 61
variabilnich a 46 parsimon&@ninformativnich mist. Sekvence se liSi délkou, resfi
obsahuje 352 a nejdelSi 681 baziarRirné nukleotidové slozeni je T = 14,2%; C = 35,3%;
A = 17,0%; G = 33,5%. Jelikoz alignment obsahujlké&ennozstvi mezer (gaps) vzniklych
pravdpodobré inzekni nebo deléni zmenou (indel) a ftomny jsou i bodové mutace
muzeme odliSit dva druhy haplot§pTéch, které se |iSi pouze ve #néch nukleotid (indel
zmeny se nezapmtavaji) je uG. spiniger 5 s haplotypovou diverzitou 0,338¢ch, které se
liSi indel zménou (bodové mutace nejsou brany v potaz) js@ spiniger 3 s haplotypovou
diverzitou 0,255 a nukleotidova diverzita je u tahdruhu 0,0021. . stercorarius jsou 4
haplotypy odlisné bodovou mutaci (h=0,614) a 8 digph liSicich se indel zgmou

(h=0,729) Nukleotidova diverzita je @. stercorarius 0,0350 Geneticka vzdalenost uwnit
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druhu G. spiniger je 0,0020 a v ramct. stercorarius je 0,0360; vzdalenost mezi &ha
druhy je 0,0420.

Jako nejvhodsi model substituci nukleofidpro vypa@et stromi byl stanoven model
Tamura 3-parametrovy s praygbdobnosti frekvence mutaci stejnou u vSech bglngFamy
vypoctené Bayesianskou interferenci (Obr. 10), ,Maximuikelihoodem® a metodou
~Minimal evolution“ jsou az na detaily velmi kongFntni a jas#é odliSuji oba dva druhy
chrobdk, u G. spiniger neni téndt Zadna strukturovanost — vSichni jedinci jsou wpmhii.
U G. stercorarius jsou evidentni dva klastryasténé oddlujici populace z Rychndv a
Vi¢ich Jam.

ILD test vylowil kompatibilitu matic COIl a ITS1 (p= 0,00006), rkary tedy nedavaji

signifikantré souladny fylogeneticky signal, matice proto neggeijit.
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GH3 Hormi Téfov
ij GJ1 Rychnoy J::lmy

GJ4 Rychnov Jamy
GR2 Rychnov Hibitov
GRS Rychnov Hibitov
GR6 Rychnov Hibitov
GD2f Dolni Tésov
GRIf Rychnov Hibitov
GV2 VIii Jimy
—~ 0,523 GVI10 V1éi Jamy
GVB V1ii Jamy
GV4 V1ii Jamy
GH1 Horni Téfov
GV3 V1ii Jimy
GTI Ticha
GV6 V1éi Jamy
GV V1ii Jamy
GV7 V1ii Jamy
GV9 V1ii Jamy
- GSIf Svéhohy
- G55 Svébohy
GRyl0 Rychnov
G533 Svébohy
GLI3 Clwalkov
GRy9 Rychnov
GS8 Svébohy
G512 Svébohy
GLI0 Clwalkov
GS13 Svébohy
GLY Clwalkev
40,5334 GS10 Svébohy
G514 Svébohy
GLI2 Clwalkov
GS2f Svébohy
| GLI11 Clwalkov
GRyl1 Rychnov
GRy8 Rychnov
GLT Chvalkov
GLS Chvalkov
GS9 Svébohy
Rygl Rychnov
Aphodius prod;
Prodontia modesta

—]0,7761

0,6575

0.7

Obr. 10: Fylogrant.stercorarius (modra) aG. spiniger (zelena) vypoéteny programem MrBayes

3.1 na zaklatimarkeru ITS1. Analyza &a 2000000 generaci, vzorkovani probihalo kazdou 200
generaci a burnin byl nastaven na 2000. Pro &sfpoyl pouZzit model Tamura 3- parameter se
stejnou pravépodobnosti zrmy jednotlivych nukleotid. U uzli kde bootstrapova podpora
piesahovala 0,5, jsou tyto hodnoty uvedeny. Jako outgroup byla zvolena sekvence ITS1 brouka

Aphodius prodromus a Prodontia modesta.
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5. Diskuze

Tato prace navazuje na alozymovou studii pamilatrukturyA. prodromus v jiznich
Cechach (Vrbova 2011) afipasi nova, robustni dataigpivajici k poznani fylogeografie
koprofagnich brouk na lokalni drovni. Tyto informace jsou cenné zidagro svou
unikatnost, jelikoz doposud nebyla, krénvySe zmigné prace, popudai strukturaA.
prodromus studovana.

Dale prace pnasi jiz més robustni, ale taktéZ unikétni vhled do poguolastruktury
dvou koprofagnich broukG. spiniger a G.stercorarius na stejné geografické Skale jak@u
prodromus a owiuje schopnost vybranych molekularnich maitkedliSit tyto dva pibuzné

druhy.

5.1. Funkénost zvolenych markei

Univerzalni ani jiné pro brouky nespecifické EPI@kgence nebyly usgre
amplifikovany. Pro pouzitiéthto markei by bylo nutné vytvieni specifickych primer
pomoci metody izolace RNA, tvorby transkriptomowéihovny a navrhnuti specifickych
primeri v okrajovych oblastech gén

Amplifikace ¢asti mitochondrialniho genu COI probihala u brio@ stercorarius aA.
prodromus naprosto bez problému, avSak@ spiniger primery amplifikovaly i oblast
jaderného pseudogenu (NUMT), takZe bylo nutno P@&lykt nasled& zaklonovat, coz
znané prodlouzilo laboratorni prace. Tyto NUMTYy jsou &mci hmyzu docela&asté u
sarali a msic, ale ¥adu brouk byl jejich vyskyt prokazan jen wkolika méalo gipadech
(Bertheau et al. 2011, Pons a Vogler 2005).

V¢EtSi obtize s amplifikaci oblasti ITS1 byly u vSedhuhi, moznou pi¢inou byla
piitomnost neznamych PCR inhibiborU A. prodromus byly tyto inhibitory obsazeny
pravdépodobré v ocich, podoba jako uz zjistil Boncristiani et al. (2011) wel. Tento
problém byl vyeSen o#iznutim hlavové&asti uA. prodromus, kde Zistala i hrd’, a u vSech
vzorki pozitivré pasobilo pouZiti 5xOptizyme enhanceru d&euini templatové DNA.

5.2. Variabilita zvolenych markera

Nukleotidovd diverzita COIl byla UA. prodromus trojnasobnd f porovnani s
nukleotidovou diverzitou COIl u brouka ze stejnébdu Aphodius fossor) zkoumaného na
mnohem ¥tSi geografické Skale v ramci celého Finska (Raaiil), ale odliSnost haplotiyp
byla u mého druhu o mémez tetinu mensi (h=0,79).fPporovnani celkové divergence

sekvenci (2,2%) s hodnotami praci v Tab. | je mdnlata o polovinu nizsi, avSak studie v
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Tab. () zkoumali variabilitu na&si geografické Skale. Z toho vyplyva, Ze informadist
(variabilita) markeru COI pré. prodromus je oproti @ekavani velmi vysoka.

Marker ITS1 je je#t variabilrgjSi (h=0,789/0,966) a to hla¥ndiky délkovému
polymorfismu, ktery je opravdu unikatni, nebadelka fragmentu se pohybuje v rozmezi695-
1241bp. Celkova divergence sekvenci je na daretpezorki také dost vysoka (1,9%), ale
tento marker byl amplifikovan pouze u 30 jedin@oz jeho informéni hodnotu velmi
snizuje. Z &chto divodi byl marker ITS1 z poputai analyzy vyazen.

U obou druli G. stercorarius a G. spiniger nabyva vnitrodruhova nukleotidova
diversita COI £) podobnych hodnot (0,006). V souladu¢glavanim je velmi nizkagikrat
niz8i nez nukletodiova diverzita Al prodromus a ¢tyiikrat mensi nez u broukpiibuzného
rodu Trypocopris, kteri byli zkoumani na &Si geografické Skéle (Carisio et al. 2004).

Variabilita Markeru ITS1 je . stercorarius (r = 0,0350)radow vetSi nez uG.spiniger
(r = 0,0021). UG. stercorarius je také mnohem vice haplotypdliSeno indel mutaci. A
pramérna geneticka vzdalenost mezi vSemi sekvencemi j@. wstercorarius na udrovni
genetickych vzdalenosti, které byly zisy u nosatceCeutorhynchus neglectus v rdmci celé
Severni Ameriky (Laffin 2005). Tento ,patern* ukguwa nesoulad mezi signalem COI a
ITS1, tedy tizné muté&ni rychlosti mezi markery i druhy.&5&i variabilitu markeru ITS1 nez
COI odhalil také Laffin (2005), ale pragpodobny dvod jeho zjis¢ni, byl nizky pget
sekvenci COIl.

5.3. Schopnost markeii odliSit druhy G. spiniger a G. stercorarius

Genetické vzdalenosti jsou v rdmci diubelice nizké (0,007/0,006), desetkrat nizsi nez
vzdalenost mezidruhova (0,074). Toto réledi genetickych vzdalenosti robustmodporuje
taxonomické odliSeniechto dvou druh. Meier et al. (2006) #p rozsahlém testovani ,DNA
barcodového* markeru zjistil, Ze desetinasobny flozetzi vnitrodruhovou a mezidruhovou
genetickou vzdalenosti je s vysokou prgpatobnosti dostajici pro odliSeni druln (Obr.
11). Podle této prace jsou ale lepSirsrithem pro odliSeni druhfylogramy, které u obou
dvou testovanych markierze 100% bootstrapovou podporou odliSuji klastryhdr G.

stercorarius aG.spiniger.
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Obr. 11: Porovnani mezidruhovych a vnitrodruhovych genetickych
vzdalenosti barcodového markeru v ramci jednoho rodu (Meier et al.
2006)

5.4.Populaéni struktura

5.4.1. A. prodromus

Ackoliv je genetickad variabilita relatién vysoka, ¥tSina haplotyf se vyskytuje
v ramci vSech lokalit. Koeficient Nst (0,212), p@zkije na nezanedbatelnou avSak mensi
nukleotidovou diferenciaci mezi geografickymi pogeémi. Ve studii brouk rodu
Trypocopris bylo zjiS€éné Nst = 0,722 (Carisio et al. 2004) tato hodnot@agicka fix&nimu
indexu kst jiz zn&i velkou diferenciaci mezi populacemi, studie visha provedena na
rfadow vetSi geografické Skale. Mant®l test uA. prodromus neprokazal Zzadnou korelaci
mezi geografickou a genetickou vzdalenosti. VSedfittyinformace s#dci o negfitomnosti
jakékoliv popul&ni struktury zavislé na geografické vzdalenosti.

Vysledky jsou tedy v mirném rozporu ggdchozi studii poputai struktury stejnych
jedinai A. prodromus. Na zaklad alozymi Vrbova (2011) zjistila vysoky fixai index kst
(0,445) a tedy fitomnost subpopulaci a nizkou migmaschopnost mezi nimi. AvSak ani jeji
genetickd vzdéalenost nebylaigazre korelovdna se vzdalenosti geografickou. V jednem s
ale prace shoduji, v ramci lokalnich populaci pdikgho brouka je fitomna nadmiru velka
geneticka variabilita.

Mnou zjiS&né variabilita je vysitlitelna piitomnosti geograficky nezavislych geneticky
piibuznych skupin, mezi nimiz je geneticka vzdalenastané vysoka (Obr. 5).

V haplotypoveé siti i fylogramech jsotietelre odliSeny ti haploskupiny A, B a C, které se na
tzemi jiznichCech vyskytuji sympatricky. f€ti skupina (C) tviena @ti jedinci obsahuje
pouze jeden haplotyp a vyskytuje se jen na blizkgkhlitach DolejSiho a HejSiho ®Sova.

Moznym vys¥tlenim zjiS€né struktury je, Ze tuto populaci tgedinci s vysokou filopatrii.
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AvSak tento zasr je treba brat s ohledem na nizky¢pb sekvenovanych jedificv této
skupire.

upravena geneticka vzdalenost 0,0&&dow podobna hodnota divergence (0,030) byla
zjisSténa ve studii Akamina et al. (2011) u brouRaelotrupes auratus na uzemi celého
Japonska a Carisia et al. (2004%impérné 0,020 u brouk rodu Trypocopris na Uzemi jizni
Evropy. V obou &chto studiich touto divergenci odliSili poddruhyadvanych brouk

Divergence 0,042 mezi skupinami A a B odpovida-1,2,4 milioraim let odaleni
téchto linii. Ackoliv je treba s odhadem vnitrodruhové doby divergence nakldoedetns,
interval, jehoZz amplituda je dana 2x hodnotou Ssk.gekryva se z&tkem pleistocennich
dob ledovych, které zge¢ ovlivnili vnitrodruhovou genetickou variabilitu g8h organizra
(Hewitt 2000). Tento vzorec pleistocenniho r&dedi, ktery se objevuje u mnoha evropskych
druhi (Avise 2000) byl nejpravgbodobrEji zpasoben opakovanou izolaci druhudzmych
refugiich za dob ledovych.iPzpétném setkavani takto geograficky izolovanych popiute
sympatricky mohou vyskytovat dva velmi blizké drujppddruhy) v kontaktni z@&a podle
miry reprodukni izolace mohou vznikat i hybridni jedinci. V réniaech byly kontaktni zony
prokazany u motyl i sava (Bozikova et al. 2005, Schmitt a Muller 2007).

Tedy jednim z vysstleni pro pozorované rozkbni geneticky vyznanin odliSnych
sympatricky se vyskytujicich jednotekige byt gitomnost kryptickych podskupin v raméi
prodromus stykajicich se na kontaktni z6HnTuto hypotézu by bylo nutné déle testovat
fylogeografickou analyzou na¢t&i geografické Skale a protéi robustnost také pomoci
jadernych molekularnich marker Je pravdou, Ze v rodéphodius by piipad rozliSeni
kryptickych druti v rdmci morfologicky uznavané jednotky nebyl ndwn. Wilson (2001)
poukazal na genetickou odlisnost (rozdilny karydtgwvou skupin vramci, do té doby
uznavaneho jediného drulufimetarius. Pro jednu skupinu navrhl jméwro pedellus posléze
byly nalezeny i jemné morfologické znaky odliSujiento taxon od\. fimetarius.

Fakt, Ze podrodeinopterus, do kterého mnou studovany broukipaje nejslozijsi
skupinou pro morfologické teni jednotlivych druth v ramci roduAphodius (Tesa 1957),
nazng&uje druhé mozné vystieni. Na lokalitach se vyskytuje velice podobnyukdrA.
sphacelatus (Slachta et al. 2008bJast vzork mohla byt tedy zagména pra za tento druh,
ktery pak v analyze vytid s druhemA. prodromus zietelre odliSitelné skupiny A a B. Tato
hypotéza je lehce étitelnd osekvenovanim refeke® urcenych druki brouki a naslednou
analyzou fvodniho souboru dat. DalSim moznym taxonem, ktesyteoreticky mohl

.piimichat“ do vzork ozna&enych jakoA. prodromus je A. reyi. Tento druh je morfologicky
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velice podobnyA. prodromus, predevsim samice obou diufsou velmi Spat# odliSitelné na
zéklad vre¢jSich morfologickych znak (Baraud 1992). Z tohotodslodu je také satasné
rozsteni A. reyi na tzemiCeské republiky znamé jenom fragmentarrSamci oboudgchto
druhi se determinuji mnohem snéaz, také&enim by byla kontrola determinace same
vzorcich dosud povazovanych z& prodromus, zda nejsou ,kontaminované® timto

piibuznym druhem.

5.4.2. G. spiniger aG. stercorarius

Z davodu zmatenych popiskG. spiniger a G. stercorarius Skolitelem specialistou byly
tyto dva druhy povazovany za jeden, jehoz pafilastruktura mila byt porovnavana se
strukturouA. prodromus. Paiet vzorki jednotlivych druli se po zji&tni této situace zmenSil
na polovinu, navic se lokality nasbiranych jedimegekryvaji (vzorky G. spiniger byly
sebrany pouze z blizkych pastvin v Novohradskychadty). Vysledky popubmi struktury
jsou tedy nezanedbatélnovlivnény nevhodnym vzorkovanim populaci a neuingiz
smysluplné provedeni zamySleného porovnani.

U broukaG. spiniger je u COI extrémé nizky koeficient Nt (0,0270), ktery nazraje
Zzadnou diferenciaci nukleotidové diverzity mezi gedickymi populacemi. Manté&V test
v téchto maximalyg 20km vzdalenych populacich fenomén IB&kédvar neprokazal. Tért
dokonalou homogenitu populaci podporuje marker ITS&br. 10). Naopak zvlastni je
extrémni poet haploty COI, téngi kazdy brouk ma sy specificky haplotyp (Obr. 9), coz
se projevuje vysokou haplotypovou diverzitou. Haypg se vSak mezi sebou liSi malym
poétem mutaci, prmérna genetickd vzdalenost mezi nimi je pouze 0,0@6z4klad vysoké
haplotypové diverzity riwemeftict, Ze je uG. spiniger pritomna jemna vnitropopuai
variabilita, kterd vSak neodhaluje Zzadnou pognilatrukturu. Oblast ITS 1 je j€Smnohem
meére variabilni a uz rozhodnnerika nic o populéni strukturovanosti.

U G. stercorarius je dokonce nukleotidova diverzita na zakd&Ol uvnit populaci ¥tsi
nez diverzita celkova (Tab. VII) a proto koeficiexgr vychazi jako malé zaporngslo, ale
zawr, ktery z této statistiky vyplyva je stejny jakoptedchoziho druhu, Zadna diferenciace
nukleotidové diverzity mezi geografickymi populadgerStejre tak i Mantelv test vySel
obdobré jako u G. spiniger. Ale strukturovanost populaci (. stercorarius je podle
fylogrami obou dvou markér vétSi nez uG. spiniger. Podle markeru ITS tvwo jedinci
z VIgich Jam (s jednou vyjimkou) a Tiché samostatnouessasu skupinu jedirien
z Rychnova a dSoui. | kdybychom pominuli nizkou bootstrapovou podptohoto uzlu a

jiny signal markeru COI, nefiieme o populai struktde G. stercorarius uvazovat seriozn
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z davodu malého p&tu sekvenci na lokalitu.

6. Zavér

Tato prace odhaluje unikatrvelkou genetickou variabilitu v ramci drul#u prodromus
na lokalni geografické Skale. Mozné vydeni je bul’ Spatné ufeni vzorki, nebo pitomnost
morfologicky zatim neodliSenych sympatricky se wgskicich podjednotek broukah.
prodromus. Osobr se giiklanim spiSe k druhé variantelikoz mensiast vzorki byla znova
odborré preutena a nebyla nalezena Zadna chybovostesghozim ureni. Ale konény
zawr bude mozno formulovat az po dalSi analyze sekveferertné urcenych brouk.

U druhi G. spiniger a G. stercorarius byla owtena schopnost markelTS1 a COI odliSit
piibuzné druhy. Evidentni popula strukturovanost wehto dvou drub nebyla nalezena. A
0 jejim mozném naznaku jéeba uvazovat opattns ohledem na nizky pet ziskanych

sekvenci na lokalitu.
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8. P¥ilohy

Ptiloha 1: Soiadnice lokalit

Lokalita

GPS

Ceské Budjovice

14°2&9'E, 48°5829"N

Dolejsi TeSov

13°2%8'E, 49°1119"N

HotejSi TeSov

13°2%2"E, 49°110"N

Rychnov nad MalSiitbitov

14°2920"E, 48°400"N

Rychnov nad MalSi-jamy

14°245"E, 48°3931"N

Svébohy 14°420"E, 48°4651"N
VIgi Jamy 13°4@6"E, 48°5513"N
Chvalkov 14°3B7"E, 48°4T46"N
Ticha 14°3116"E, 48°3828"N

Priloha 2: Péamérné genetické vzdalenosti mezi jednotlivymi loladiti Eerns) a

stredni chyby piméru (mode), na zaklag COIl uA. prodromus.

Svébohy | Ceské VIei Horejsi | Dolejsi | Ticha Rychnov | Rychnov
Budgjovice | Jamy | TeSov | TéSov Jamy Hibitov

Svébohy 0.0045 0.0040{ 0.0042 0.0044 0.0040 0.0042 0.004
Ceské 0.0244 0.0059 | 0.0050| 0.0053 0.0059 0.0047 0.004
Budgjovice
VI¢i Jamy 0.0215 0.0309 0.0024 | 0.0032 | 0.0008| 0.0032 0.0047
HotejSi TeSov | 0.0229 0.0269 0.0134 0.0036 | 0.0025| 0.0038 0.0045
Dolejsi TéSov | 0.0253 0.0296 0.0154 0.0201 0.0033 | 0.0040 0.0047
Ticha 0.0220 0.0313 0.0018 0.0138 0.01b7 0.0032 0.0047
Rychnov 0.0232 0.0253 0.0174 0.0208 0.0230 0.01y8 0.0044
Jamy
Rychnov 0.0239 0.0224 0.0249 0.0243 0.0268 0.02b2 0.0238
Hibitov
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