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Anotace

The aim of this thesis was a research of the genetic variability of 8 populations of the
dung beetle Aphodius prodromus using allozyme markers. Following population-genetic
analysis were used to determine genetic structure of these populations: estimates of
heterozygosity, Wright's F- statiscics, estimates of gene flow, Mantel test, PCA, Nei's
genetic distance, testing of Hardy-Weinberg equilibrium and linkage disequilibrium. The
results revealed low gene flow between populations, low number of heterozygotes and
disequilibrium within and between populations. Cluster analyses showed, that populations
from Ticha and Rychnov nad Malsi- hibitov are genetically most different from other

populations.
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1. UVOD

1.1. Koprofagni brouci

Mezi koprofagni brouky patii zastupci cCeledi Scarabaeidae (vrubounoviti),
Geotrupidae (chrobakoviti), Hydrophilidae (vodomiloviti) a Staphylinidae (drabéikoviti).
Tito brouci jsou vyznamni dekompozitofi, pfispivaji k odstranéni exkrementi z pastvin,
k jejich rozkladu a ke kolob&hu Zivin (Hanski a Cambefort, 1991; Slachta a kol., 2009b;
Slachta a kol., 2010). Porusenim svrchni vrstvy vykalu podporuji piistup bezobratlych a
bakterii a vystavuji jadro vykalu povétrnostnim vliviim (Holter, 1979).

Koprofagni brouci se vyskytuji na vSech kontinentech kromé Antarktidy, celosvétove
bylo popsano vice nez 7000 druht (Mittal, 2005).

Vétsina koprofagnich broukl se zivi Cerstvym trusem savcd, piilezitostné i trusem
ptacim a plazim. Mezi koprofagnimi brouky muizeme nalézt jak generalisty (nevykazuji
preference pro urcity typ vykalu), tak i specialisty s riznym stupném specializace (Vinod a
Sabu, 2007). V severni a stfedni Evropé patii velka vétSina koprofagnich broukt mezi
generalisty a nejméné dvé tetiny z nich se vyskytuje na pastvinach. Potravu jsou schopni
detekovat i na velké vzdalenosti, protoze maji dobfe vyvinuty ¢ich (Hanski a Cambefort,
1991).

Koprofagni brouci piijimaji potravu ve form& malych, spiSe kapalnych ¢astecek o
maximalni velikosti 2-150 um (zalezi na velikosti a druhu brouka). Holter a kol. (2000,
2002) uvadi, Ze tento zplisob piijmu potravy je brouklim umoZnén pomoci filtra¢niho
mechanizmu v ustech, ktery vyfazuje vétsi ¢astecky jesté pred pozienim (Holter a Scholtz,
2007). Larvy vétsiny koprofagnich brouki se také zivi vykaly, ale diky kousacimu ustnimu
ustroji jsou schopny pfijimat suchy a relativné tvrdy material (Gittings a Giller, 1997).
Jednou z vyjimek jsou larvy Aphodius prodromus (Brahm, 1790) a Aphodius sphacelatus
(Panzer, 1798), které se mohou vyvijet mimo vykal v rozkladajicim se rostlinném materialu
(Gittings a Giller, 1997). Larvy Sphaeridium lunatum (Fabricius, 1792) se sice vyvijeji ve
vykalu, ale zivi se dravé (Hanski a Cambefort, 1991).

Vyznamnym rodem koprofagnich broukt je rod Aphodius (lllinus, 1798), ktery je
druhové nejpocetnéjSim rodem v oblasti mirného pasma. Jedna se o malé az stiedné velké
brouky, 3-13 mm (Landin, 1957). N¢kolik druhti tohoto rodu bylo introdukovano
do Australie ve snaze zamezit hromadéni dobytc¢ich vykalti na pastvinach (Doube a kol.,

1991).



1.2. Funkéni skupiny koprofagnich brouki

Podle strategie rozmnozovani jsou koprofagni brouci rozdélovani do tii funk¢énich
skupin (Hanski a Cambefort, 1991; Vinod a Sabu, 2007). ,,Dung dwellers*“ omezuji svou
reprodukci a larvalni vyvoj pouze na vykal a jeho bezprostfedni okoli, pfipadné jsou
¢asteCnymi saprofagy a fytofagy. Vétsinou se jednd o malé brouky, kteti ale preferuji spise
vétsi vykaly herbivora. Mezi ,dung dwellers fadime zastupce cCeledi Scarabaeidae
(podceled” Aphodiinae) a Hydrophilidae.

,»Tuneldfi (anglicky ,,tunnelers®) buduji podzemni hnizda, ve kterych se vyvijeji
larvy na ¢astech vykalu zahrabanych do zemé. Vyhodou hnizd je ochrana pted kompetitory a
predatory a proti neptfiznivym klimatickym podminkam. ,,Tunel&fi“ jsou brouci pattici do
Celedi Scarabaeidae (podéeled” Coprinae) a Geotrupidae.

Skupina ,,valec¢u‘ (anglicky ,,rollers*) vykal nejprve piesune do urcité vzdalenosti od
puvodniho mista a pak ho zahrabe. Vykal je rolovan do kouli, které jsou vyuzivany jako
zdroj potravy a misto pro vyvoj (Holter a kol., 2002). ,,Vale¢i“ jsou v Ceské republice

zastoupeni pouze jednim nehojnym druhem Sisyphus schaefferi (Slachta a kol., 2009b).

1.3. Vyznam koprofagnich brouki

Ptitomnost koprofadgnich broukl na pastvinach je velmi zadouci, jelikoz se podileji
na rozkladu vykald. Mista, ktera jsou pokryta exkrementy, nejsou skotem spasana, a proto
urychleni rozkladu vykald umozniuje efektivnéjsi vyuziti pastvin (Hanski a Cambefort, 2001,
Slachta a kol., 2009b).

,»Tunelari” pomahaji svym chovanim zvysSovat schopnost pidy absorbovat a drzet
vodu a zlepSuji cyklus Zivin v pudé. KdyZ ziistane vykal na povrchu, ztraci se tim az 80%
dusiku vypatrovanim. Pfi rychlém zaclenéni vykalu do pidy je umoZnéna vétsi dostupnost
dusiku rostlinam (Thomas, 2001a).

Aktivita broukd rodu Aphodius déla vykal atraktivnéj$i pro zizaly, které se pak
podileji na jeho odstranéni. Toto podporuje fakt, ze pfidani larev rodu Aphodius do vykalu
mélo za nésledek zvétSovani populaci zizal a tim vétsi rychlost rozkladu. Vykal napadeny
koprotagnimi brouky je také ptistupnéjsi pro dalsi dekompozitory jako jsou bakterie a houby
(Holter, 1979).

Koprofagni brouci prospivaji dobytku tim, ze soupefi s larvami Skidct, jako jsou
Haematobia irritans (bodalka mald) a Musca autumnalis (moucha dobyt¢i), o potravu a nici

jejich vajicka. Dr. George Bornemissza zjistil, Ze z vykalu napadeného broukem



Onthophagus gazella (Fabricius, 1787) se vylihlo 0 95% mén¢ bodalek nez z vykald, kde byl
tento brouk nepfitomen (Thomas, 2001b).

Vyznamna je také jejich redukce gastrointestinalnich parazitd dobytka. Vajicka
téchto parazitti prochazeji do vykalt svého hostitele, kde se zméni na larvy a ty se vyvinou
Vv infekéni stadium, které napada dobytek. Kdyz je ale exkrement odstranén brouky, vajicka

parazitli uhynou a tim je znicen jejich zivotni cyklus (Thomas, 2001a).

1.4. Aphodius prodromus

Aphodius prodromus (Obr. 1) je jeden znejhojnéjSich vSeobecné rozsitenych
koprofagnich brouktl (Zuber, 2011). Slachta a kol. (2009a) uvadi, Ze tento brouk spolu
s Aphodius sphacelatus tvotil az 49% ze vSech sesbiranych brouki ze tfi lokalit (Rychnov

nad Malsi, VI¢i Jamy, Dolejsi TéSov).

Obr. 1 Koprofagni brouk A. prodromus (foto T. Murray, 2007).

Dospéli brouci dosahuji velikosti mezi 4 a 7mm (Tesaf, 1957). Na rozdil od vétSiny
koprofagnich broukt neklade vajicka do vykalu, ale vklada je do zemé (Gittings a Giller,
1997). A. prodromus je fazen do funk¢ni skupiny ,,dung dwellers”. Larvy se mohou vyvijet
mimo vykal na tlejicim rostlinném materialu (Gittings a Giller, 1997). Gordon (1983)
oznacil tento druh jako pojidace povrchu vykalt s preferenci pro oteviené pastviny a dobyt¢i
exkrementy.

A. prodromus se vyskytuje v Evropé, severni a stiedni Asii, Severni Americe
(Balthasar, 1964), a to na jafe a na podzim (Gittings a Giller, 1997). V Ceské republice je

rozsifen vSude, mimo hiebeny hor (Tesaft, 1957).



1.5. Studie populaci a genetickych markeri

Ve vyzkumu koprofagnich broukii byla doposud vénovana pozornost predevsim
ekologii, o jejich genetice se toho vi malo. Ekologii broukd rodu Aphodius se mimo jiné
zabyval Giller a kol. (1998). Vyzkum byl zaméfen na stabilitu jejich sloZzeni v rizném
prostorovém a ¢asovém meéfitku. Nejvetsi variabilita se vyskytla v geografickém métitku.

Palestini, Barbero a Rolando (1998) se vénovali vnitrodruhové a mezidruhové
agregaci mezi koprofagnimi brouky. Zjistili, Ze vnitrodruhové seskupovani je mnohem vyssi
nez mezidruhové. Pfi¢inou sdruzovani mulze byt hledani partnera nebo se jedinci také
shromazd’uji, protoze pfitomnost dalSich broukli na vykalu mize ménit jeho chemicky stav a
tim zlepSovat jeho vlastnosti.

Prostorovou populaéni strukturu brouki rodu Aphodius studovali Roslin a Koivunen
(2001). Zaznamenali zna¢nou variaci v souboru koprofagnich broukd rodu Aphodius
vyskytujicich se na stejném nestejnorodé rozmisténém zdroji, dobyté¢im vykalu na
pastvinach. RGzné druhy vykazovaly rizné odpovédi na zmény ve struktuie krajiny. Jejich
vysledky naznacovali, Ze generalisté rodu Aphodius a specialisté s vysokou silou disperze se
vyskytuji jako nestejnorodd populace v terénu. Specialisté s limitovanou disperzi tvofi
klasické metapopulace.

Porter a Rush (1996) testovali genetickou variabilitu u 5 druht koprofagnich broukt
rodu Aegialia (Latreille, 1807) pomoci alozymovych markert. Pro analyzu bylo vyuzito 32
riaznych lokust. Procento polymorfnich lokusi bylo vysoké (v rozsahu 12,1-93,9%).
Celkové byly u rodu Aegialia nalezeny nizké hodnoty heterozygotnosti, ty se vSak piilis
nelisi od vysledkl pro ostatni brouky a bezobratlé. Odhady genetického toku byly velmi
nizké.

Genetické analyze deviti populaci koprofagnich broukd rodu Onthophagus (Latreille,
1802) za pouziti 8 alozymovych lokusi se vénovali Martin-Piera a Boto (1999). Data
ukazala, ze mezi Onthophagus opacicollis (Reitter, 1893) a Onthophagus similis (Scriba,
1790) existuje na neékterych mistech geneticky tok, na jinych lokalitach jsou vsak izolovani.
Tyto vysledky naznacuji neukonceny proces speciace liSici se na riznych mistech.

Rostlin (1999) ve své praci porovnaval prostorovou populac¢ni strukturu Aphodius
fossor (Linnaeus, 1758) s jeho genetickou populacni strukturou pomoci dvou ruznych tiid
genetickych marker (alozymy a mitochondridlni DNA). Alozymové markery i mtDNA
sekvence odhalily ndpadnou genetickou homogenitu na finské pevniné, coz naznacuje, Ze
genovy tok mezi sousedicimi populacemi je dost silny k homogenizaci genofondu uvnitf

velkych oblasti. Pfi porovnani mezi lokalnimi populacemi Finska a Alandu (skupina ostrovl
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desitky kilometrti od pevniny) se objevily vyznamné rozdily pouze v mtDNA haplotypovych
frekvencich (jsou citlivéjsi nez alozymy). Vysledky ukazuji, ze A. fossor ma vyznamnou silu
disperze, kterda mu umoziiuje Casté presuny mezi sousedicimi farmami.

Morfologickou a genetickou diferenciaci mezi dvéma sesterskymi skupinami
koprofagnich broukti, Onthophagus taurus (Schreber, 1759) a Onthophagus illyricus
(Scopoli, 1763), zkoumal Pizzo a kol. (2006). Morfologicky pfistup spojeny s pouzitim
molekularnich markerid (COI, AFLP) dovoloval testovani mezidruhovych vztaht a
umozinoval zjisténi evolucnich a geografickych procesii, které mohou vést k mezidruhové
diferenciaci. Pouziti uvedenych molekuldrnich markerti odhalilo, ze pozorované druhy jsou
geneticky dobfe diferencované a tvoii dvé rozeznatelné linie, které se zfejmé oddélily béhem
Pliocénu alopatrickou speciaci. Jak molekuldrni markery, tak 1 morfologické znaky ukazuji,
ze fenotypové stiedni jedinci pies svilj nejednoznaény vzhled patii k druhu O. illyricus.

,,Good genes models* a pohlavnim vybérem u Onthophagus taurus se zabyvali
Garcia-Gonzalez a Simmons (2011). Zjistili vyznamny vliv otcii na zivotaschopnost od
vajicka k dospé€lci a na prereproduktivni pieziti synil, stejné¢ jako mirné az vysoké
koeficienty aditivni genetické proménlivosti pro tyto vlastnosti a pro prereproduktivni
prezivani dcer. Tyto vysledky naznacuji, Ze mezi samci je genotypova variace, kterd se

prevadi do riznosti v zivotaschopnosti potomkd.



2. CiL PRACE

Cilem mé bakalaiské prace bylo na zdklad¢ piedchozich studii koprofagnich brouki
vytipovat alozymové markery a experimentalné otestovat jejich vhodnost pro studium
populacné-genetické struktury Aphodius prodromus. Nasledné byla provedena analyza

vzorkt A. prodromus, které pochézely z 8 lokalit v Jiznich Cechéch.



3. MATERIAL A METODY

3.1. Sbér vzorki

Analyzovani brouci Aphodius prodromus byli nasbirani v osmi lokalitach jiznich
Cech (Obr. 2). Vtabulce 1 jsou uvedeny nazvy lokalit, poéty sesbiranych broukt a
zemepisné udaje. Vzdalenosti mezi jednotlivymi lokalitami jsou zaznamenany v piiloze 1.

Sbér vzorkii a jejich determinaci zajistil Mgr. Martin Slachta Ph.D. Brouci byli
chytani do padacich pasti, kde byl navnadou kravsky vykal, ktery byl odebran v den
expozice. Past se skladala z plastové nadoby zakopané po okraj do zemé, horni ¢ast nadoby
byla vyplnéna vykalem ulozenym na draténém rostu, ktery byl vlozen asi 6 cm dovnitf

nadoby (Slachta a kol. 2009a). Vzorky byly pied analyzou uchovavany v -80°C.

"©.2011 Tele Atlas
©201iMapLink/Tele Atlas

Obr. 2 Mapa lokalit. Cervené krouzky oznacuji jednotlivé lokality. Zkratky lokalit viz
tabulka 1. Mapa byla vytvotfena pomoci programu Google Earth, ktery je dostupny na
strankach http://www.google.com/intl/cs/earth/download/ge/.



Tab. 1 Nazvy lokalit, pocty vzorki a geografické udaje.

Zkratka Pocet Nadmotska
Lokalita lokality Region vzorki  GPS soutadnice vyska (m n.m)
Ceské Budgjovice CB Ceské Budgjovice 50 14°28'29"E, 48°5829"N 381
Dolejsi Tesov DT Hartmanice 60 13°25'38"E,49°11'19"N 730
Hofejsi TéSov HT Hartmanice 60 13°25'52"E, 49°11'0"N 750
Rychnov nad Malsi-hibitov RH Dolni Dvofisté 60 14°29'E, 48°39'N 575
Rychnov nad Malsi-jamy RJ Dolni Dvofisté 60 14°29'E, 48°39'N 575
Svébohy SB Novohradské hory 53 14°4320"E, 48°46'51"N 529
Ticha Ti Dolni Dvofiste 15 14°31'16"E, 48°3828"N 647
VIEi Jamy Vi Sumava 60 13°46'36"E,48°55'13"N 793

3.2. Alozymova elektroforéza

Alozymova elektroforéza spolu se specifickym substratovym barvenim nabizi
pomérné levnou a rychlou metodu analyzy variability u ptirodnich a umélych populaci
(Hoelzel, 1991). Vyhodou alozymové elektroforézy je, ze mohou byt identifikovani
heterozygoti, protoZe alely jsou kodominantni a Ze jde o metodu univerzalné pouzitelnou
(Okumus a Ciftci, 2003). V této bakalaiské praci byla metoda alozymové elektroforézy
pouzivana kvuli své dobré aplikovatelnosti na brouky. Pomoci této metody byly provadény
prvni studie koprofagnich brouk.

Proteinové elektroforéza je zalozena na schopnosti migrace proteinli pod vlivem
elektrického pole (Hillis a kol.,, 1996). Primarni struktura proteini se sklada
z polypeptidického fetézce, coz je sekvence aminokyselin spojenych k sobé karboxylovymi
vazbami. Tato sekvence je urena geneticky (Richardson a kol., 1986). Neékteré
aminokyseliny tvofici protein jsou nabité. Proteinové molekuly maji naboj zalozeny na
usporadani téchto aminokyselin v tercialni struktufe. Naboj na proteinovych molekulach
zpusobuje jejich pohyb v elektrickém poli smérem k opacné nabytému konci. Pohyblivost
molekul pfimo souvisi s jejich nabojem a je dale ovlivnéna velikosti a tvarem proteinu.
Pokud maji dva proteiny rozdilné sekvence aminokyselin, ¢asto maji i riznou pohyblivost,
protoze rozdily v sekvencich maji za nasledek zménu velikosti a/nebo naboje (Hedrick,
1983).

VeétSina proteinit zkoumanych béhem elektroforézy jsou enzymy, které katalyzuji
specifickou biochemickou reakci, na jejimz zéklad¢ se daji obarvit. Nékteré z téchto enzymi
jsou slozené z vice nez jedné kopie polypeptidického fetézce nebo genového produktu a

tvori tak kvartérni strukturu, podle niz délime enzymy na monomerni, dimerni a tetramerni



(Obr. 3). Monomerni enzymy tvofi jeden peptidicky fetézec, dimerni dvé podjednotky,
z nichz je kazda tvofena jednim polypeptidickym fetézcem a tetramerni ¢tyfi podjednotky
(Hoelzel, 1991).

a) 4;

Obr. 3 Priklady monomernich,

dimernich a tetramernich enzymu.

. " < . =

a) monomerni esteraza
b) dimerni malatdehydrogenaza

¢) tetramerni kataladza

Rizné molekularni formy enzymi pochazejici ze stejného organizmu jsou
definovany jako isozymy (Acquaah, 1992). Podskupinou isozymi jsou alozymy, coz jsou
polypeptidy kddované riznymi alelami stejného genového lokusu (Hillis a kol., 1996).

Separace proteinovych molekul mize byt provedena v riznych pevnych médiich
(Acquaah, 1992). Médium slouzi jako sito oddé€lujici molekuly podle velikosti a tvaru. To
umoznuje efektivnéjsi separaci podobné nabitych molekul liSicich se velikosti (vétsi
molekuly se pohybuji pomaleji skrz malé pory gelu). NejzndméjSimi médii jsou Skrobovy
gel, akrylamidové gely, agarové gely a celulozo-acetatové gely (Richardson a kol., 1986).
V gelech s jednotnym pH se proteiny pohybuji nepfetrzité, zatimco u gelti s pH gradientem
se proteiny pohybuji, dokud nedosahnou isoelektrického bodu a pak se zastavi (Hoelzel,
1991).

Jakmile je provedena elektroforéza, je nutné urCit pozici proteinovych produkta
specifickym substratovym barvenim (Richardson a kol., 1986). Bé&hem -elektroforézy
molekuly enzyma migruji na rizna mista v gelu. K oznaceni umisténi téchto molekul musi
byt dodany vhodny substrat pro enzym, aby vytvofil barvitelny produkt. Tento produkt neni
sam o sob¢ viditelny, proto je nutné piidat specifické barvivo do reak¢éniho roztoku, které
reaguje s produktem enzymatické aktivity (Acquaah, 1992). Obarveny produkt je zobrazen
jako barevny prouzek na gelu. Tento gel je pak oznacovan jako zymogram (Richardson a

kol., 1986). Homozygotni jedinci vzdy vykazuji jeden prouzek, u heterozygotnich se pocet
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prouzki 1i8i na zaklad¢ kvartérni struktury testovaného enzymu (u monomernich enzymt ma

heterozygot 2 prouzky, u dimernich 3 prouzky a u tetramernich 5 prouzka).

3.2.1. Studované enzymy

Na zakladé ptedchozich studii u piibuznych druhti koprofagnich broukid bylo
vybrano 15 enzymt, u kterych jsem testovala jejich pouZiti pro zjiSténi genetické variability
A. prodromus (Tab. 2). Testované proteiny patiily do n¢kolika tfid enzymi. ADH, G6PD,
IDH, MDH, ME, LDH a CAT se oznacuji jako oxidoreduktazy, katalyzuji oxidacné redukcni
reakci. HK a PGM (transferazy) katalyzuji pfesun funkénich skupin mezi dvéma substraty.
LAP (hydrolaza) ovliviiuje hydrolyzu. PGI je fazena mezi isomerdzy, katalyzuje isomeracni
reakci. Mezi zkoumané proteiny dale pattily tzv. ,,General Proteins - PT*, které nemaji
enzymatickou aktivitu (Acquaah, 1992).

K dalsi analyze bylo zvoleno 10 enzymi, které se podatilo obarvit.

Tab. 2 Testované enzymy.

Pouzito k

Zkratka enzymu Jméno enzymu Kvartérni struktura analyze
ADH (E.C.1.1.1.5) Alcohol Dehydrogenase Dimer ano
a-AMY (E.C. 3.2.1.1) a-Amylase Monomer ano
CAT (E.C.1.11.1.6) Catalase Tetramer ano
EST (E.C.3.1.1.5) Esterase Monomer ano
G6PD (E.C. 1.1.1.49) Glucose-6-phosphate Dehydrogenase Dimer ne

GK (E.C. 2.7.1.2) Glucokinase Monomer ano
HEX (E.C. 2.7.1.1) Hexokinase Monomer ano
IDH (E.C. 1.1.1.42) Isocitrate Dehydrogenase Dimer ano
LDH (E.C. 1.1.1.27)  Lactate Dehydrogenase Tetramer ano
LAP (E.C. 3.4.11.1)  Leucine Aminopeptidase Monomer ne
MDH (E.C. 1.1.1.37) Malate Dehydrogenase Dimer ano

ME (E.C. 1.1.1.40) Malic enzyme Tetramer ano

PGI (E.C.5.3.1.9) Phosphoglucoisomerase Dimer ne
PGM (E.C. 2.7.5.1)  Phosphoglucomutase Monomer ne

PT General Proteins Monomer ne
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3.2.2. Homogenizace

Brouci byli ruéné¢ zhomogenizovani v 0,05M TRIS-HCI pufru, ktery obsahoval 20%
glycerolu a 0,05% TRITON X-100. Vzorek byl poté centrifugovan pti 15 000 rpn ve 4°C po
dobu 15 minut. Pro pfipravu vzorkal jsem vyuZivala pouze téla, jelikoz obsahuji velké
mnozstvi alozymu, které jsou metabolickymi enzymy vétSinou exprimovanymi v travicim
traktu. V hlavé je alozymi malo a jsou $patn¢ detekovatelné. Hlavy byly uskladnény a dale
se vyuzivaji na DNA analyzu (neobsahuji symbionty, takze nevykazuji cizi DNA).
Kontaminace symbionty je u alozymt dobie rozpoznatelna, jelikoz alozymy symbiontii maji
vyrazné odliSnou elektroforetickou mobilitu a diky mnozstvi tkané jsou mnohem slabsi a
tedy dobfte odlisitelné od hostitelovych alel.

Pro zabranéni degradace proteinti byly vzorky pfipravovany na ledu.

3.2.3.Elektroforéza

Pro separaci alozymil jsem pouzivala 3 rizné vertikdlni elektroforézy, pfiCemz u
vSech byla mozna soubéznd analyza dvou gelii. Analyza a-Amy byla u vSech lokalit
provadéna na elektroforéze od firmy HOEFER SCIENTIFIC INSTRUMENTS model SE
250 (USA). Na jeden gel 0 rozmérech 6 x 8 cm a tloustce 0,75 mm bylo nanaseno 15
vzorkil. K analyze vzorkli z Ceskych Budg&jovic jsem vyuzivala elektroforézu OMNIBIO
(Brno), u které bylo mozno nanést na gel o rozmérech 8 x 20 cm a tloustce 0,75 mm 35
vzorkd. Vzorky ze zbylych lokalit byly separovany na elektroforéze znacky CLEAVER
SCIENTIFIC LTD (USA), u niz jsou rozméry gelt 8 x 18 cm a tloustka 1 mm. Na gel se
veslo 30 vzorkd.

Pro analyzu a-AMY jsem pouzila pufrovaci systém podle Stauffera et al. (1992):
Tris-HCI/pH 7,8 (pH ,,Stacking gel“ = 6,9; pH ,,Running gel“ = 8,9). Zdroj byl nastaven na
hodnotu 40mA. U zbylych enzymu byl pouzivan systém podle Davise (1964): Tris-HCI/pH
8,3 (pH ,,Stacking gel“ = 6,9; pH ,,Running gel“ = 8,9). U systému dle Davise byl zdroj
spustén na hodnotu 50 V po dobu 20 minut a poté prepnut na 150 V. U obou systémi se
pracovalo s diskontinualnim polyakrylamidovym gelem. Jeho slozeni a elektrické parametry
pro jednotlivé enzymy jsou zaznamenany v tabulce 3. U a-AMY bylo do gelu pfidano 0,5%

Skrobu. Elektroforéza byla pii spusténi vlozena do chladnicky pro udrzeni teploty 4°C.
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Tab. 3 Slozeni PAG a elektrické parametry pro jednotlivé alozymy.

Hustota  Hustota Elektrické

Alozym  Pufrovaci systétm RG SG parametry

a-AMY  Stauffer 6% 2% 40 mA

ADH Davis 7% 3% 50 V (20 min), 150 V
CAT Davis 7% 3% 50 V (20 min), 150 V
EST Davis 7% 3% 50 V (20 min), 150 V
GK Davis 7% 3% 50 V (20 min), 150 V
HEX Davis 7% 3% 50 V (20 min), 150 V
IDH Davis 7% 3% 50 V (20 min), 150 V
LDH Davis 7% 3% 50 V (20 min), 150 V
MDH Davis 7% 3% 50 V (20 min), 150 V
ME Davis 7% 3% 50 V (20 min), 150 V

3.2.4. Detekce alozymii

Po separaci jsem enzymy detekovala pomoci specifického barveni podle Manchenka
(1994), s vyjimkou EST, kterou jsem barvila podle protokolu od Ritzengrubera a Fiihrera
(1986). Barvici protokoly pro jednotlivé pouzité enzymy jsou uvedeny v piiloze 2.

Po obarveni se gely vlozi do fixa¢niho roztoku, ktery je slozen ze 4 dilti metanolu, 1
dilu octové kyseliny a 5 dili vody (Pasteur a kol, 1988). Po fixaci byl roztok vylit, gely byly

vloZeny do 10% roztoku kyseliny octové a vyfotografovany pod bilym svétlem.

3.3. Statisticka analyza

Ke statistickému zpracovani dat byly zvoleny nasledujici pocitatové programy:
GenAlEx (Peakall a Smouse, 2006), GDA (Lewis a Zaykin, 2001), MEGA 5 (Tamura a kol.,
2011), Popgene (Yeh a kol., 1999) a Genepop (Raymond a Rousset, 1995).

GenAlEX je program pro populacné genetické analyzy, ktery pracuje jako doplnek
Excelu. Vytvari grafy a tabulky, které je pak mozné v Excelu upravovat. GenAlEx umoznuje
analyzu kodominantnich, haploidnich a binarnich dat. Pfi statisticka analyze jsem pracovala
s daty kodominantnimi. Z programu GenAlEX bylo mozZno data exportovat do programu
GDA, Popgene i MEGA 5.

GDA je software pro analyzovani nespojitych populacné genetickych dat. GDA
vyzaduje ASCII textové soubory, které byly vytvafeny v poznamkovém bloku a nasledné
oznaceny piiponou NEX. GDA umoznuje vypocet Hardy-Weinbergovy rovnovahy, F-

statistiky, genetické vzdalenosti a vytvari dendrogramy.
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MEGA 5 je integrovany nastroj pro upravovani sekvenci, odvozovani phylogram,
odhadovani rychlosti molekuldrni evoluce a testovani evolu¢nich hypotéz.

Popgene je program na analyzu genetické variability pfirodnich populaci. Pracuje
s kodominantnimi a dominantnimi markery a kvantitativnimi vlastnostmi. Popgene Ize
pouzit k vypoctu alelovych frekvenci, genetické diverzity, genetické vzdalenosti, F- statistik,
Hardy- Weinbergovy rovnovahy a vazebné nerovnovahy.

Genepop je populacné geneticky software, ktery umoznuje vyhodnoceni mnozstvi
analyz jako je Hardy-Weinbergova rovnovaha, vazebna nerovnovaha, F- statistiky apod.
Jako jediny z danych programti pocital geneticky tok podle Bartona a Slatkina (1986). U
programu Genepop jsem pracovala s verzi 4.0.10, ktera je dostupnad online na strankach:
http://genepop.curtin.edu.au/.

Pti urCovani heterozygotnosti byly zjiStovany pro kazdou populaci nésledujici
charakteristiky: primérna velikost vzorki (n), procento polymorfnich lokust (P) s kritériem
95% a 99%, primérny pocet alel na lokus (A), primérny pocet alel na polymorfni lokus
(Ap), ocekavana heterozygotnost (Hg), pozorovana heterozygotnost (Ho) a odhad fixa¢niho
indexu (f).

Hardy-Weinbergova rovnovaha byla testovana pomoci xz testu (test dobré shody) a
Fisherova exaktniho testu. ¥ test je neparametricky test, kterym se testuje shoda teoretického
rozloZeni se skutecnym. Fishertiv test se pouZziva v situacich, kdy neni mozné aplikovat test
¥’ vzhledem k tomu, Ze v n&které z bundk tabulky je prili§ nizka etnost (Jabor, 2011).

Wrightovy F-statistiky jsou Siroce pouzivané pro charakterizovani genetické
struktury populace. Pti odhadu F-statik byly stanoveny nasledujici koeficienty: F\s odchylku
od alelovych frekvenci na Girovni subpopulaci, Fit pro odchylku uvnitt celkové populace, Fst
pro vliv rozdéleni populace na subpopulace. Fst je také index genetické diferenciace, ktery
uruje genetickou rozdilnost mezi populacemi. Wright (1978) navrhl stupnici pro
interpretaci genetické diferenciace:

e [s7=0-0,05 mald divergence (zanedbatelnd)
e [s7=0,05-0,15 stfedni
e Fsr=0,15-0,25 velka

e Fsr>0,25 velmi velka
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Geneticky tok je pohyb jedincii mezi populacemi, jehoz vysledkem je vyména
genetického materidlu. Koeficient genetického toku Ny, uréuje pocet migrantii na generaci.
Byl pouzit vypocet podle Neiho (1978) a Bartona a Slatkina (1986).

Genetickd vzdalenost byla vypocitana v programu GenAlEx. Nasledné byla
zjistovana zavislost mezi genetickou a geografickou vzdalenosti pomoci Mantelova testu.
K provedeni shlukovaci analyzy byla vyuzivana geneticka vzdalenost podle Neiho (1978) a
parova Fst. Na zakladé téchto hodnot byly v programu MEGA 5 sestrojeny dendrogramy.

PCA (Analyza hlavnich komponent) je metoda, jejimz cilem je snizeni ptivodniho
poctu proménnych na mensi pocet proménnych tak, aby doslo k co nejmensimu zkresleni.
Tato metoda umoziuje interpretaci matic pomoci vizualizace genetickych vztahii
obsazenych v dané matici. Jejim vysledkem je graf, na kterém se geneticky ptibuzni jedinci
shlukuji a tvofti tak klastry. PCA pfedpokladé linearni vztahy mezi proménnymi (Leps,

1996). PCA byla provadéna dvéma zputisoby:
a. Na zékladé kodominantni genetické vzdalenosti, kdy ve vysledném grafu byl zaznamenan
kazdy jedinec.

b. Na zaklad¢é Neiho genetické vzdalenosti, kdy se na grafu znazornuji jednotlivé populace.

Vazebna nerovnovaha (LD) je stav mezi alelami na riznych lokusech chromozomu,
na kterych dochazi k nendhodné kombinaci alel. LD popisuje situaci, v niZ se nékteré
kombinace alel nebo genetickych markerti objevuji v populaci s mensi nebo vétsi frekvenci,
nez bychom ocekavali. Zplsobuje, Ze zmény v Cetnosti alel v jednom lokusu pusobi na
zmény v druhém lokusu (Vrzalova, 2010). Testy vazebné nerovnovahy byly pocitany
pomoci programu Popgene, ktery vychazi z modelu podle Ohty (1982). Pozorované
gametické asociace v celém souboru dat (Di’) byly rozlozeny na odhady uvnitf (Dis?a D'i%)
a mezi subpopulacemi (Dg? @ D ¢%). Pomér Dis’/Dg? a D /D «* ukazuje, které mechanismy

jsou zodpovédné za nendhodnou kombinaci alel (Milankov et al., 2004).
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4. VYSLEDKY

Z ptuvodné vybranych 15ti enzymua se nepodafilo pii modifikovanych podminkéach
(rizné sloZeni a pH pufrt) obarvit PGI, G6PD, PGM, LAP a PT. Proto bylo k dalsi analyze
pouzito 10 enzymu, které bylo mozno obarvit (ADH, AMY, CAT, EST, GK, HEX, IDH,
LDH, MDH a ME) a poskytovaly skérovatelné zymogramy.

U nékterych gelt AMY a EST bylo vidét vice lokust (Obr. 4), ty vSak nebyly
skorované, protoze se nevyskytovaly u vSech populaci. U AMY bylo také mozné detekovat

kontaminaci od parazitli ¢i symbiontd.

Obr. 4 Proteiny s vice lokusy

(obdelnikem vyznaceny

druhy lokus, Sipkami jednotlivé
alely).

a) Esteraza

b) Amylaz

4.1. Charakteristiky variability

Pii uréovani charakteristik variability ze vSech lokusu byly vysledky nasledujici:
alelovy polymorfismus P = 1, primérny pocet alel na lokus A = 2,4, primérny pocet alel na
polymorfni lokus Ap = 2,4, ocekdvana heterozygotnost Hg = 0,52, pozorovana
heterozygotnost Ho = 0,123. Charakteristiky variability pro jednotlivé populace jsou
zaznamenany v tabulce 4. Nejvétsi ocekavana heterozygotnost byla 0,575 u populace

z Tiché, naproti tomu nejvétsi pozorovana heterozygotnost byla 0,184 u Hotejsiho TéSova.

cv v

vrwe
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Tab. 4 Variabilita pro jednotlivé lokality (zkratky lokalit viz Tab. 1).

Populace P A He Ho f

CB 1,000 2,333 0,441 0,128 0,722
DT 0,900 2,300 0,405 0,130 0,683
HT 1,000 2,222 0,476 0,185 0,612
RH 0,833 2,333 0,447 0,134 0,707
RJ 1,000 2,333 0,473 0,110 0,780
SB 0,889 2,222 0,429 0,065 0,845
TI 1,000 2,200 0,572 0,000 1,000
A 1,000 2,300 0,364 0,102 0,717
celkové 0,950 2,281 0,451 0,107 0,763

Analyza privatnich alel (tj. alel nalezenych jen v jedné populaci) odhalila pouze jeden
piipad, a to alelu Me-3, ktera se vyskytovala jen u populace broukt z Ceskych Budgjovic.
Frekvence jejiho vyskytu ¢inila 14,3%, pticemz frekvence privatni alely vyssi nez 1% muze

znamenat, zZe populace je geneticky izolovana.

4.2. Hardy-Weinbergova rovnovaha

V pftiloze 3 jsou uvedeny alelové frekvence pro vSechny lokality. Hodnoty alelovych
frekvenci nekterych lokustl jsou ovlivnény nedostatkem analyzovanych jedinci (pfevazné u
ADH).

Hardy-Weinbergova rovnovaha byla testovana pomoci testu XZ a Fisherova exaktniho
testu. U Fisherova testu bylo s daty zachazeno dvéma zptisoby:

a.) jednotlivci s chybéjicimi daty byli z testu vytazeni (sloupec ,,discard).

b.) chybéjici data program GDA odvodil pouzitim empirickych alelovych frekvenci
(sloupec ,,infer*).

Tento postup by mél odhalit ptipadné odchylky, které mohou chybé&jici data zptisobit.

V pfiloze 4 jsou zapsany vysledky testil, které se od sebe mirn¢ 1i8i. VétSinou se
jedna o rozdil v lokusech, u nichz se hladina vyznamnosti (p) pohybovala blizko hodnoty
0,05. Nejvétsi rozdily byly mezi vysledky testu XZ a Fisherova testu, u kterého byla
nahrazena chybéjici data.

U vSech populaci byla zjisténa odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy nejméné

v jednom lokusu, z ¢ehoz vyplyva, ze vzorky z jednotlivych populaci nejsou homogenni.
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V lokalitach Dolejsi TéSov, Hotejsi Tésov a VIEi jamy byla nalezena nerovnovaha u osmi

e Inbreedingem, kdy se mezi sebou ktizi ptibuzni jedinci, coz vede k piebytku homozygott
v populaci. Inbreeding naznacuji i hodnoty fixa¢niho indexu (viz kapitola 4.1.
Charakteristiky variability), které nabyvaji ve vSech lokalitach kladnych hodnot.

e Geografickou strukturou populace, kterd vede k nendhodnému pareni a zptisobuje

nadbytek homozygotii.

Nasledné byly populace rozdéleny do 5 oblasti: Ceské Budgjovice (CB), Hartmanice
(DT, HT), Dolni Dvoti§té (RH, RJ, Ti), Novohradské hory (SB) a Sumava (VJ) a u danych
oblasti byla testovana Hardy-Weinbergova rovnovaha, aby se zjistilo, zda lokality netvoii
jednu populaci (Pfiloha 5). Test vychazel signifikantni nejméné u jednoho lokusu kazdé
oblasti, vzorky jsou tedy heterogenni a nepatii kK jedné populaci.

H-W rovnovaha byla testovdana i u vsech populaci dohromady. V tomto ptipadé
kazdy lokus dosahoval hladiny vyznamnosti p < 0.001. Tim bylo prokazano, Ze brouci

netvoii V jiznich Cechach jednu panmiktickou populaci.

4.3. Wrightovy F-statistiky

Wrightovymi F-statistikami byla odhadovdna odchylka od alelovych frekvenci na
urovni subpopulaci, uvnit celkové populace a byl zjistovan vliv rozdéleni populace na
subpopulace. Hodnoty jednotlivych koeficientl jsou zaznamenany v tabulce 5. Smérodatna
odchylka byla u vSech koeficientll malé, vysledky jsou tedy vyznamné (odlisné od nuly).

Koeficient Fir je souhrnna hodnota, méti heterozygotnost jedince vramci celé
populace. Hodnoty Fir se pohybuji mezi 0,670 a 0,959. Tyto vysledky naznacuji velky
deficit heterozygott.

Koeficient Fs zjistuje sniZzeni heterozygotnosti uvniti subpopulaci. Celkova hodnota

wrwe

wrwe

subpopulace. Celkova hodnota Fst = 0,445 znaci velmi vysokou rozriznénost populaci.

Z celkové variability je 44,5% zpusobeno genetickou rozdilnosti mezi subpopulacemi.
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Tab. 5 Vysledky F-statistik.

Lokus Fis Fir Fst

ADH 0,741 0,959 0,840
AMY 0,758 0,789 0,127
CAT 0,622 0,684 0,164
EST 0,291 0,670 0,535

GK 0,731 0,828 0,360
HEX 0,860 0,908 0,343
IDH 0,836 0,925 0,545

LDH 0,747 0,907 0,632
MDH 0,882 0,915 0,285

ME 0,882 0,955 0,616
Celkov¢ 0,735 0,854 0,445
SE 0,056 0,034 0,072

SE- smérodatna odchylka

4.4. Geneticky tok

Hodnoty genetického toku byly pocitany nejprve podle Neiho, ktery vychazi ze
vzorce: Nm = [(1 / Fs;) - 1] / 4. Vysledky testu podle Neiho vykazuji nizké hodnoty (Tab.
6). Celkova hodnota genetického toku ¢ini 0,533.

Nasledné byl pouZit vypocet podle Bartona a Slatkina (1986), jejichz vzorec vyuziva
privatni alely. Podle tohoto vzorce vysla celkova hodnota Nm = 0,434, ktera také vypovida o

nizké migraci.

Tab. 6 Hodnoty genetického toku podle Neiho.

Lokus Nm

ADH 0,047
AMY 1,723
CAT 1,277
EST 0,217
GK 0,443
HEX 0,479
IDH 0,209
LDH 0,146
MDH 0,628
ME 0,156
Mean 0,533
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4.5. Geneticka vzdalenost

Z uvedenych hodnot je zifejmé, Ze nejveétsi genetickd vzdalenost je mezi populacemi z

Rychnova nad Malsi-hibitov a Tiché (1,314), které jsou si v8ak geografickou polohou blizké.

Vysledky genetické vzdalenosti podle Neiho jsou zaznamenany V tabulce 7.

Nejmensi geneticka vzdalenost je mezi Dolejsim TéSovem a VIE¢imi jamami (0,248).

Tab. 7 Neiho geneticka vzdalenost (1978). Zkratky lokalit viz Tab. 1.

CB DT HT RH RJ SB Ti VJ

0,000 CB
0,454 0,000 DT
0,579 0,279 0,000 HT
0,832 0,874 1,079 0,000 RH
0,405 0,322 0,387 0,951 0,000 RJ
0,504 0,390 0,440 1,300 0,410 0,000 SB
1,135 1,047 1,237 1,314 1,029 1,035 0,000 Ti
0,662 0,248 0,392 0,861 0,468 0,488 1,184 0,000 \A

geografickou vzdalenosti (Obr. 5). Pokud se v populacich vyskytuje izolace vzdalenosti,
pfimka v grafu stoupa. Pro naSe data Manteliiv test nenasel zddnou zavislou a statisticka

podpora testu neni prikazna (p = 0,2).

Pomoci Mantelova testu jsem zkoumala vztah mezi Neiho genetickou vzdalenosti a

Geneticka vzdalenost

1,400
1,200 - . * 4

* e
1,000

.

0,800 b
0,600 - o ¢ o y = -0,0015x + 0,8085
0,400 - * o * s R*=0,0234

? .
0,200 1
0,000 T T T T

0,000 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000

geograficka vzdalenost

Obr. 5 Zavislost mezi genetickou a geografickou vzdalenosti.
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Z genetické vzdalenosti podle Neiho (1978) byla programem MEGA 5 metodou
Neighbour-Joining provedena shlukovaci analyza, na jejimz zakladé¢ byl sestrojen
dendrogram (Obr. 6). Na obrazku 7 je vytvoien dendrogram, ktery vychazi z hodnot parové
Fst. Oba dendrogramy vytvafeji stejné shluky. Nejblize ptibuzné jsou si populace

z Dolejsiho TéSova a VI¢ich jam.

by

L5

R

{p
S

Obr. 6 Dendrogram sestrojeny s Neiho genetické vzdalenosti. Zkratky lokalit viz Tab. 1.
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Obr. 7 Dendrogram sestrojeny z parovych hodnot Fsr.
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4.6. PCA (Analyza hlavnich komponent)

Analyza hlavnich komponent byla provedena programem GenAIEX. Jejim
vysledkem byl graf, ktery ukazuje piibuznost jednotlivych jedinct (Obr. 8) nebo populaci
(Obr. 9).

& CB
EDT
AHT
XRH
XRJ

Koordinata 2

®SB

+Ti

=VJ
Koordinata 1

Obr. 8 PCA vychazejici z kodominantni genetické vzdalenosti. Zkratky populaci viz Tab. 1.

Na obrazku 7 je vidét, e jedinci z Ceskych Bud&jovic a Hofejstho a Dolejsiho
Té&Sova jsou rozprostieni po celém grafu. VI¢i Jamy se neprolinaji s populacemi z Rychnova
nad Malsi, Tiché a Svébohu.

Obrazek 8 ukazuje, Ze brouci z Ceskych Budgjovic, VI¢ich jam, Hofejsiho Téova,
Dolejsiho TéSova, Rychnova nad Malsi-jamy a Svéboht tvoii jeden klastr, jsou si tedy
nejblize piibuzni. Populace z Tiché a Rychnova nad Malsi-hibitov jsou nejvice odli$né,

jelikoz se nachazeji daleko od ostatnich na hlavni koordinaté 1.

€ RH

Koordinata 2

V] @& adB
—‘—:nT
HT © ¢ 'RJ

¢ B
¢ Ti

Koordinata 1

Obr. 9 PCA vychazejici z Neiho genetické vzdalenosti. Zkratky lokalit viz Tab. 1.
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4.7. Vazebna nerovnovaha (LD)

Pomoci Ohtovy analyzy vazebné nerovnovahy bylo zjisténo, ze téméi u vSech para
lokusti je hodnota Di nizsi nez Dy’ a zaroveh D' je vetsi nez D Tyto vysledky
naznacuji, ze nendhodné kombinace alel jsou zplsobeny pievazné omezenou migraci a
genetickym driftem. Od tohoto zavéru se odlisoval par lokusit ADH-HEX, kde Djs’ je mensi
nez Dsf. Dvojice lokust s prikaznou nerovnovahou a odpovidajici hodnoty koeficienta

vazebné nerovnovahy jsou uvedeny v tabulce 8.

Tab. 8 Vysledky testi pro vazebnou nerovnovahu. Seznam zkratek lokalit viz Tab. 1.

Lokalita s

Lokus 1 Lokus 2 prikaznou LD Dy’ Dis D’ Dy’ D

HEX LDH CB p<0,001 0,33261 0,03742 0,28928 0,29862 0,04333
CAT ME DT p<0,05 0,24258 0,00132 0,14628 0,24308 0,09630
GK IDH DT p<0,05 0,32788 0,03205 0,28636 0,29943 0,04152
IDH LDH DT p<0,05 0,23285 0,03031 0,17979 0,19641 0,05305
ADH HEX HT p<005 0,25889 0,03906 0,12305 0,22182 0,13584
CAT EST HT p<005 0,11977 0,01148 0,10366 0,11165 0,01611
ADH AMY V] p<005 0,14164 0,00628 0,09152 0,13617 0,05012

p- hladina vyznamnosti

D;?- celkova variance LD

Dis’- o&ekavana variance LD uvnitf subpopulace

D i’ variance korelace lokusi 1 a 2 jedné gamety v subpopulaci vzhledem k celkové populaci

Dy’- variance korelace dvou lokust (lokus 1 a 2) riznych gamet subpopulace vzhledem k celkové populaci
D - variance LD celé populace
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5. DISKUZE

O populaéni genetice koprofagniho brouka A. prodromus nebylo doposud nic
zjisténo, tato prace je prvni studii zabyvajici se genetickou strukturou populaci tohoto druhu
v jiznich Cechach. Piestoze vzorky pochéazely zrelativné malé oblasti, i tak vysledky
prinesly mnoho novych informaci tykajicich se genetické diverzity obecné¢, 1 specifi¢téjsich

jevu jako je napf. migrace.

5.1. Studované enzymy

Celkove bylo k analyze pouzito 10 enzymt. U ME (Malic enzym) byly detekovany 3
alely, aviak alela ¢islo 3 byla zjisténa jen u populace z Ceskych Budgjovic. Martin-Piera a
Boto (1999) u MDH a IDH pozorovaly 4 alely, v mé praci vSak byly objeveny u obou lokust
pouze alely 2. Roslin (2001) zjistil u MDH alely 3. U amylazy se vyskytovalo 5 alel. Kromé
toho byly u amylazy identifikovany dva lokusy, ale pfitomnost lokusu AMY?2 se projevovala
velmi ztidka, tudiz byl z dal$i analyzy vynechan. Vice lokust bylo nalezeno i u EST, coz
odpovid4 studii Martinse a Contela (2001), ktefi pfi zkoumani koprofagnich broukil
pozorovali lokust 6. Pfitomnost vice lokust jsem v§ak zaznamenala pouze u vzorkad z lokalit

Ceské Budgjovice, VI¢i jamy a Svébohy, které se pohybovaly na hranici detekce.

5.2. Variabilita

Primérna ocekavana heterozygotnost Hg = 0,520 byla znatelné vyssi nez hodnota u
piibuzného druhu Aphodius fossor u populaci z Finska a Alandu, kde He = 0,200 (Roslin,
2001). Tento vysledek se také vyrazng 1isi od primérné genetické diverzity hmyzu, ktera ma
hodnotu He = 0,107 (Graur, 1985). Rozdily v pozorované heterozygotnosti mohou byt
ovlivnény poctem vybranych lokusti a tim, zda se jednd o lokusy monomorfni nebo
polymorfni. Vysoké hodnoty Hg V této praci jsou zplisobeny tim, Ze jsem pracovala s velkym
mnozstvim polymorfnich lokusi, které byly zdmérné zvoleny na zaklad¢ ptedchozich studii.
Celkovy polymorfismus pro vSechny lokusy byl 100% a hodnoty ocekavané
heterozygotnosti se pohybovaly od He = 0,488 pro ADH po Heg = 0,780 u AMY. V praci
Roslina (2001) jsou hodnoty genetické diverzity u nékterych lokusi nizké (Hg = 0,010 pro
lokus GOT-f , He = 0,016 pro IDC), naopak u lokust PEP D a GOT-s jsou hodnoty Hg
vysoké (0,529 a 0,475).
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Porter a Rush (1996) uvadi u koprofagnich broukt rodu Aegialia vysoké hodnoty
polymorfismu v rozsahu 12-93,9%. Hodnoty ocekavané heterozygotnosti jsou vSak nizké.
Primérna geneticka diverzita mohla byt snizovana vétsim poctem vysetfovanych lokust (32)
nez bylo v mé préci.

Hodnota pozorované heterozygotnosti (Ho = 0,126) byla v porovnani s ocekavanou
heterozygotnosti mala. Za tuto odchylku je pravdépodobné zodpovédny inbreeding, kdy se

mezi sebou paii ptibuzni jedinci, coz zplisobuje Ubytek heterozygot v dané populaci.

5.3. Hardy-Weinbergova rovnovaha

U vsech lokalit byla zaznamenana odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy.
Nerovnovaha je pravdépodobné zplisobena rovnéz inbreedingem, ktery zptisobuje zménu
genotypovych frekvenci. Inbreeding podporuji 1 nizké hodnoty genetického toku. Jelikoz
brouci migruji jen velmi malo, dochazi ke snizené vyméné genetické informace mezi
populacemi a zvySuje se pravdépodobnost piibuzenského pareni. Toto zjisténi je v rozporu
s vysledky Roslina (2001), ktery zjistil, ze populace ptibuzného druhu Aphodius fossor ve
Finsku jsou homogenni. Vysvétluje to silnym genetickym tokem mezi relativné stalymi
mistnimi populacemi. Je tedy otazkou, nakolik jsou lokality v jiznich Cechach odligné od
lokalit finskych — zda je pfi¢ina omezené migrace pfitomnost geografickych prekazek,
odlisné pastevni schéma, nebo jestli je A. prodromus méné migrujici z né&jakého
biologického duvodu. Nizky geneticky tok A. prodromus mohl byt tedy pfic¢inou
nerovnovahy u populaci v jiznich Cechach. Martins a Contel (2001) vysvétluji nerovnovéhu
pro lokus EST4 u koprofagniho brouka Onthophagus gazella selektivnimi procesy, jelikoz
odchylka u rovnovdhy se vyskytovala pouze u daného lokusu. JelikoZ se v mé praci
nerovnovaha objevovala u vSech lokusi, selekci zplisobena neni. Pficinou odchylky od
Hardy-Weinbergovy rovnovahy mohla byt také ptitomnost nulovych alel, coz jsou alely se
snizenou enzymatickou funkci. Pfitomnost nulovych alel mlZe vysvétlovat nalezeny
nedostatek heterozygott. Tento jev byl pozorovan u enzymia ADH, IDH, LDH, ME a EST.
Dalsim moznym divodem nerovnovahy mize byt rozdéleni na subpopulace. Pokud je
populace rozd€lena do subpopulaci, zvySuje se pravdépodobnost nendhodného pafeni a tim
dochazi k nadbytku homozygoti. Toto zjisténi podporuji i vysledky Fsr, které ukazaly, ze

44,5% z celkové variability je zapfic¢inéno rozdilnosti mezi subpopulacemi.

24



Pii testovani Hardy-Weinbergovy rovnovahy na urovni regioni bylo zjisténo, ze
vzorky z téchto oblasti jsou heterogenni. Kdyz byly vSechny lokality ovétovany dohromady,
bylo prokéazano, Ze brouci A. prodromus V jiznich Cechach netvoii jednu panmiktickou

populaci.

5.4. Struktura populaci

Geneticka diverzita mezi populacemi je velmi vysoka (Fst = 0,445) a zaroven se
vyznamné 1i§i od nuly. Tento vysledek naznaCuje existenci subpopulaci A. prodromus v
jiznich Cechach. Genetickou divergenci miize zvySovat i nizka migrace. Tyto vysledky se
vyrazné li§i od hodnot zjisténych u A. fossor, kdy divergence mezi populacemi Fsr byla
pouze 0,011 (Roslin, 2001). Malou genetickou diverzitu mezi populacemi podporuji i
vysoké hodnoty genetického toku u A. fossor, které odpovidaji 14 Gspé€Snym migrantd na
generaci. Nizké hodnoty Fst udavaji i Martin-Piera a Boto (1999) u koprofagnich broukt
Onthophagus taurus (Fst = 0,027) a Onthophagus illyricus (Fst = 0,075), u obou druhd je
tedy nizky stupen diferenciace.

Brouci A. prodromus jsou schopni zapliiovat pastviny brzy, ale pfesto malo migruji.
Hodnoty genetického toku jsou velmi malé, ukazuji, ze na kaZzdou druhou generaci ptipada
pouze jeden migrant. Koprofagni brouci jsou velmi dobfi letci, tudiz by omezena migrace
neméla byt zptisobena geografickou vzdalenosti lokalit.

Zavislost genetické vzdalenosti na geografické nebyla prokazana. Geneticky
nejvzdalenéjsi jsou si populace Tiché a Rychnova nad Malsi-hibitov, piestoze geograficka
vzdalenost mezi nimi je pouze 3 km. Naopak geneticky nejblize jsou si brouci z Dolejsiho
TéSova a VICich jam, které déli zem&pisna vzdalenost 39,3 km.

Dendrogramy, které byly vytvoieny podle hodnot Neiho genetické vzdalenosti,
oddélily od ostatnich populaci Tichou a Rychnov nad Malsi-hibitov. Tento vysledek
podporuje i PCA, u niz byl vytvofen shluk populaci z Ceskych Bud&jovic, VI¢ich jam,
Hoftejsiho TéSova, DolejSiho TéSova, Rychnova nad MalS$i-jamy a Svébohil a vyrazné mimo
ostatni byla Ticha s Rychnovem nad Malsi-hfitov. Na grafu PCA, sestavené z hodnot
kodominantni genetické vzdalenosti, jsou brouci z Ceskych Bud&ovic a z obou Té&sovii
rozmisténi po celé plose. Jedinci z VI¢ich jam se neprolinaji s populacemi z Rychnova nad
Malsi, Tiché a Svéboht.
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Vazebnou nerovnovéhu u vétSiny parti lokusti zptsobil geneticky drift. Vyjimkou
byla dvojice ADH-HEX, kde D’ je mensi nez D'’ Takovy vysledek mohl byt zapfiginén

soucasnym pusobenim vice faktort (geneticky drift, selekce, rozdéleni do subpopulaci).
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6. ZAVER

Tato prace je vyznamna tim, Ze se zabyva druhem brouka Aphodius prodromus,
kterému doposud nebyla z hlediska genetického vénovéna téméf Zadna pozornost, prestoze
se jedna o jednoho z nejhojné&jsich koprofagnich broukt v CR.

Na zakladé alozymové analyzy (10 enzymu) u 418 jedinci A. prodromus z osmi
jihoceskych populaci byl zjistén nedostatek heterozygoti a vyrazné odchylky od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy. Nerovnovaha byla nalezena jak na turovni lokalit, tak i mezi
regiony i u vSech populaci dohromady.

Mezi populacemi byla zaznamenana velmi vysoka geneticka divergence, ktera byla
vyrazn€ vys$i nez divergence zjisténd v predchozich studiich u jinych koprofagnich broukd.
Hodnoty genetického toku byly také niz$i nez u koprofagnich brouku A. fossor. Bylo
zjisténo, ze A prodromus tvoii v jiznich Cechach subpopulace, jejichZ geneticka divergence
je zodpovédna za velkou ¢ast variability. Dendrogramy a PCA ukdazaly vétsi pribuznost mezi
populacemi z Ceskych Budgjovic, VIgich jam, Hofejiiho Té&ova, Dolejsiho Té&lova,

Rychnova nad Malsi- jamy a Svébohii, naopak nejvzdalenéjsi tomuto klastru je Ticha.
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8. PRILOHY

PRILOHA 1

Vzdalenosti mezi jednotlivymi lokalitami.

Popl Pop2 geo vzdal.(Km)
CB DT 80,1
CB HT 79,7
CB RH 36,1
CcB RJ 36,1
CB SB 28,2
CB Ti 37,3
CB VI 51,5
DT HT 0,7
DT RH 97,9
DT RJ 97,9
DT SB 105,1
DT TI 100,7
DT VJ 39,3
HT RH 97,3
HT RJ 97,3
HT SB 104,6
HT Tl 100,1
HT VJ 38,7
RH RJ 1,0
RH SB 22,8
RH Tl 3,0
RH VI 60,0
RJ SB 22,8
RJ Tl 3,0
RJ VI 60,0
SB Tl 21,5
SB VJ 71,1

Ti VI 62,9




PRILOHA 2

Barvici protokoly pouzitych enzymd.

MDH- Malate dehydrogenase

TRISA 8,75 ml
Malic acid (2 M, pH 7,0) 1ml
MgCl, (0,5 M) 0,075 ml
NAD 1% 0,5ml
MTT 1% 0,25 ml
PMS 1% 0,125 mi

Inkubovat ve tmé pii 37°C, dokud se neobjevi tmavé fialové prouzky na Zlutém

pozadi

LDH- Lactate dehydrogenase

TRISA 8,75 ml
D,L- Lactic acid (0,5 M) 2mil
NAD 1% 0,25 ml
MTT 1% 0,375 ml
PMS 1% 0,125 ml

Inkubovat ve tmé pii 37°C, dokud se neobjevi tmavé fialové prouzky na Zlutém

pozadi

HEX- Hexokinase

TRIS A 10 ml
ATP 20 mg
2-D glukose 500 ¢
MgCl; (0,5 M) 1ml
NAD 1% 1ml
NADP 1% 0,5ml
MTT 1% 0,5ml
G6PD 6 pl
PMS 1% 0,5ml
dH20 10 ml

Inkubovat ve tmé pii 37°C, dokud se neobjevi tmavé fialové prouzky na zlutém

pozadi
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ADH- Alcohol Dehydrogenase

TRIS A
Ethanol
NAD 1%
MTT 1%
PMS 1%

10 ml
0,4 ml
0,8 ml
0,2ml
20 ul

Inkubovat ve tmé pti 37°C, dokud se neobjevi tmavé fialové prouzky na Zlutém

pozadi.

GK- Glukokinase

TRIS A

ATP

2-D glukose
MgCl, (0,5 M)
NAD 1%
NADP 1%
MTT 1%
G6PD

PMS 1%
dH20

10 ml
20 mg
50g
1ml
1ml
0,5 ml
0,5 ml
6 ul
0,5 ml
10 ml

Inkubovat ve tmé pti 37°C, dokud se neobjevi tmavé fialové prouzky na Zlutém

pozadi

o-AMY- a-Amylase

roztok A: 50 mM Na- acetatovy pufr pH 5.6
1M CaCl2

roztok B: 10mM 12
14 mM KI

10 mi
0,2 ml

1) Do gelu se misto vody pridava 0,5% roztok Skrobu.

2) Gel prelit roztokem A a inkubovat ve tmé pii 37°C asi 1 hodinu.

3) Slit roztok A a gel oplachnout destilovanou vodou.

4) Obarvit roztokem B, gel oplachnout destilovanou vodou.
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ME- Malic acid

TRIS A 5ml
Malic Acid (2 M, pH 7,0) 0,5ml
MgCI2 (0,5 M) 0,75 ml
NADP 1% 0,1 ml
MTT 1% 0,2 ml
PMS 1% 0,1 ml
dH,0 5ml

Inkubovat ve tmé pii 37°C, dokud se neobjevi tmave fialové prouzky na Zlutém

pozadi

IDH- Isocitrate Dehydrogenase

TRIS A 10 mi
D,L- isocitric acid (0,1 M) 1ml
MgCl, (0,5 M) 1ml
NADP 1% 0,3ml
MTT 1% 0,3ml
PMS 1% 0,3ml

Inkubovat ve tmé pii 37°C, dokud se neobjevi tmavé fialové prouzky na zlutém

pozadi

CAT- Catalase

A: 3% HzOz
B: 2% Pottasium ferricyanide

C: 2% Ferrie chloride

1. Inkubovat v roztoku A 15 minut.

2. Vylit a vymyt destilovanou vodou

3. Ponofit do smési B a C v poméru 1:1

EST- Esterase

a. Inkubovat v 50 ml fosfatového pufru (14,1 g Na2HPO4 v 50 ml objemu, pH 7,0)

b. Pfidat 0,5 g Fast Blue RR do 1,5 ml substratového pufru (1 g 2-naftylacetatu, 50 ml acetonu)”

C.  Smichat substratovy pufr s Fast Blue RR se 45 ml fosfatového pufru a gel inkubujte 15 minut v
37°C
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PRILOHA 3

Alelové frekvence u jednotlivych lokalit.

Lokus Alela/n Populace
CB DT HT RH RJ SB Ti VJ
ADH n 0 14 6 0 0 3 0 33
1 0,000 0,571 0,833 0,000 0,000 1,000 0,000 0,212
2 0,000 0,429 0,167 0,000 0,000 0,000 0,000 0,788
AMY n 45 49 58 58 57 52 13 43
1 0,356 0,010 0,224 0,284 0,325 0,375 0,308 0,233
2 0,256 0,092 0,060 0,216 0,114 0,212 0,000 0,140
3 0,244 0,051 0,000 0,121 0,079 0,048 0,000 0,221
4 0,144 0,020 0,405 0,302 0,325 0,250 0,308 0,233
5 0,000 0,827 0,310 0,078 0,158 0,115 0,385 0,174
CAT n 12 16 27 14 8 5 2 14
1 0,292 0,406 0,352 0,321 0,438 0,800 0,500 0,857
2 0,708 0,594 0,648 0,679 0,563 0,200 0,500 0,143
EST n 41 43 28 27 30 0 0 57
1 0,268 0,733 0,554 0,667 0,667 0,000 0,000 0,605
2 0,732 0,267 0,446 0,333 0,333 0,000 0,000 0,395
GK n 6 8 0 11 3 5 7 7
1 0,500 0,500 0,000 0,455 0,167 0,400 0,714 0,571
2 0,500 0,500 0,000 0,545 0,833 0,600 0,286 0,429
HEX n 11 9 12 7 19 11 8 7
1 0,409 0,389 0,583 0,000 0,842 0,818 0,750 0,143
2 0,591 0,611 0,417 1,000 0,158 0,182 0,250 0,857
IDH n 8 19 10 0 10 11 0 32
1 0,688 0,684 0,600 0,000 0,300 0,364 0,000 0,266
2 0,313 0,316 0,400 0,000 0,700 0,636 0,000 0,734
LDH n 12 20 11 0 8 17 0 15
1 0,083 0,425 0,818 0,000 0,688 0,206 0,000 0,700
2 0,917 0,575 0,182 0,000 0,313 0,794 0,000 0,300
MDH 32 28 34 22 2 12 2 59
1 0,891 0,018 0,426 0,591 0,500 0,500 0,500 0,059
2 0,109 0,982 0,574 0,409 0,500 0,500 0,500 0,941
ME n 14 19 22 0 5 4 0 42
1 0,643 0,737 0,432 0,000 0,800 0,500 0,000 0,012
2 0,214 0,263 0,568 0,000 0,200 0,500 0,000 0,988
3 0,143 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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PRILOHA 4
Hardy-Weinbergova rovnovaha pro jednotlivé lokality.

V tabulce jsou vypsany lokusy, u nichZ je odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy
*p<0,05 **p<0,01,***p<0,001

Fishertyv test Fisheriv test
Populace %2 test discard infer
CB AMY *** AMY *** AMY ***
EST *** EST *** EST *
HEX ** HEX ** LDH *
IDH * LDH * MDH ***
LDH *** MDH *** ME *
MDH *** ME ***
ME ***
DT AMY *** AMY *** AMY ***
CAT * CAT * EST *
EST * EST * ME *
GK *** GK **
LDH * HEX *
ME ** IDH *
LDH ***
ME **
HT ADH * AMY *** AMY ***
AMY *** HEX * CAT *
CAT * IDH ** HEX *
HEX * LDH ** LDH *
IDH ** MDH *** MDH ***
LDH *** ME **
MDH ***
ME ***
RH AMY *** AMY *** AMY ***
CAT ** CAT ** MDH **
GK * MDH ***
MDH ***
RJ AMY *** AMY *** AMY ***
CAT * CAT * GK *
EST * EST * ME *
HEX *** HEX ***
IDH ** IDH **
LDH *
ME *
SB AMY *** AMY *** AMY ***
CAT * GK * HEX *
GK * HEX **

HEX ***  |DH **
IDH ***  MDH ***

MDH ***
ME *

37



Ti AMY %% AMY * AMY *x
GK ** GK *
HEX**  HEX*

Vi ADH ***  ADH *** ADH ***
AMY %% AMY ** AMY **
CAT ***  CAT** EST **
EST ** EST ** IDH **
GK ** GK *
HEX**  IDH***
IDH ***  LDH **
LDH **
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PRILOHA 5

Vysledky testu homogenity na rizné geografické trovni.

ns-nesignifikantni odchylka

p-hladina vyznamnosti

Fishertav Fishertav

Oblast Locus %2 test test discard  test infer
Ceské Budgjovice ADH - - -

AMY p <0,001 p <0,001 p <0,001

CAT ns ns ns

EST P < 0,001 p <0,001 p <0,001

GK ns ns ns

HEX p<0,01 p<0,01 ns

IDH p <0,05 ns ns

LDH p <0,001 p <0,05 ns

MDH p <0,001 p <0,001 p<0,01

ME p <0,001 p <0,001 ns
Hartmanice ADH p <0,05 p <0,05 ns

AMY p <0,001 p <0,001 p <0,001

CAT ns ns ns

EST p <0,05 ns ns

GK p<0,01 p<0,01 ns

HEX p<0.01 p<0,01 ns

IDH p <0,001 p <0,001 p<0,05

LDH p <0,001 p <0,001 ns

MDH p <0,001 p <0,001 p <0.001

ME p <0,001 p <0,001 p <0,001
Dolni Dvoristé ADH - - -

AMY p <0,001 p <0,001 p <0,001

CAT p <0,001 p <0,001 ns

EST ns ns ns

GK p <0,05 ns ns

HEX p <0,001 p <0,001 ns

IDH p <0,001 p <0,001 p<0,05

LDH p<0,01 p<0,01 ns

MDH p <0,001 p <0,001 p<0,01

ME p <0.05 ns ns
Novohradské hory ADH - - -

AMY p <0,001 p <0,001 p <0,001

CAT ns ns ns

EST - - -

GK p <0,001 p <0,001 ns

HEX p <0,001 p <0,001 p<0,05

IDH p<0,01 p <0,05 p<0,01

LDH ns ns ns

MDH p <0,001 p <0,001 p <0,001

ME p <0,05 ns ns
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Sumava ADH p <0,001 p <0,001 p <0,001
AMY p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
GK p<0,01 p <0,05 ns
HEX p<0,01 ns ns
IDH p <0,001 p <0,001 ns
LDH p<0.01 p<0,01 ns
MDH ns ns ns
ME ns ns ns
Fisheriv Fisheriv
Vsechny Locus %2 test test discard  test infer
ADH p < 0,001 p < 0,001 ns
AMY p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
CAT p < 0,001 p < 0,001 p<0,05
EST p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
GK p <0,001 p <0,001 ns
HEX p <0,001 p <0,001 p <0,001
IDH p < 0,001 p < 0,001 ns
LDH p <0,001 p <0,001 p <0,001
MDH p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
ME p <0,001 p <0,001 p <0,001
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