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1. Uvod

Diky modernim fylogenetickym metodam muiZeme odhalit koevolu¢ni vzory tykajici
se spojeni hostitel - parazit, rekonstruovat pribéh spolecné evoluce a vysvétlit mechanismy
uplatfiujici se v koevoluci hostitele a parazita. Doposud byla vétsina koevolu¢nich studii
provadéna na fylogenetické trovni, ale pro pochopeni zakladnich evolué¢nich mechanismt
interagujicich taxoni by bylo vhodné uvazit i jejich genealogii a popula¢ni strukturu parazitii
(Banks a Paterson, 2005).

Koevoluce mezi hostiteli a parazity je jizdlouho uznadvana jako zakladni hnaci sila
makroevoluénich procest (Nieberding a spol., 2008). Plvod parazitickych druhti s riznymi
stupni hostitelské specifity je v parazitologii diskutovanym problémem (Clayton a spol.,
2004) a predpoklada se pisobeni nékolika odlisnych evolu¢nich procest. V jednodussim
piipadé dochazi ke spole¢né speciaci mezi hostitelem a jeho parazitem, kdyz tito dva
organismi sdileji spole¢nou evoluéni historii tak, ze parazit sleduje specia¢ni udalosti svého
hostitele (Page, 2003). Mezi dalsi dilezité procesy, které ovlivituji pribéh evoluce
stavajicich linii a vznik linii novych, se fadiptfeskoky parazita na jin¢ho hostitele, duplikace
linii, lineage sorting a neschopnost parazita speciovat spolu s hostitelem.

Stupenn hostitelské specifity pfitom mize snadno ovliviiovat vnitrodruhovou
genetickou strukturu a vytvoteni bariér genetickym tokem (Johnson a spol., 2002). Parazité
pravdépodobné Casto podstupuji proces speciace spolu s hostitelem, ktery do zna¢né miry
ovliviiuje jejich geneticky charakter. Zaroven ale genealogie parazita neodrazi presné
genetickou strukturu a evolu¢ni historii hostitele a i blizce ptibuzné linie parazita se mohou
velmi liSit mirou hostitelské specifity a populacni struktury, jak bylo prokazino napft.
u lidskych v8i (Pediculus humanus). U téchto vsi existuji dve specializované formy, hlavova
a Satni (t€Ini), které vSak nejsou reciproéné monofyletické (Reed a spol., 2004). Vsi druhu
Pediculus humanus byly rozdéleny do 3 linii, které se mezi sebou liSily specifitou vici
riznym castem téla hostitele 1 geografickym rozsSifenim. Jedna vétev obsahovala jak formu
hlavovou, tak Satni a pochazely zcelého svéta. Dalsi vétev zahrnovala pouze formu
hlavovou z tzemi stfedni a zapadni Ameriky a Evropy. Posledni vétev m¢la také pouze
formu hlavovou a to z oblasti Afriky a Nepalu (Reed a spol., 2004). Podrobngjsi studium
genealogickych vztahti odhalilo, Ze $atni forma vznikla nékolikrat nezavisle na sobé z formy
hlavové, duplikaénim procesem.

Duplikace parazita je povazovana za jeden z hlavnich koevolu¢nich procesi, které

jsou zakladem parazito-hostitelskych vztahii. Jednim mechanismem, ktery mtze duplikace



zpusobovat, je pfechodna roztfiSténost a nasledné slouceni hostitelské populace, kdy kratka
generacni doba parazita povede ke speciaci, zatimco populace hostitele ziistanou geneticky

propojené (Stefka a Hypsa, 2008).

1.1. Fylogeograficky patern Evropy

Fylogeografie studuje procesy urujici geografick¢é rozlozeni genetickych linii
na vnitrodruhové ¢i ptbuzenské Urovni a pouziva se pro zjiSténi riznych procest, jako je
rozdéleni populace, speciace, adaptace ¢i migrace cest spojenych s klimatickymi zménami
v minulosti (Avise, 2000). Klimatické zmény maji hlavni dopad na geografické rozsifeni,
demografii a tedy i1 na evoluci druhti (Hewitt, 2004). Evoluce evropskych druhti Zivocichii
béhem a po ctvrtohornim zalednéni a jejich soucasné arealy vyskytu patii v dneSni dobé
k velice diskutovanym tématim.

Mnoho temperatnich druhi osidlilo béhem c¢tvrtohorniho zalednéni niz8i zemépisné
Sitky, takZe v Evropé€ se jizni poloostrovy Ibérie, Itdlie a Balkdnu staly dalezitymi refugii,
kde druhy pteZily posledni glacial a kolonizovaly severni ¢asti s pfichodem postglacialniho
oteplovani (Brunsfeld a spol., 2001) (Obr. 1). O rekolonizaci Evropy se nejvice pficinilo
balkanské refugium, poté iberské a nejméné italské. Pravdépodobné je to dano pohotimi,
které slouzily jako bariéry pti postglacialni kolonizaci a byly jimi Alpy a Pyreneje (Hewitt,
2011). V regionech, které pusobily jako glacialni refugia, je u mnoha druhl, v soucasné
dobé&, zna¢na genetickd rozmanitost. Tento jev je dosti patrny na Iberském poloostrove, kde
byl popséan jako ,refugium v refugiu®, nebot’ kombinuje klimatické, genetické a geologické
znamky, které ukazuji na to, ze jednotlivé linie pfezily, v pohofimoddélenych céstech
poloostrova, n€kolik dob ledovych (Hewitt, 2010).

Napiiklad jezek vychodni (Erinaceus concolor) z Balkanu se odstépil pfiblizné pied
4 miliony lety od jeZka zapadniho (Erinaceus europaeus) zijiciho na Iberském poloostrové a
Italii (Seddon a spol, 2001). Dalsimi druhy, s takovouto pliocenni divergenci jsou kurka
rodu Bombina (Hofman a spol., 2007), ¢olek rodu Triturus (Babik a spol., 2005) a uzovka
rodu Natrix (Joger a spol., 2007).
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Chorthippus parallelus

Obr. 1: Mozné trasy postglacialni kolonizace Evropy z refugii odvozené z genetickych,
klimatickych a fosilnich ziznamt z postglacidlu ziskanych ze ¢tyf vzorovych druhti - sarance
obecna (Chorthippus parallelus), jezek zapadni/vychodni (Erinaceus europaeus/concolor),
medvéd hnédy (Ursus arctos), jelec tloust’ (Leuciscus cephalus). HZ piedstavuji hybridni
zony mezi odliSnymi genomy a CZ zdény kontaktni mezi taxonomickymi druhy. Pfevzato

z Hewitt (2011).

Mnoho dalSich, blizce ptibuznych, druhli jednoho rodu se znaéné liSi lokalitami
refugii vPleistocénu a vznik jednotlivych druhtt mize byt datovan rGzné¢ hluboko
do minulosti. Naptiklad druhy saranée obecna (Chorthippus parallelus) a medvéd hnédy
(Ursus arctos) vznikly pouze pted jednou ¢i dvémi dobami ledovymi (Hewitt, 2010).

Dlouho se myslelo, Ze evropské druhy piezily posledni glacial pouze na jihu
v blizkosti Stfedozemniho mofte (Ibersky poloostrov, Italie, Balkdnsky poloostrov a Kavkaz),
kde bylo ptiznivejsi klima (Mayr, 1963). Nyni se ovSem ukazuje, podle studie fylogeografie
mitochondrialni DNA drobnych savci, ze dal§imi moznymi refugii byly oblasti centralni a

vychodni Evropy (Jaarola a Searle, 2002).



V postglacialnim obdobi se vyrazn¢ oteplilo a nékteré populace mohly expandovat a
kolonizovat ¢ast severni Evropy. Jiné S nastupem ochlazeni v glacialu mohly naopak
vyhynout. Pti rozSifovani z refugii se ¢asto stfetly odlisné genetické linie a vtomto misté se
mohly utvofit hybridni zony. Poloha hybridnich zon je pomérné stabilni a je udrZzovana
tokem genil dovniti zony z obou matefskych populacia snizenou fitness hybridnich jedincti
(Hewitt, 1988).

Fylogeografické otazky muzeme feSit i s pomoci srovnavani fylogeneze taxonu
ve spojitosti s ekologickym faktorem, jako je parazitismuz. Ukazalo se, ze mira
fylogenetické shody se zvySuje s obligatnim charakterem vztahu hostitel - parazit. To muze
byt demonstrovano na hlodavcich a jejich ektoparazitech (Hafner a spol., 2003). Proto
na vnitrodruhové trovni lze predpokladat, ze se fylogeografické vzory mezi parazitem a
hostitelem shoduji za piedpokladu, Ze parazit je specificky a obligatni (Price, 1980).
Naptiklad studie na  mySici druhu  Apodemus sylvaticus a  jejim parazitovi
Heligmosomoides polygyrus ukazala, ze parazit i hostitel maji stejnou fylogeografickou
historii a jejich kontinentdIni evropské populace jsourozdélené do tfi hlavnich geograficky a
geneticky odliSnych linii, které odpovidaji glacidlnim refugiim na Iberském poloostrové a
v Italii. Jejich izolace béhem glacialu byla navic posilena pohofim Alp, které tvofily bariéru
mezi populacemi a pravdépodobné tak pisobi dodnes. Dalsim glacialnim refugiem byl
Balkan. Zde ovSsem tvoii mySice stejnou genetickou linii s mySicemi z Italie, kdezto jejich
parazité¢ jsou vzajemné odliSni a tvofi geneticky oddélenou italskou a balkanskou linii.
OvSem oba rody maji nizkou genetickou variabilitu, coZ mohlo byt zptsobeno bottleneckem
béhem posledni doby ledové. Bottleneck ziejmé vazné postihl populace hostiteld a paraziti
na Balkan¢ a umoznil balkanské populaci parazitt se rychle odliSit od populace italské diky
nashromazdéni mutaci kvuli nizké efektivni velikosti populace. Zbytek balkanskych
populaci mysic Apodemus sylvaticus se mohl také diferenciovat od linie italské, le¢ pomaleji,
ale byl nahrazen pozdé¢ji, béhem expanze na konci doby ledové, po pfesunu balkanské
populace parazitl. Pravé tento scénaf by mohl vysvétlit nizkou miru diverzity balkdnské
populace paraziti druhu Heligmosomoides polygyrus (Nieberding a spol., 2004). V dusledku
mohl evolu¢ni tlak, ptsobici na genetickou strukturu parazita, mit vliv i na hostitele.
Caste¢na kodiferenciace parazita Heligmosomoides polygyrus a hostitele  Apodemus
sylvaticus mize byt vysvétlena vysokou hostitelskou specifitou, pfimym vyvojovym cyklem,
kratkym Zivotnim cyklem larvy parazita a omezenou schopnoti parazita §ifit sama sebe.
Proto je tok geni parazita pln¢ zavisly na pohybu a kontaktu mezi jednotlivymi hostitely.

Prevalence nematoda v mysici Apodemus sylvaticus je maximalné 50% a tim je redukovano
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nebezpeci, ze by byla mySice svym parazitem vyhubena a ztratila tak svého ,pievozce*

(Nieberding a spol., 2004).

1.2. Genealogie vs$i druhu Polyplax serrata a rodu Hoplopleura

Popula¢ni struktura v§idruhu Polyplax serrata parazityjicich mySice rodu Apodemus
principt. Pfrestoze genealogické vztahy mezi haplotypy v§i jsou ovlivnény hostitelskou
fylogenezi, tak neodrazeji evoluci hostitele jednoduchym predvidatelnym zptisobem (Stefka
a Hypsa, 2008). Tii geneticky rozdilné vétve se lisi jak v geografickém rozsifeni, tak mirou
hostitelské specifity v sympatrickych populacich. Rozdéleni do tfi odlisSnych vétvi nemusi
nutn¢ znamenat existenci tfi samostatnych druhtl. Studie byla provedena na jednom useku
mitochondrialniho genu DNA, ktery se dédi pouze po mateiské linii a mize zachycovat
informace z davné historie. Pti studii byla objevena vétev, vyskytujici se pouze na mysici
druhu Apodemus flavicollis, ktera byla v kontrastu s vétvi, jejiz hostiteli byly mySice druhu
Apodemus flavicollis i Apodemus sylvaticus. Posledni linie parazitovala na dalich dvou
druzich mys$ic (Apodemus agrarius a Apodemus uralensis). Jelikoz byly mySice z prvnich
dvou jmenovanych linii nachytany v nékolika ptipadech na stejnych lokalitich a nikdy
nedoslo k promichani mitochondrialnich linii mezi riznymi hostiteli, tak genetickd bariéra
mezi vétvemi parazita neni zptsobena fyzickou izolaci a lze tak predpokladat, Ze jednotlivé
vétve predstavyji kryptické druhy, které vznikly pomoci adaptivni slozky evoluce.

Nejpravdépodobnéjsi vysvétleni soucasné existence dvou linii s odliSnou mirou
specifity poskytuji dva scénéfe. 1) Piivodn€ se na izemi Evropy vyskytovaly dvé hostitelsky
specifické linie P. serrata. Jedna linie v§i byla spojena s mysici Apodemus flavicollis a druha
s Apodemus sylvaticus, jejiz vsi nasledné pieskocCily na Apodemus flavicollis a rozsitily tak
své hostitelské spektrum. 2) Apodemus flavicollis i A. sylvaticus jsou ptivodnim hostitelem
linie s 8irSi specifitou a druhd, hostitelsky specificka linie se diferencovala az pozdé&ji
vjednom z glacidlnich refugii specifickém pro A. flavicollis. Pokud topologie stromu
poskytuje ne€kolik alternativnich vysvétleni vzniku odlisnych linii parazita, jak tomu bylo
v piipad¢ P. serrata, mize pomoci datovani udalosti speciace (Hypsa, 2006). K rozdilim
mezi vétvemi doslo kolem 1,5 milionu let (Stefka a Hypsa, 2008), tedy vyrazné pozdgji, nez
nakolik byla datovana speciace hostiteli (4 mil. let) (Michaux a spol, 2005). Datovani
speciacnich udalosti tedy Iépe odpovidala hypotéza 2). Studie vsi P. serrata tak velmi dobfte

dokumentuje vyznam glacialni historie pro speciaciparazitt palearktické fauny.

5



Vsi rodu Hoplopleura parazitujici na hlodavcich rodu Microtus a nornicich rodu Myodes
jsou si morfologicky blizce ptibuzné. Ztohoto duvodu byly v8i parazitujici na hraboSich
druhu Microtus agrestis a Microtus arvalis povazovany za stejny druh, jako v8i parazitujici
na nornicich druhu Myodes glareolus. V roce 1966 byly v8i parazitujici na nornicich popsany
jako samostatny druh Hoplopleura edentula. Do t¢ doby byly povazovany za podlinii vs§i
druhu Hoplopleura acanthopus. Hoplopleura edentula je boreo - alpinsky druh, ktery je
dominantni u nornikli a vyskytuje se ve vysSich nadmoiskych vyskach. V nizSich
nadmoiskych vyskach je vzicnéjsi a je zde nahrazen ve$Smi druhu Hoplopleura acanthopus
(Kohn a Stérba, 1987). V praci Terezy Marvanové (Marvanova, 2011), ktera studovala
diverzitu populaci pomoci sekvenci mitochondridlni DNA, se v§i rodu Hoplopleura
(parazityjici tf1 vySe zminéné hostitele) rozstépily do 5 fylogeneticky rozliSenych linii (linie
1, 2, 3, 4,5 ). Linie 1 zahrnovala vsi druhu Hoplopleura edentula, které byly nalezeny
na Myodes glareolus, ze dvou lokalit (Ceskomoravska vrchovina a Slanské Vrchy- SR).
Linie 2 zahrnovala vsi z jediné lokality - Litvinov a byla hostitelsky specificka pro hrabose
rodu Microtus. Linie 3 obsahovala v§i z Microtus agrestis i Microtus arvalis ze severozapadu
a zapadu Cech. Linie 4 byla rozsifena po celém uzemi Ceské republiky a zahrnovala i nékolik
vzorkd ze Slovenska. Linie byla hostitelsky specificka pro hrabose rodu Microtus. A posledni
linie 5 obsahovala pouze vzorky z vychodniho Slovenska z hostiteld Microtus arvalis a

Myodes glareolus.

1.3. Glacidlni refugia a soucasné rozsireni hlodavcii druhu Microtus agrestis,
Microtus arvalis a Myodes glareolus

Microtus agrestis se vyskytuje od Velké Britanie az po stiedni Sibit. V Evropé¢ se
jizni hranice rozSifeni tahne horskymi oblastmi jizni Evropy, na severu sahd az na pobiezi
Severniho ledového ocednu. Vyhleddvda podmacené (nekosené) louky, raSelinisté a jiné
mokiady. V horach hojné osidluje holiny, okrajové obyva kamenné sut¢ (Andéra a Horacek,
2005). Microtus agrestis je rozdélen, podle vysledk praci provedenych na mitochondrialni
DNA, do tfi hlavnich fylogeografickych skupin na zapadni, vychodni a jizni linii,
s rozsahlym alopatrickym roz§ifenim. Zapadni fylogeograficka skupina se nachazi v zapadni
a centralni Evrop¢ a rozsitila se pravdépodobné z glacialniho refugia v Karpatech. Vychodni
skupina pokryva rozsdhlé tzemi od Litvy po centralni Asii S pravdépodobnym ptivodem

Vjihovychodni Evropé (jizni Ural ¢i Kavkaz). Jizni skupina zabird misto od Portugalska



po Mad’arsko s glacialnim refugiem na Iberském poloostrové (Jaarola a Searle, 2002). Tato
jizni linie je dale rozdélena na dvé sublinie (Jaarola a Searle, 2004). Molekularni hodiny
naznaCuji, ze zapadni a vychodni populace M. agrestis se oddélily béhem posledniho
glacialu, kdezto jizni populace se datuje do obdobi pied 0,5 - 0,9 miliont let (Jaarola a
Searle, 2002).

Hrabo$ polni Microtus arvalis osidluje oteviené travnaté oblasti, sucha stanovisté i
kulturni stepi a objevuje se také v Alpach v nadmoiské vySce az 2000 metrt. V dobach
pfemnoZeni pronika i do prosvétlenych lesi (Andéra a Horacek, 2005). Je rozsifen
od pobtezi Atlantiku ve Francii po centralni Rusko i izolovanymi populacemi na Iberském
poloostrové. Evolu¢ni historie a soucasna geograficka distribuce M.arvalis jsou silné
ovlivnény poslednim glacialnim maximem a vysokymi evropskymi horskymi pohoiimi.
Fosilni pozustatky potvrdily pfitomnost hrabose Vv Evropé i pfed poslednim glacialnim
maximem (Chaline a spol, 1999) a dnes je vysoce rozsifeny po celé Evropé. Hrabo$ polni
vykazuje na zakladé molekularnich studii déleni do ¢tyf hlavnich evolu¢nich linii- zapadni,
centralni, vychodni a Italii (Heckel a spol., 2005). K rozdéleni téchto evolucnich linii doslo
vrozdilnych casovych obdobich, coz naznacuje slozit¢j$i glacialni historii, nez pouze
klasické rozsifeni populaci z refugii na Iberii, Itdlii a Balkané. Genetické a ekologické
dikazy ukazuji na dodate¢nou kolonizaci centralni Evropy populacemi, které preZily obdobi
glacialu valpském refugiu (Heckel a spol, 2005). Italska linie se mohla rozsifit na jejich
uzemi nejprve z glacialniho refugia na jihu Alp, obchdzenim nejvysSich horskych pohoii
z vychodu ¢1 zapadu. Prestoze jsou horskd pohoti, podobné jako u ostatnich hlodavcd,
povazovana za bariéry vprocesu kolonizace, fylogeografické analyzy hrabose polniho
piekvapivé ukazaly také Ctyfi transalpinské koloniza¢ni udalosti (Braaker a Heckel, 2009).
Kolébka linii hraboSe polniho se naléza na zapadé centrdlni Evropy, odkud se rozsfil dale
po poslednim glacialnim maximu. Balkanska fyloskupina se rozléha od centralni a vychodni
Bosny a Herzegoviny, Cerné hory a vychodniho Srbska. Vychodni linie sahi od severu a
zapadu Slovenska, pfes Bosnu a Herzegovinu a Srbsko. Obé linie jsou sympatrické
na jednom tizemi v Bosné a Herzegoviné (Buzan a spol., 2010).

Nornik rudy (Myodes glareolus) je drobny hlodavec, ktery je v Evropé Siroce
roz§ifeny od Britskych ostrovil a severu Spanélska po centrdlni Sibit. Obyva predeviim

lesnatd tizemi, jako jsou temperdtni borovicové lesy nebo lesy smiSené (Andéra a Horacek,

2005).



Nornik pteckal posledni glacial (25 tis. - 10 tis. let) krom¢ hlavnich refugii, kterymi jsou
Ibersky poloostrov, Italie a Balkan, také v blizkosti Karpat. Pro zapadni skupinu nornik
slouzila jako refugium centralni Evropa (Rakousko, Madarsko, Slovensko a Rumunsko).
Jako mozné refugium pro rekolonizaci Skandindvského poloostrova je povazovan Ural
(Deffontaine a spol., 2005). Geneticky tok ukazuje na prispivani karpatské populace ke

kolonizaci Evropy po Pleistocénu.



1)

2)
3)
4)

2. Cile prace

Rozsitit stavajici set mitochondrialnich sekvenci v§i rodu Hoplopleura a jejich hostitelt, tii
druht hrabosovitych hlodavci (Myodes glareolus, Microtus arvalis, Microtus agrestis).
Rekonstruovat fylogeografické paterny populaci hostiteld v jejich evropském arealu.
Obdrzené vysledky porovnat s genetickou strukturou ektoparazitii na izemi sttedni Evropy.
Zjistit na jakych lokalitich je potfeba uskutec¢nit dalsi sbéry parazith a hostiteli pro

komplexni evolucni analyzu.



3. Material a metodika

3.1. Odchyt hlodavci, jejich ektoparazitit a odbér biologickych vzorki

Sbéry drobnych hlodavet byly provadény v letech 2007 - 2011 na uzemi Ceské
republiky, Slovenska, Némecka, Francie, Anglie a Makedonie. Hlodavci byli odchytavani
do dievénych sklapovacich pasti a nasledné jim byly odebrany vzorky tkané (prsty nebo
Spicka ocasu), které byly poté ulozeny do 96% ethanolu. Odchycena zvitata byla vySetfena
na pritomnost ektoparazitii (pfedevS§im v§i a roztoc¢l), ktefi byli opét uchovani
v 96% ethanolu. Vsechny vzorky byly skladovany ve 4°C.

Hrabosi druhu Microtus arvalis a Microtus agrestis a nornici Myodes glareolus,
jejichz vzorky jsem zpracovala v této bakalafské praci, pochazeli z oblasti vyznacenych
na mapach (Obr. 2, Obr. 3 a Obr. 4). Celkem bylo odchyceno a mnou osekvenovano
52 jedincti, ztoho bylo 41 nornikt druhu Myodes glareolus, 10 hrabosi druhu Microtus
arvalis a 1 hrabos druhu Microtus agrestis, sekvence zbylych jedinct byly pfevzaty z genové
banky. Popis jednotlivych lokalit vySetfenych zvitat je uveden v tabulkach Tab. | a Tab. 11
a jejich presna lokalizace je zobrazena na mapach Obr. 2 a Obr. 3. Dale jsem navazala
na magisterskou praci Terezy Marvanoveé tykajici se popula¢ni struktury a genealogie vS§i
rodu Hoplopleura (Marvanova, 2001) a doplnila ji o nové vzorky v§i z lokalit uvedenych
na Obr. 4 a v Tab. IlI.

10



™
Ukri
A Hem @ P -
L & Rak1’ Rak3 +SR3 Mad3’ Rumil
e _-“." ' . *
1T1;2 GhmuS.Madj,z
smz Rum2

cnnr-.rz o '
Chor ., Sibd B“B “ebunt

‘ n
Bu|4 "'B“'2

Obr. 2: Mapa lokalit odchycenych norniktt druhu Myodes glareolus, jejichz sekvence byly
vybrany z genové banky (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/). Modie jsou oznaceny
lokality, z nichz jsem ziskala sekvence cytochromu b a ¢erné lokality sekvenci ziskanych

z genové banky (nazvy lokalit jsou uvedené v Tab. I).
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Tab. I: Prehled lokalit, na kterych byli odchyceni nornici druhu Myodes glareolus. Barevné
jsou vyznaceny lokality, odkud pochdzeji tkafiové vzorky nornikd, ze kterych jsem ziskala
sekvence cytochromu b a ¢ernou barvou jsou vyznaceny lokality nornikd, jejichz sekvence

jsem ziskala z genové banky (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/).

oznaceni lokalita ze mé
Bull Balkan Mountains Bulharsko
Bul2 Rhodopi Mountains Bulharsko
Bul3 Vitosha Mountains Bulharsko
Bul4 Rila Mountains Bulharsko
UKR1 Kiev Ukrajina
UKR2 Britavka Ukrajina
RUM1 Cluj- Napoca Rumunsko
RUM2 Bukurest Rumunsko

Srbsko a Cerna

Srb&CH1 Kopaonik Mountains Hora
Srbsko a Cerna
Srb&CH?2 Sremski Karlovci Hora
SLOV Dol pri Ljubljani Slovinsko
FR1 Guchen Francie
FR2 Guchen Francie
FR3 Ponson- Debat Francie
FR4 Tourch Francie
FR5 Ponson- Debat Francie
FR6 Neouvielle Francie
FR7 Ferel Francie
FR8 Neouvielle Francie
Nem Kubelhof Némecko
UK Stroud Velka Britanie
UK2 Kielder Velka Britanie
UK3 Surrey, Castle Green Velka Britanie
UK4 Wilshire, Corsham Velkka Britanie
UK5 Derbyshire, Ambegate Velkka Britanie

12



UK®6

Wilshire, Corsham

Velka Britanie

Irsko Portumna Irsko
IT1 Trentino Italie
IT2 Trentino Italie
IT3 Trento Italie

Poll Strzalowo Polsko

Pol2 Lublin Polsko

Pol3 Urwitalt Polsko

Pol4 Bialowieza Polsko

Pol5 Polichno Polsko

Pol6 Kobylnica Polsko

MAD1 Nagycsany Mad’arsko
MAD2 Nagycsany Mad’arsko
MAD3 Ocsa Mad’arsko

SR1 Rozhanovce Slovensko

SR2 Remetské Hamre Slovensko

SR3 Domaniky Slovensko

Chorvl Gracac Chorvatsko
Chorv2 Nova Gradiska Chorvatsko
Chorv3 Jastrebarsko Chorvatsko

Belg Beaumont Belgie

Litva Alytus Litva

Rakl Ginzling Rakousko

Rak?2 Lunzam See Rakousko

Rak3 Stockerau Rakousko

Swil Gros- de- Vaud Svycarsko
Swi2 Gros- de- Vaud Svycarsko
Swi3 Ardes Svycarsko
Fin Ilmajoki Finsko
Danskl Sjaelland Déansko
Dansk2 Arhus Dansko
MAC1 Krusevo Makedonie
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MAC?2 Krusevo Makedonie
MAC3 Krusevo Makedonie
MAC4 Krusevo Makedonie
MAC5 Krusevo Makedonie
MAC6 Krusevo Makedonie
Neml Baiersbronn Némecko
Nem2 Baiersbronn Némecko
Nem3 Baiersbronn Neémecko
Nem4 Baiersbronn Némecko
Nemb5 Baiersbronn Némecko
Nem6 Baiersbronn Némecko
Nem7 Baiersbronn Némecko
Nem8 Baiersbronn Neémecko
Nem9 Baiersbronn Némecko
Neml10 Baiersbronn Némecko
Nemll Baiersbronn Neémecko
Nem12 Baiersbronn Némecko
Besk Beskydy Ceska republika
PI1 Plzen Ceska republika
PI2 Plzen Ceska republika
Destné v Orlickych
DvOh horach Ceska republika
Sedl Sedlotiov Ceska republika
NJ1 Novy Ji¢in Ceska republika
NJ2 Novy Jicin Ceska republika
NJ3 Novy Ji¢in Ceska republika
NJ4 Novy Ji¢in Ceska republika
NJ5 Novy Ji¢in Ceska republika
NJ6 Novy Ji¢in Ceska republika
NJ7 Novy Jicin Ceska republika
Strl Struzna Ceska republika
Str2 Struzna Ceska republika
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Str3 Struzna Ceska republika
Str4 Struzna Ceska republika
Litl Litvinov Ceska republika
Lit2 Litvinov Ceska republika
Lit3 Litvinov Ceska republika
CB1 Ceske Bud¢jovice Ceska republika
CB2 Ceské Bud¢jovice Ceska republika
VnL Veseli nad LuZznici Ceska republika
FM Frydek- Mistek Ceska republika
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Obr. 3: Mapa lokalit odchycenych hrabosu Microtus arvalis (ozna¢eny modie) a Microtus
agrestis (oznaceny cCern€), jejichz sekvence byly vybrany zgenové Dbanky
(http://www.ncbi.nlm.nih. gov/guide/). Fialové jsou oznaceni hrabosi, ze kterych jsem ziskala

sekvence cytochromu b (nazvy lokalit jsou uvedeny v Tab. I1).
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Tab. Il: Prehled lokalit, na kterych byli odchyceni hrabo$i druhu Microtus agrestis (Mag) a
Microtus arvalis (Mar). Barevné jsou vyznaceny lokality, odkud pochazeji tkanové vzorky
hrabos$1, ze kterych jsem ziskala sekvence cytochromu b a ¢ernou barvou jsou vyznaceny
lokality ~ hrabost,  jejichz  sekvence  jsem ziskala z genové  banky

(http:/Awww.ncbi.nlm.nih.gov/guide/).

oznaceni lokalita ze mé
FRMar Armendarits Francie
FR2Mar Otterswiller Francie
FR3Mar Ile d"Yeu Francie
FR4Mar Clermont- Ferrand Francie
FR5Mar St. Maridu Mont, Normandie Francie
NemMar Wolfach Némecko
Nem2Mar Wolfach Némecko
Nem3Mar Alflen Neémecko
Nemd4Mar Schiltach Némecko
BelMar Veurne Belgie
Bel2Mar Stalhille Belgie
NizMar Oostburg Nizozemi
Niz2Mar Dintelord Nizozemi
Niz3Mar Wonseradeel Nizozemi
Niz4Mar Lauwersoog Nizozemi
SpaMar Burgos Spanélsko
Spa2Mar Vega de Infanzones, Leon Span¢lsko
Spa3Mar Fuentes de Nava Spanélsko
FinMar Luumaki Finsko
Fin2 Mar Nuijamaa Finsko
MadMar Nagycsany Mad’arsko
Mad2Mar Nagycsany Mad’arsko
DanMar Hjere Hede Dansko
GruzMar Ninotsminda Gruzie
ArmenMar Sisian Arménie
Poll Mar Wilcza Gora Polsko
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Pol2Mar Polkowo Polsko
RusMar Zvenigorod Rusko
Rus2Mar Vladimir Rusko
Rus3Mar Dyakov Forest Rusko
SibirMar Neiva River Rusko
OrknlMar Westray Velka Britanie
Orkn2Mar Quoyloo Velka Britanie
Orkn3Mar Birsay Velké Britanie
OrkndMar Burness Velka Britanie
SR1Mar Kosice Slovensko
SR2Mar Kosice Slovensko
SR3Mar Kosice Slovensko
SR4Mar Velké Kosiky Slovensko
SR5Mar Stebnik Slovensko
PIMar Plzen Ceska republika
StrlMar Struzna Ceska republika
Str2Mar Struzna Ceska republika
Str3Mar Struzna Ceska republika
StrdMar Struzna Ceska republika
Str5Mar Struzna Ceska republika
Lit6Mar Litvinov Ceska republika
LitMag Litvinov Ceska republika
FilMag Filipov, Ceska kamenice Ceska republika
FIMag Flaje Ceska republika
KRMag Kladenské Rovné Ceska republika
FR1Mag Bretagne, Trebeurden Francie
FR2Mag Bretagne, St. Malo Francie
FR3Mag Bretagne, Gaurin Francie
Fr4dMag Bretagne, Trebeurden Francie
FR5Mag Conches sur Gondoire Francie
FR6Mag Picardie, Abbeville Francie
UKMag Islay, Keills Velka Britanie
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UK2Mag Isle of Wight, Thorley Velka Britanie
UK3Mag Hampshire Velka Britanie
UK4Mag Devon Velka Britanie
UK5Mag Anglesey, Malltraeth Velka Britanie
UK6Mag Anglesey, Malltraeth Velka Britanie
UK7Mag Caernarvon, Bangor Velka Britanie
UK8Mag Pembrokeshire Velka Britanie
UK9Mag Cornwall Velka Britanie
ScotMag Gask, Perth Velka Britanie
Scot2zMag Leet Moss, Grampian Velka Britanie
SwiMag Sion, Valais Svycarsko
Swi2Mag Sion, Valais Svycarsko
Swi3Mag Vellée de Joux, Swiss Jura Mts Svycarsko
DanskMag Ribe, Mando Dansko
Dansk2Mag Ribe, Norre Farub Dansko
BRUSMag Berezina Bélorusko
Litva Vilnius Litva
Litv2Mag Vilnius Litva
NizMag Heteren Nizozemi
FinMag Tornio Finsko
Fin2Mag Kuhmo Finsko
Fin3Mag Lieksa Finsko
FindMag Lapua Finsko
RusMag Penza region Rusko
Rus2Mag Chernogolovka, Moscow region Rusko
Rus3Mag Pertozero, Karelia Rusko
Rus4Mag Velsk Rusko
SpaMag Azpeitia, Gipuzkoa Spanélsko
Spa2Mag Eugui, Navarra Spanélsko
PortMag Serra da Estrela Portugalsko
NorskMag Varaldskogen Norsko
SveMag Saltkallan Svédsko
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Sve2Mag Degeberga Svédsko

Sve3Mag Nattraby Svédsko
Sve4Mag Hova Svédsko
Sve5Mag Motala Svédsko
Schleswig- Halstein, Katinger
NemMag Watt Neémecko
Nem2Mag Niedersachsen, Emden Némecko
'
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Afl...Apodemus flavicollis
Mg...Myodes glareolus
Mr...Microtus arvalis
Mt... Microtus agrestis

Obr. 4: Mapa lokalit odchytt hrabosi, norniki a mysic, u kterych byly nalezeny vsi rodu
Hoplopleura. Cervené jsou vyznadeny lokality, ze kterych jsem zpracovala vii, erné jsou
vyznaceny VS§i diive zpracované Terezou Marvanovou (nazvy lokalit jsou uvedené
v Tab. I11).
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Tab. 111: Prevalence v§i rodu Hoplopleura na jednotlivych hostitelich a lokalitach (pocet
hlodavct, u kterych byly nalezeny vSi/poéet odchycenych hlodaved uréitého druhu

na lokalit¢). Barevné jsou zobrazeny lokality nové zpracovanych vzorki.

Prevalence vS§i na daném hostiteli
Oznaceni Lokalita M. M. M. -
. ) A. flavicollis
arvalis | agrestis | glareolus
Ceskomoravska
C2 vrchovinav, lokalita 2, 5/15 214
CR
Ceskomoravska
C3 vrchovinav, lokalita 3, 1/8 3/3
CR
KO Kosice, SR 17/42
PO Povazi, SR 1/3
DR Drholec, CR 1/5
HL Horni Lapac, CR 8/22
TR TrebiSov, SR 2/12 1/10
LI Litvinov, CR 3/18 7112
ML Milevsko, CR 1/5
CH Chlumec, CR 2/6
KL Klabava, CR 3/5
Destné v Orlickych
OH horach, CR g 1
SV Slanské Vrchy, SR 2/3
KE Kechnec, SR 2/2
Pl Pieniny, SR 3/3
RU Ruzin, SR 2/3
Nem Baiersbronn, Ném 213 3/5
Str Struzna, CR 4/26 1/14
NJ Novy Ji¢in, CR 3/8 212

3.2. DNA extrakce

Tkanové vzorky hlodavel jsem vyjmula zethanolu a pfes noc nechala vysusit pti
pokojové teploté. VSi jsem nejprve pod binolupou roz‘izla skalpelem mezi thoraxem a
abdomenem a také ponechala pfes noc k vysuseni. Genomovou DNA jsem extrahovala
pomoci izola¢niho kitu QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen) v ptipad¢ vsi a DNeasy Tissue
Kit (Qiagen) v piipad¢ hlodavci. Extrakce DN A jsem provedla podle navodu vyrobce.
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3.3. PCR reakce, gelovi elektroforéza a sekvenace

Pro rekonstrukci fylogeneze hrabostu Microtus arvalis a Microtus agrestis a nornikt
Myodes glareolus na populacni urovni jsem vybrala tsek mitochondridlniho genu pro
cytochrom b oxidazu (CYB) dlouhy 1020 bp pro norniky a 1143 bp pro hrabose. U hrabosi
jsem uvedeny usek ziskala pomoci 3 dvojic primert L14727-SP, H15348 A-SP a H15915-SP
(Jaarola a Searle, 2002), L15162Marv a L15408Marv (Haynes a spol., 2003) a H15497-SP
(Jaarola a spol., 2004). U nornikti jsem k ziskani fragmentu mitochondrialniho genu pouzila
primery Mgl _cytb_F a Mgl cytb R (Kotlik a spol., 2006).

U vsirodu Hoplopleura jsem zikala fragment mitochondrialniho genu pro cytochrom
¢ oxidazu podjednotku I (COI) dlouhy 575 bp. Pro PCR reakci jsem pouzila dvojici primerta
LCO 1940 a HCO 2198 (Hafner a spol., 1994).

Vsechny PCR reakce jsem namichala do celkového objemu 20 ul a obsahovaly
nasledyjici slozky: 25 mM MgCl, (2 ul), 0,1 mM forvard a reverse primert (1 ul), 10 mM
nukleotida (0,4 ul), 10x Taq Buffer (2 ul), extrahovanou DNA (1 pl), ddH20 (12,4 nl) a
5U/ul Tag DNA polymerazy (0,2 ul) (TopBio) v ptipadé hrabosti a norniktl, Vv ptipadé vsi
jsempouzila SU/ ul polymerazu High Fidelity PCR Enzyme Mix (0,2 ul) (Fermentas).

PCR reakce u Microtus arvalis a Microtus agrestis:

1. Denaturace 94°C 3 min

2. Denaturace 94°C 1 min

3. Annealing 52°C 1 min

4. Elongace 72°C 2 min 30 cykla
5. Extenze 72°C 10 min

6. Chlazeni 4°C

PCR reakce u Myodes glareolus:

7. Denaturace 94°C 3 min

8. Denaturace 94°C 1 min

9. Annealing 52,5°C 1 min

10. Elongace 72°C 2 min 30 cykla
11. Extenze 72°C 10 min

12. Chlazeni 4°C
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PCR reakce u v§i rodu Hoplopleura:

13. Denaturace 94°C 3 min

14. Denaturace 94°C 1 min

15. Annealing 55°C 1 min

16. Elongace 72°C 2 min 30 cykla
17. Extenze 72°C 10 min

18. Chlazeni 4°C

Vysledek PCR reakci jsem vizualizovala pomoci elektroforézy pii napéti
100V na 1% agar6zovém gelu s pouzitim barviva Sybr Green a 100 bp DNA Ladder
(GeneRuler™) nebo 2 - Log DNA Ladder (GeneRuler™). 1% agar6zovy gel jsem vyrobila
smichanim 2 g agarozy (AGAROSE I™) s20 ml 0,5x Tae pufru (50 ml TAE- pufr
doplnény deionizovanou vodou do 5 I) nebo 4 g agardzy se 40 ml 0,5x Tae.

Uspésné vizualizované PCR produkty jsem preéistila pomoci enzymi 0.2 pl Exo I
(exonuclease | z E. Coli) a 0,2 ul CIP (calf intestinal alkaline phosphatase) (New England

Biolabs®Inc) a poté poslala na sekvenaci do komeréni laboratofe Macrogen (Nizozemi).

3.4. Prace se sekvencemi, alignmenty a fylogenetické analyzy

K zpracovani a upravé sekvenci jsem pouzila programy Seqman, MegAling
(DNASTAR) a Bioedit 7 (Hall, 1999). Identifikace sekvenci a jejich porovnani
s publikovanymi  sekvencemi jsem provedla pomoci programu BLAST, NCBI
(http:/iwww.ncbi.nlm.nih.gov./blast/Blast.cgi).

K alignovani sekvenci jsem v programu BioEdit 7 (Hall, 1999) pouzila algoritmus
Clustal W Multiple Alignment (Thomson a spol., 1994) a nasledn¢ jsem vysledky sama
prekontrolovala.

Pro fylogenetické analyzy jsem jako outgroup pouzila sekvence mySice druhu
Apodemus agrarius a hraboSika Microtus subterraneus pro dataset hrabost, sekvence
hrabo$t druhu Microtus agrestis a Microtus arvalis pro dataset nornikd a v§i druhu Polyplax
serrata pro dataset v§i . Pro rekonstrukci fylogenetickych vztahti vSech vySe uvedenych
datasetti jsem pouzila metody maximum parsimony (MP), maximum likelihood (ML) a

bayesianskou analyzu (MB).
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MP analyzy byly provedeny v programu TNT (Goloboff a spol., 2004) s poméry
tranzici ku transverzim (Ts/Tv) 1/1, TBR algoritmem s 10 replikacemi a nahodnym
ptidavanim sekvenci (random sequence addition). Strikni konsensus jsem ziskala ze vSech
MP stromt.. Bootstrapova podpora byla spoc¢tena s 1000 replikacemi, byl pouzit TBR
algoritmus s pomérem tranzici ku transverzim (TS/TV) 1/1.

ML analyzy jsem provedla pomoci programu PhyML (Guindon a Gascuel, 2003)
s pouzitim modelu TPM3uf+I+G u nornikd a TIM1+1+G u hrabost. Modely jsem ziskala
pomociprogramu jModelTest 0.1 (Posada a Crandall, 1998) s parametry odhadnutymi z dat.
ML analyzu u v8i jsem provedla v programu PhyML vonline verzi (http://www.atgc-
montpellier.fr/phyml/) s modelem HKY85+I+G, ktery byl nejblize ziskanému modelu
vprogramu jModelTest 0.1 s parametry odhadnutymi z dat. Se stejnymi modely jsem

provedena bootstrapovou analyzu s 1000 replikacemi dat.

Bayesianska analyza byla provedena v programu MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck a
spol., 2001) s 10 miliony generaci, pocet odstranénych stromii ze zacatku analyzy (burnin)
u nornikd byl 1872, u hraboSi 1500 a 1680 u v§i Opét byly vyuzity modely ziskané
v programu jModelTest 0.1.

Ziskané fylogenetické stromy jsem vizualizovala v programu TreeView (Page, 1996).

Grafickou tGpravu stromti jsem provedla v programu Adobe Illustrator Artwork 15.0.
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4. Vysledky

4.1. Sekvence a alignmenty

Ze 41 jedinct druhu Myodes glareolus jsem ziskala sekvence cytochromu b oxidazy
o délce 1020 bp, z 10 jedinctirodu Microtus arvalis sekvence cytochromu b oxidazy o délce
1143 bp, z 1 jedince rodu Microtus agrestis sekvenci cytochromu b oxidazy o délce 1143 bp.
Z 11 jedinct rodu Hoplopleura, kteti rozsitili dostupnou sbirku 64 vzorkt zpracovanych
Terezou Marvanovou (Marvanova, 2011), jsem ziskala sekvence genu cytochromu ¢ oxidazy
podjednotky | o délce 575 bp. Alignment nornikl jsem doplnila 0 56 sekvenci Myodes
glareolus a alignment hraboSid o 36 sekvenci Microtus arvalis a 49 sekvenci Microtus
agrestis z genové banky (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/). Seznam ptevzatych sekvenci

je uveden v Priloze ¢. 1.

4.2. Fylogenetické analyzy

Vysledkem vsech provedenych analyz (ML, MP, MB) datasetu vzork® rodu Microtus
byly 3 monofyletické linie druhti Microtus agrestis, Microtus arvalis a Microtus
subterraneus (Obr. 5). Jejich vzajemna pozice se ovSem liSila s pouzitymi metodami. Vétev
Microtus subterraneus se u ML a MP odstépila na bazi, zatimco podle vysledné topologie
MB analyzy tvorila linie Microtus subterraneus sesterskou linii s Microtus arvalis a vétev
Microtus agrestis byla na bazi. Na vnitrodruhové urovni se vétev Microtus agrestis dale
Clenila na 2 dobie rozlisené linie (linie 1, 2). Piestoze se geograficka rozsifeni jednotlivych
linii z ¢asti piekryvala, byly patrné znaéné rozdily v geografickém roz$iteni linii. Linie 1
obsahovala velky pocet vzorkll zrozsahlého tizemi celé Evropy. Vnitini ¢lenéni ukazalo
vétsi geografickou specifikaci, zatimco linie 2 byla tvofena pouze 5 vzorky ze 3 lokalit
Iberijského poloostrova a Svycarska.

Vétev Microtus arvalis se ¢lenila na 3 oddélené, fylogeneticky stabilni linie (linie 1b,
2b, 3b). Obsahovala linii 1b se vzorky z zemi zapadni Evropy, linie 2b se rozléhala
na 8 lokalitich od Danska po stfedni Evropu az do Finska a Ruska. Vnitin¢ se délila
na 3 sublinie, z nichz 2 byly geograficky specifické. Prvni se rozléhala na izemi Nizozemi a

Danska a druha byla specifickd pro Ceskou republiku, oviem tieti specificka geograficky

25


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/

nebyla. Posledni, linie 3b obsahovala 4 vzorky hrabost z vychodni Evropy a Asie, lze ji tedy
povazovat za geograficky specifickou.

Vnitrodruhova fylogeneze druhu Myodes glareolus byla shodné u vSech analyz (ML,
MP, MB) rozdélena do 6 rozlisenych linii (linie 1, 2, 3, 4, 5, 6), jejichz vzajemné postaveni
se neménilo S pouzitymi metodami (Obr. 6), az na linii 5, ktera se v analyze MB rozpadla
nadvé vétve podle geografického pivodu - Makedonie a Francie. Geografické rozsifeni
jednotlivych linii se ovSem zna¢né liSilo. Linii 1 tvofily vzorky pochazejici ze stfedni
Evropy, s linii 2 méla spole¢nou lokalitu nachazejici se Vv jihozapadnim Némecku. Linie 2
tvotila zapadni linii a stietivala se s linii 1 v severozapadnich Cechach, jinak se rozléhala
v zapadni Evropé a na malém uzemi stiedni Evropy. Nasledyjici linie 3 obklopovala stiedni
Evropu a Velkou Britanii a tvofila s linii 1 centralni linii. Linie 4 obsahovala vzorky
z Bakanského poloostrova a Francie, obdobné jako linie 5, jejiz vzorky pochazely
zMakedonie a Francie. Geografické rozSiteni obou linii se ptekryvalo na izemi Makedonie.
Posledni linie nebyla nijak geograficky specificka, obyvala lokality vraznych ¢astech
Evropy.

Vysledkem vSech analyz (ML, MP, MB) byly 4 rozliSené linie (linie 1, 2, 3, 4) druhu
Hoplopleura acanthopus a jedna linie (linie 5) druhu Hoplopleura edentula, jejichz pozice se
s pouzitymi metodami neménily (Obr. 7). Na bazi se odstépila linie 5 sloZzena z9 vzorkid vsi
druhu Hoplopleura edentula. Linie byla hostitelsky specificka a vyskytovala se na jediném
hostiteli Myodes glareolus. Pochazela ze 3 lokalit leZicich ve stfednich Cechach, Slovensku
a jiznim Némecku. Na bazi vétve Hoplopleura acanthopus byla linie 4 slozena z9 vzorkt
v8i druhu parazityjicich na hrabosich druhu Microtus agrestis a Microtus arvalis, linii Ize
tedy povazovat za hostitelsky specifickou pro rod Microtus. Vzorky pochazely ze zapadnich
Cech a jihozipadniho Némecka, tvotila tedy zapadni linii v§i druhu Hoplopleura. Linie 3
obsahovala 6 vzorki vsi druhu Hoplopleura acanthopus z hrabost rodu Microtus a nornik
druhu Myodes glareolus ze severozapadnich a zapadnich Cech. Linie 2 &itajici 25 vzorkd
nebyla hostitelsky specificka, v8i parazitovaly na hlodavcich druhu Myodes glareolus,
Microtus arvalis a Apodemus flavicollis. Naproti tomu byla patrna u této linie geograficka
specifita, protoze vSechny vzorky pochazely z vychodniho Slovenska. Posledni, linie 1,
obsahovala vzorky vii druhu Hoplopleura acanthopus na lokalitach leZicich po celé Ceské
republice a zapadniho i vychodnich Slovenska. Ve srovnani se sesterskou linii 2 nebyla linie
1 geograficky specificka. Hostiteli v§i ztéto linie byli hrabosi rodu Microtus (Microtus

arvalis a Microtus agrestis) a nornici druhu Myodes glareolus. Geografické rozsifeni linii 1 a
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2 se prekryvalo na tzemi severozapadnich, stiednich a severnich Cech a vychodnim
Slovensku (Obr 8 - 9).

Vyneseni geografické distribuce jednotlivych linii hostitelskych hlodaved (Myodes
glareolus, Microtus arvalis, Microtus agrestis) do map (Obr. 10 - 12) znazornilo, ze se
v nékterych ptipadech prolinaly s liniemi v§i rodu Hoplopleura (Obr. 8 - 9). Dobfe to bylo
viditeIné u Microtus arvalis v linii 2b, jejiz jedna podlinie se prolinala jak s vesSmi z linie
zapadni (linie 2), tak i s linii vychodni (linie 3), stejné tak linie 1 u Microtus agrestis, ktera
obléhala velké izemi Evropy a tim padem zahrnovala i ob¢ linie v§i U nornika druhu
Myodes glareolus byly piekryvy s liniemi v8i pfesnéjsi a épe viditeIné. Souvisely i
s rozSifenim linii hostitelskych, kde se linie vychodni (linie 6) piekryvala s vychodni linii v§i
a linie zapadni (linie 2) se zapadni linii v§i Linie 1 a linie 3 u nornik1, které se nachazely

ve sttedni Evropé zasahovaly do obou linii v§i.
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Obr. 5: ML strom sekvenci Microtus agrestis a Microtus arvalis. Bootstrapové hodnoty
(ML/MP/MB) jsou uvedeny u jednotlivych uzli. Striktni konsenzus vSech ML stromi je
znazornén tuéné. Oranzové jsou uvedené mnou zpracované sekvence a Cerné sekvence
pfevzaté z genové banky. ZaCatky zkratek zndzornuji lokality vzorkl (podrobné jsou
uvedené v Tab. I1) a druhou ¢ast tvofi nazvy hlodavci Mar (Microtus arvalis) Mag
(Microtus agrestis). Vedle fylogenetického stromu jsou jednotlivé linie vyznaceny
na mapach (spole¢né dvojice jsou oznaleny stejnou barvou). Cervené Gary na mapach

znazornujici hranice roz§iteni linii v§i rodu Hoplopleura.
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Obr. 6: ML strom sekvenci Myodes glareolus. Bootstrapové hodnoty (ML/MP/MB) jsou
uvedeny u jednotlivych uzli. Striktni konsenzus vSech ML stroml je zndzornén tucne.
Fialove jsou uvedené mnou zpracované sekvence a ¢erné sekvence prevzaté z genové banky.
Zkratky znazornuji lokality vzorkd (podrobné jsou uvedené vTab. I11l). Vedle
fylogenetického stromu jsou jednotlivé linie vyznaceny na mapach (spolecné dvojice jsou
oznaleny stejnou barvou). Cervené ary na mapach znazortji hranice rozsifeni linii vsi

rodu Hoplopleura.
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Obr. 7: ML strom sekvenci Hoplopleura. Bootstrapové hodnoty (ML/MP/MB) jsou

uvedeny u jednotlivych uzld. Striktni konsenzus vSech ML stromi je znazornén tucné.

Fialové jsou uvedené mnou zpracované sekvence a ¢erné sekvence prevzaté z genové banky.

Zkratky znazornuji

lokality vzorkti (podrobné jsou uvedené v Tab.

Vedle

fylogenetického stromu jsou jednotlivé linie vyznaceny na mapach (spolecné dvojice jsou

oznaceny stejnou barvou). Cervené ¢ary na mapach znazoriiuji hranice rozSifeni linii v§i

rodu Hoplopleura. Zkratky [t16V a Mac4b znazoriuji outgoup (Polyplax serrata).
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Obr. 8: Mapa znazornujici rozsiteni linii v§i rodu Hoplopleura s vyzna¢enymi konkrétnimi

lokalitami. linie 1, lokality - Povazi (SR), Tiebisov (SR), Kosice (SR), Litvinov,

Horni Lapac, Chlumec, Milevsko, Ceskomoravska vrchovina, Novy Ji€¢in, Drnholec, Destné

Vv Orlickych horach. linie 2, lokality na Slovensku - Kosice, Pieniny, Kechnec,
TiebiSov, Ruzin. Eissd linie 3, lokality - Plzef, Litvinov, Struzna. linie 4, lokality
- Litvinov, Baiersbronn (N&m). =224 linie 5, lokality - Slanské Vrchy (SR),

Ceskomoravska vrchovina, Baiersbronn (N&m).
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Obr. 9: Mapa znazornujici jednotlivé linie v§i rodu Hoplopleura s vyznacenymi
konkrétnimi lokalitami. |:| linie 1, lokality - Povazi (SR), Ttebisov (SR), Kosice (SR),
Litvinov, Horni Lapa¢, Chlumec, Milevsko, Ceskomoravska vrchovina, Novy Ji¢in,
Drnholec, Destné v Orlickych horach. B iinie 2, lokality na Slovensku - Kosice, Pieniny,
Kechnec, Trebisov, Ruzin. I finie 3, lokality - Litvinov, Struzna, Milevsko. B linie 4,
lokality - Baiersbronn Litvinov. [ linie 5, lokality - Slanské Vrchy (SR), Ceskomoravska
vrchovina, Baiersbronn (Ném). . Microtus arvalis. Q Microtus agrestis. . Myodes

glareolus. . Apodemus flavicollis.
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Obr. 10: Mapa znazornujici jednotlivé linie nornikti rodu Myodes glareolus

s vyznaenymi konkrétnimi lokalitami.

Ceska republika, Chorvatsko, Srbsko a Cerna hora, Madarsko, Slovinsko. S

linie 1, lokality - Rakousko, Némecko,

linie 2,

lokality - Ceska republika, Némecko, Rakousko, Belgie, Svycarsko, Velka Britanie, Irsko a

Francie. linie 3, lokality - Némecko, Velka Britanie, Rakousko, Polsko,
republika, Slovensko, Rumunsko. linie 4, lokality - Makedonie, Bulha
Francie. e linie 5, lokality - Francie, Makedonie. linie 6, lokality -

Britanie, Dansko, Litva, Polsko, Slovensko, Rumunsko, Finsko a Ukrajina.
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Obr. 11: Mapa znazornujici jednotlivé linie hrabo$t rodu Microtus arvalis s vyznacenymi

konkrétnimi lokalitami. linie 1b, lokality - Spanglsko, Francie, Orkneje, Belgie,

N
Nizozemi, Némecko. K\ linie 2b, lokality - Slovensko, Polsko, Rusko, Finsko,

Mad’arsko, Ceska republika, Dansko, Nizozemi. linie 3b - Arménie, Gruzie, Rusko,
Sibif.
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Obr. 12: Mapa znazornjici jednotlivé linie hrabo§t rodu Microtus agrestis s vyzna¢enymi

konkrétnimi lokalitami.

linie 1, lokality - Nizozemi, Némecko, Dansko, Polsko,

Bélorusko, Ceska republika, Finsko, Rusko, Svédsko, Norsko, Velka Britanie, Francie,

Svycarsko. EZEEEE [inje 2, lokality - Portugalsko, Spanélsko, Svycarsko.
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5. Diskuze

Na zaklad€ molekularnich analyz sekvenci CYB z nornikti druhu Myodes glareolus
bylo nalezeno 6 jasné oddélenych, fylogeneticky stabilnich linii, které se zna¢né lisily
geografickym rozsitenim. P¥iporovnani s publikovanymi studiemi (Deffontaine a
spol.,2005, 2009; Kotlik a spol., 2006; Ledevin a spol., 2010; Wojcik a spol., 2010) byly
nalezeny 3 shodné linie- balkanska, kterou zde tvoftila linie 4, zapadni, pfedstavovana linii 2
a vychodni, kterou byla linie 6. Pocty linii identifikovanych v jednotlivych publikacich se
sice lisily, ovSem linie zapadni, vychodni, balkanska, italska a Spanélska byly nalezeny
shodné ve vsech pracech, narozdil od linie uralské, baskické a karpatské, které byly
dohromady popsany pouze v podrobngjsipublikaci (Deffontain a spol., 2009). Linie 2 se
shodovala ve svych lokalitich s diivéjSimi pracemi, stejné tak i linie 6 souhlasila s vyskytem
popsanym v literatuie (Wojcik a spol., 2010; Deffontain a spol., 2005, Kotlik a spol., 2006),
az na jednu lokalitu lezici ve Velké Britanii. Také linie 4 byla shodna s ptivodnimi pracemi,
krom¢ lokality ve Francii (Wojcik a spol., 2010; Deffontain a spol., 2005). Mezi vzorky
zpracovanymi v této praci nebyly ostatni linie nalezeny z divodt chybéjich vzorkt z jiho- a
zapadoevropskych lokalit. Naopak byly nalezeny 2 linie zahrnujici centralni Evropu (linie 1
a linie 3). Linie 1 se nachazela spiSe V jizni ¢asti centralni Evropy, kdeZto linie 3 vétSinou v
Casti severni. Linie 5 zistala v mistech svych glacialnich refugii (Hewitt, 2011) na jihu
Evropy.

U hrabost druhu Microtus agrestis bylo vysledkem molekularnich analyz sekvenci
CYB rozliseni dvou samostatnych fylogeneticky stabilnich linii. P¥i srovnani s odbornymi
pracemi (Jaarola a Searle, 2002, 2004 ; Herman a Searle, 2011) se nasla jedina shodna linie a
tou byla jizni- linie 2, ktera odpovidala i danymi lokalitami (Jaarola a Searle, 2002).
Vychodnia zipadni linie nebyly ur€eny. Misto nich byla zjiSténa linie, kterd nebyla
geograficky rozliSena a zahrnovala celou Evropu, i kdyz obsahovala lokality, které byly
v nedavno publikované studii rozliseny do jednotlivych linii (Herman a Searle, 2011). Studie
se také liSily v poctu jednotlivych linii, vétSinou popisovaly pouze ty zikladni- jiZzni, jejiz
glacialni refugium lezelo na Iberském poloostrove, vychodni s refugiem v Karpatech a Uralu
a zapadni, kterd méla glacidlni reugium na Balkang (Jaarola a Searle, 2002). Pouze
nejnovejsi prace (Herman a Searle, 2011) s nej$ir§im samplingem popisovala podrobné
6 linii- vychodni, centralni, Skandinavii, zapadni, Francii a severni Britanii. Linie 1 se délila
do n¢kolika vétvi, které byly geograficky specifictéjsi, jako naptiklad severni podlinie

zahrnujici Skandinavii, zdpadni podlinie €12 vétve podlinii pro Velkou Britanii, které byly
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popsany jiz dtive. Prvni vétev byla zcela omezena na severni ¢ast hlavniho ostrova Velké
Britanie a ptilehlé malé ostrovy, kdezto vétev druha obsahovala lokality na jihu a pattila

k zapadni linii. Podle autord muselo k takto omezenému rozsifené prvni vétve dojit souhrou
n¢kolika udalosti. Zaprvé, linie musela vzniknou koncem doby ledové, kdy se rychle oteplilo
(cca pted 15 000 lety). Zadruhé, vétev musela vzniknout pied oddélenim ostrova od zbytku

kontinentu vzhledem k holocénimu zvedani hladiny mote pied 8400 let (Lambeck, 1995).

Molekularni analyzy sekvenci CYB u hrabos§a druhu Microtus arvalis rozlisily 3
fylogeneticky stabilni linie. V porovnani se studiemi (Braaker a Heckel, 2009; Buzana spol.,
2010) byly ziskany 2 linie - zapadnia vychodni. Studie se liSily v poctu linii, shodovaly se
v Italii, zdpadni, vychodni a centralni linii, ale podrobnéjsi studie dale uvadéla linii
balkanskou a Freiburg. Mnou ur¢ena zapadni linie (linie 1b) obsahovala vice lokalit-
Nizozemi, Orkneje, Spanélsko a Belgii, nez bylo uvedeno v pfedchozi praci (Braaker a
Heckel, 2009). Jeji vnitini déleni odpovidalo pfedevsim jednotlivym statim. Vychodni linie
2b se cela lisila svym vyskytem oproti porovnavané studii, ve které se linie rozprostirala na
tizemi Polska, Slovenska, Ceské republiky, Némecka a Apl. Ostatni linie, které byly uvedeny
v publikacich jsem nemohla v této praci urcit, kvuli tomu, ze jsem neméla zadné vzorky

z lokalit Balkanu, Italie ani Freiburgu .

U v8irodu Hoplopleura bylo vysledkem molekularnich analyz sekvenci COI 5
samostatnych stabilnich linii. Toto uspotadani linii bylo v souladu s vysledky Terezy
Marvanové (Marvanova, 2011) a nyn¢jsi studie prinesla rozSifeni vzorkti a tim 1 vice
informaci o charakteru populaci. V§i mezi liniemi se li§ily svym geografickym roz$ifenim a
hostitelskou specifitou. Byly nalezeny dvé geograficky specifické linie: linie 2, ktera se
vyskytovala pouze na Slovensku a tvotila vychodni linii a linie 3, ktera se rozkladala na
tizemi severozipadnich Cech a byla rozsitena o dal§i izemi (Struzna). Linie 3 se spolu s linif
4 linii vyskytovala vzapadni ¢asti studovaného tizemi. Hostitelsky specifické byly linie 4,
ktera se vyskytovala pouze na hlodavcich rodu Microtus (Microtus agrestis a Microtus
arvalis) a linie 5, které vykazovaly hostitelskou afinitu k nornikovi druhu Myodes glareolus
a ktera se nachazela na bazi stromu a tvotily ji v§idruhu Hoplopleura edentula. Linie 4 byla
rozsfirena o novou lokalitu v jihovychodnim Némecku, z tohoto diivodu uz nebyla striktné
vazana pouze na uzemi Krusnych hor, jak tomu bylo v ptedeslé praci. K blizsi specifikaci,
zda- libude rozsifeni smérem na zapad vétsi, ¢ibude linie geograficky specifictéjsi, je
potieba dalSich odchytl. Linie 1 byla roz8ifena o lokalitu Novy Ji¢in a piestala tak byt
hostitelsky specificka pro rod Microtus, ale nyni obsahovala také norniky druhu Myodes
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glareolus. Podle Skyline plotu pro linii Microtus vytvofeného v programu BEAST byla
zjisténa zména velikosti populace u hostitelsky specifické linie 4, ktera vykazovala nartst
populace a nebyla nalezena zadna zietelna vazba mezi genetickou strukturou a geografickym
roz§itenim (Marvanova, 2011). Z hlediska geografického rozsifeni i hostitelského spektra
linii rodu Hoplopleura je zajimavé porovnanis vesmi druhu Polyplax serrata, které
parazituji mysice rodu Apodemus a které vykazuji podobné hranice arealu (Stefka a Hypsa,
2008). Genealogicka studie Polypla serrata byla provadéna na 126 jedincich v8i P.serrata,
ze kterych byly ziskany sekvence COIL. Vysledkem fylogenetickych analyz byly 3
jednozna¢né oddélené linie (linie A, B, C,) a linie bajkalska (linie Baikal Lake), ktera se pii
ML vy¢lenila mimo evropsky klastr. Linie A obsahovala 22 haplotypti a rozkladala se

na izemi zabirajici vychodni Slovensko, Ceskou republiku, Francii a Skotsko, tvotila
zapadni linii, a parazitovala na mySicich druht Apodemus sylvaticus a Apodemus flavicollis.
Linie B se skladala ze 14 haplotypti z lokalit leZicich pedeviim v Ceské republice a jedné
lokalité na vychodnim Slovensku. Tato linie byla hostitesky specificka a vyskytovala se
pouze na druhu Apodemus flavicollis. Linie C rozléhajici se pouze ve vychodnim Slovensku
byla geograficky specificka, tvofila vychodni linii, a jejimi hostiteli byly Apodemus agrarius
a Apodemus uralensis (Stefka a Hyp$a,2008). Tato studie byla dopInéna o dal§i vzorky

z novych lokalit z izemi Bulharska, Francie a jihu Britanie (Martinti, 2009). V populacich
v§irodu Polyplax serrata prochazely tizemim stfedni Evropy hranice, oddélujici vychodnia

zapadni linie, stejné tak jako tomu zde bylo u v§irodu Hoplopleura.

Z vysledki je patrné, Ze biogeografické clenéni populaci zivo¢ichtl, Zkoumanych
V této praci, se vétSinou déli na jednotlivé linie ve shodé s obecnym paternem spole¢nym pro
vétSinu organismi v Evropé (Hewitt, 2011). To je dano rekolonizaci kontinentu z glacialnich
refugii, které byly umistény na jihu Evropy, diky jejich lep$im klimatickym podminkam.
Témito refugii byly pfedevsim Ibersky poloostrov, Balkan a Italie (Hewitt, 2011). N¢které
udaje vSak naznacuji, Ze spole¢enstva mirnych druhii byly schopny piezit posledni glacial i
smérem dale na sever tj. ve sttedni Evropé. Myodes glareolus je jednim z druht, pro ktery
takovéto severni refugium bylo nejlépe zdokumentovano. Toto udajné severni glacialni
refugium se nachazelo v blizkosti Karpat (Kotlik a spol., 2006), ¢imz Ize zpochybnit tvrzeni
(Haynes a spol., 2003), které naznacovalo, ze vychodni linie Microtus arvalis, vyskytujici se
na izemi Mad’arska, Slovenska, Polska, Finska, Ukrajiny a Ruska, se rozsitila z glacidlniho
refugia na Balkan¢, cozbylo zplisobeno nedostateénym sbérem vzorkd. AZ podrobngjsi

sampling ukazal na moZnost severniho refugia (Buzan a spol., 2010). Rozdéleni na zapadni a
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jizni linii u hrabose druhu Microtus agrestis se neshoduje se vzory, které jsou obvykle
spojeny s postglacialnim rozsitenim linii v rdmcidruhu v Evrop¢ (Hewitt, 2011).

Ve skute¢nosti miize neobvyklé geografické rozdéleni jizni linie svédéit o tom, ze se
izolované populace ptizplsobily prostiedi Sttedozemniho mofie, Vcetné horskych oblasti.
Ptitomnost jizni linie na Iberském poloostrové naznacuje, ze zde prezivala v prib&hu
posledniho zalednéni. Naopak zapadni linie pravdépodobné obsadila glacialni refugium

v Karpatech. Pokud by tyto dvé linie patiily ke stejnému druhu a usp&$né kolonizovaly sever
Evropy na konci posledniho glacialu, tak by se ocekavalo zapadnia vychodni roz§iteni.
Misto toho v§ak maji tyto dvé linie relativné jizni a severni rozdéleni. Tento model by se dal
ocekavat v ptipad€, ze se zapadni linie rozsifila nejprve pies stiedni Evropu s naslednym
vysidlenim jiznich oblasti oddélenymi druhy, které poté tvotily jizni linii, a které byly Iépe
ptizpusobeny podminkam typickym pro Sttedomoti (Jaarola a Searle, 2002). Omezeny
geograficky rozsah balkanské linie Microtus arvalis nasvéd¢uje tomu, ze obsadila glacialni
refugium na jihozapadnim Balkan¢ a odtud se jen malo geograficky roz§itila. Tato oblast se
vyznaéuje vysokou mirou endemismu a je to hot-spot v evropské rozmanitosti savca.
Endemité se zde vyskytuji v drsné horské krajin¢ zapadniho Balkanu, kde byla jejich
geneticka jedine¢nost spusténa v ruznych case diky stfidani glacidlu - interglacialua byla

formovana riznymi biogeografickymi filtry a bariérami (Krystufek a spol., 2007).

Ziskana data ukazuji na to, ze dal§i odchyty nornikt druhu Myodes glareolus, které
by daly presnéjsiobraz fylogeografické struktury populaciparazitii a jejich koevoluci
s hostiteli béhem kvartérniho zalednéni, by se mély uskutecnit v oblastech, kde by mohlo
dochazet k prekryviim mitochondrialnich linii a to pfedevs$im ve sttedni Evropé (Obr. 10).
Konkrétné v Némecku, Rakousku, Polsku, Mad’arsku, Slovensku a Ceské republice, kde by
linie mohly tvotit hybridni zony a dale také na vét§iné uzemi Balkanského poloostrova.
Ze zaneseni fylogenetickych paternit Microtus arvalis do map vyplyva, ze by mohla zapadni
linie tvofit hybridni zonu s linii 2b v oblasti od Beneluxu a Némecka po Ceskou republiku

(Obr. 11), proto by se mély dalsi odchyty provadét zejména na téchto lokalitach.

Pro tuto praci, kdy jsem zkoumala predev§im fylogeografickou distribuci
genetickych linii, postacila prace s mitochondridlnimi geny pfedavanym v maternalni linii.
Abychom se dozvédeli vice o recentni popula¢ni dynamice a struktufe linii hostiteld a
parazitd, bude v budoucnu potieba pouzit multilokusové metody (napi. AFLP nebo

mikrosatelity), které jsou vice informativni. Metoda AFLP byla u téchto organismt
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aplikovana naptiklad ve studii zabyvajicise zkoumanim lokalni adaptace drobnych hlodavct
(Microtus arvalis) ve vysoké nadmoiské vysce, kdy byly porovnany dvé populace hrabosi
zriznych nadmotskych vysek (Fischer a spol., 2011). Mikrosatelity byly zase pouzity pti
studiu transalpinsk é kolonizace Microtus arvalis,jejichz analyzou se v Alpach odhalilo
n¢kolik geneticky odlisnych klastrii (Braaker a Heckel, 2009).
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6. Zavér

X/
°

X/
L X4

Z vysledkt vyplyva, ze na zdkladé molekularnich analyz sekvenci CYB z norniki
druhu Myodes glareolus bylo nalezeno 6 jasné oddélenych, fylogeneticky stabilnich
linii, které se znacné liSily geografickym rozsitenim. U hrabost druhu Microtus
agrestis bylo vysledkem molekularnich analyz sekvenci CYB rozliSeni dvou
samostatnych fylogeneticky stabilnich linii. Vétev Microtus arvalis se ¢lenila na 3
oddélené, fylogeneticky stabilni linie (linie 1b, 2b, 3b). U v$irodu Hoplopleura bylo
vysledkem molekularnich analyz sekvenci COI 5 samostatnych stabilnich linii. Toto
uspotadani linii bylo v souladu s vysledky Terezy Marvanové (Marvanova, 2011) a
nyn¢j$istudie ptinesla roz§iteni vzorki a tim 1 vice informacio charakteru populaci.
Bude potieba uskute¢nit dal§i odchyty hlodavcu a jejich v8i pfedev§im v oblastech
Beneluxu, stfedni Evropy a Balkdnu, aby se zistlilo, zda u linii dochazi
k mitochondrialnim ptekryvim

Pro tuto studii postaila prace s mitochondridlnimi geny, ovSem pro podrobngjsi
studii recentni dynamiky populaci, bude potieba pouzit informativnéjSich markert

(AFLP, mikrosatelity, MHC).
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8. Priloha

Sekvence cytochrom oxidazy b z Myodes glareolus pievzaté z genové banky.

zkratka vzorku | cislo z genové banky | zkratka vzorku | éislo z genové banky
M. agrestis FJ619765 SR1 DQ472316
M. agrestis AY167188 SR2 DQ472276
M. arvalis UAM24466 SR3 DQ472264
M. arvalis UAM30029 Chorvl HQ288345
FM DQ472286 Chorv2 DQ472330
\VnL DQ472290 Chorv3 DQ472326
Besk HQ288347 Belg HQ288334
Nem DQ472319 Litva HQ288401
FR3 HQ288390 Rak1 HQ288330
FR4 HQ288396 Rak2 DQ472334
FR5 HQ288389 Rak3 DQ472338
FR6 HQ288385 Swil HQ288417
FR7 HQ288382 Swi2 HQ288418
UK?2 HQ288367 Swi3 DQ472343
UK3 FJ640870 Fin HQ288369
UK4 FJ640941 Danl HQ288363
UK5 FJ640941 Dan2 HQ288354
UK6 FJ640942 Bull HQ288338
Irsko EF378948 Bul2 HQ288340
IT1 HQ288398 Bul3 DQ472240
IT2 HQ288399 Bul4 DQ472234
IT3 DQ472244 UKR1 DQ472230
Poll FJ881429 UKR2 DQ472246
Pol2 HQ288405 RUM1 DQ472274
Pol3 FJ881489 RUM2 DQ472246
Pol4 FJ881487 Slov DQ472323
Pol5 FJ881483 MAD1 DQ472248
Polé FJ881491 MAD2 DQ472250
Srb&CH1 DQ472302 MAD3 DQ472345
Srb&CH?2 DQ472298
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Sekvence cytochrom oxidazy b z Microtus arvalis a Microtus agrestis prevzaté z genové

banky (Mag= Microtus agrestis, Mar= Microtus arvalis).

Cislo 7 genové
zkratka vzorku | ¢islo 7 genové banky | zkratka vzorku banky

M. glareolus AY309421 FilMag AY167152
M. glareolus AY309419 FIMag AY167151
SR4Mar AY?220767 KRMag AY167212
SR5Mar AY220768 FRMag GU563290
FR1Mar GY190634 FR2Mag GU563288
FR2Mar AM991085 FR3Mag GU563286
FR3Mar GU190633 FR4Mag GU563290
FR4Mar GU190628 FR5Mag GU563284
FR5Mar GU190570 FR6Mag GU563289
NemlMar GU190626 UKMag GU563227
Nem2Mar GU190624 UK?2Mag GU563280
Nem3Mar GU190616 UK3Mag GU563282
Nemd4Mar GGU190622 UK4Mag GU563276
BellMar Gu190544 UK5Mag GU563260
Be2Mar GU190536 UK6Mag GU563786
Niz1Mar GU190535 UK7Mag GU563784
Niz2Mar GU190530 UK8Mag GU563782
Niz3Mar GU190506 UK9Mag GU563780
Niz4Mar AY?220778 ScotMag AY167181
SpalMar GU190646 Scot2Mag AY167182
Spa3Mar AY?220788 DanMag GU563298
FinlMar AY220770 Dan2Mag GU563297
MAD1Mar AY?220769 BrusMag AY167155
DanMar AY220776 LitvaMag AY167177
GruzMar AY?220760 Litv2Mag AY167178
ArmenMar AY?220761 NizMag AY167183
Poll Mar AY220773 FinMag AY167198
Pol2Mar AY?220772 Fin2Mag AY167205
RUS1Mar AY?220762 Fin3Mag AY167169
RUS2Mar AY?220771 FindMag AY167199
RUS3Mar AY220763 PolMag AY167185
SibirMar AY?220765 RusMag AY167174
OrknlMar AY?220786 Rus2Mag AY167165
Orkn2Mar AY220779 Rus3Mag AY167213
Orkn3Mar AY220784 Rus4Mag AY167156
OrkndMar AY?220785 SpaMag AY167162
PortMag AY167186
NorskMag AY167202
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SwiMag AY167160
Swi2Mag AY167161
Swi3dMag AY167159

SveMag AY167211
Sve2Mag AY167203
Sve3Mag AY167209
SvedMag AY167207
Sve5Mag AY167206
NemMag GU563296
Nem2Mag GU563292
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