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1. Uvod

Parazité, stefhjako jiné organismy, maji geneticky strukturovaupulace. Geneticka
strukturovanost, je Zigobena tim, Ze se populacghém historie geneticky vyvijeji,
nejsou panmiktické a ztdta v nich migruji. Areél vyskytu ¢&ité populace rze byt
v n¢kterych ipadech ohragen girozenymi ¢i uméle vytvarenymi bariérami.
Prikladem umnglé, ¢lovékem vytvaené bariéry, je Velk&inska ze’, ktera branila
genetickému toku mezi populacemi rostlin na jeddéuhé straé zdi (Su a kol., 2003).
Mezi prirozené bariéry pét nagiklad okraje kontinentu, pohio oceanci vodni tok.
Prikladem pirozené geografické bariéry je Grand Canyon, kiged rekolika tisici
lety rozclil pavodre totozny druh sysl na druhy Ammospermophilus harrisii a
Ammospermophilus leucurus, Zijici kazdy na opmé strag kanonu (Hafner, 1981).
V heterogennim proidi bude mit geograficky Siroce razfia populace tendenci
vyvinout lokélni genetické rozdily. Pokud budouotyibkalni populace dostate
izolované, soudrzny tok gémmezi nimi se perusi, nebo drasticky redukuje a stanou se
Z nich nezavislé evolni jednotky.

Krom¢ geografickych bariér mohou mit vliv na genetickstuukturu organisiin i
ekologické faktory. V fipadt paraziti je nejnapadjSim faktorem hostitelska specifita.
Geograficka distribuce a hostitelska specifita stéynu hostitel-parazit jsou zakladem
pro genetickou diverzifikaci a strukturovani poméaV disledku toho parazité Zijici na
vice druzich hostitélmohou byt ve skutmosti skupina morfologicky nerozliSitelnych,
ale geneticky odlisnych drih(Stefka a Hyp3a, 2008). Teprve na genetické Urgvni
patrné, Ze &které linie jsou vazané specificky nakteré hostitele¢i na ucité uzemi.
Nékolik modeli, které byly detaild prostudovany ukazuje, Ze koevéhil procesy
v systému hostitel-parazit mohou byt velice kompli&né; i blizce ibuzné linie se
mohou [iSit svymi ekologickymi vlastnostmi a chaedem populéni struktury.
Napiklad v genealogické studii vSi rodRediculus parazitujicich n&lovéku (Reed a
kol., 2004). Podobny patern byl popséin siudiu hostitelsko-parazitickych vztalsi
rodu Polyplax (Stefka a Hyp3a, 2008) a tasemhigula intestinalis (Stefka a kol.,
2009). Krong genealogické slozky ovihje koevoluce mezi hostiteli a parazity také
mnoho demografickych aspéka genetickych paramét{nagiklad migrace z\at, tok
gen, ¢i zmeény velikosti populace). Velikost populace histogialoste nebo klesa, s tim
souvisi i to, jak je vyrazny geneticky polymorfissauGeneticky polymorfismus se

muze v disledku bottlenecku sniZzovéitzvySovat nakstem populace.
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Velmi dulezitym evolinim faktorem, ktery ovliiuje popul&ni strukturu organisinje
tok ger, tj. predavani gein mezi populacemi n&pstji prostrednictvim migrujicich
jedinai. Geneticky tok se fize v pfibchu evoluce zrychlovati zpomalovat v zavislosti
na struktiie populace fiisluSného druhu. Z hlediska genového toku je totiz
druhu, ale migrace. Genovy tok, ktery zpfedkovava vyminu genetické informace
mezi jednotlivymi populacemi, ma nejspiSe zasadyjgnam pro pib¢h evoluce
(Rieseberg a kol., 2001). Kazda populace je vystay@sobeni pirozeného vybru,
ktery z ni eliminuje jedince, jejichz genotyp neodjsa pozZzadavikm lokalniho
prostedi. Geneticky uniformni populace ma horSi moznesbtluwné odpovidat na
rychlé a kratkodobé z&ny prostedi a je proto odkadzana na jediny zdroj selektdwvate
genetické variability, tj. na mutace. Lokalni pogmeé se nachézeji v odliSnych
podminkach, tudiz se vzajesnisi i sloZzenim svych genofofd Migranti proto
s velkou pravépodobnosti inesou do populaceskteré alely, které se zde nevyskytuii,
piipadrE, které se zde vyskytuji pouze v nizké frekventedF, 2005).

Populace parafitprodlavaji v pfibchu evoluce izné demografické zény, které se
odrazi pozdji v jejich genofondu. Pokud odhalime tyto &my, miZzeme pesrgji
zhodnotit genetickou variabilitu v populaci parazitPomoci poputaé-genetickych
metod jsme schopni zjistit aktuélni podobu struktpopulace a zjistit bariéry toku
genetické informace, odhadnout miru migrace a éngmgeri v populaci. Metody
rekonstrukce vnitrodruhovych genealogii jsou takéedtym prostedkem ke zjigni
historie populéni struktury a uweni udalosti, kterymi jsou n&glad mira populéni
expanzei fragmentace populace (Emerson a kol., 2001).

V prabéhu ¢vrtohor prokhly dilezité klimatické zminy, které velice ovlivnily roz$éni
Zivocisnych i rostlinnych druin v palearktické oblasti (Webb a kol.,, 1992). Klima
glacialu bylo charakteristické chladem a suchenajika byla bezlesa a velk&st
Evropy byla pro temperatni druhy ¥&i neobyvatelna. Teplomilné a némé druhy
fauny a flory byly podminkami glacialu zateny na jih. Stdoevropské formy
piezivaly ve vzajemhizolovanych mediterannich refugiich na Iberskémerinském a
Balkdnském poloostrév S oteplenim v postglacidlu doSlo k reexpanzi drute
sttedomdskych refugii. Dnesni arealy drufsou vysledkem postglacialni rekolonizace
z mediterannich refugii (kde doSlo k nezavislé djeaci az allopatrické speciaci).
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Nekteri védei se snazi pomoci fylogeografickych a paleontclogch pristupy zjistit
konkrétni refugia, ze kterych jednotlivé druhy riekozovaly oblasti v Evrof
Napiklad studie o fylogeografické historMyodes glareolus v Evrog odhalila, Ze
druhy Zijici vlesich mirného pasma, jako je normildy, byly schopny i@zit

v oblastech gedni Evropy Bhem stidani dob ledovych (Deffontaine, 2005). HraboSi
rodu Microtus reprezentuji sas¥ druhy v holarktické oblasti (Jaarola a kol., 2004
Robovsky a kol., 2008). Mnoho evropskych druind sympatrickou distribuci a na
vétSine z nich parazituji v3i rodtloplopleura. Fylogenetické studie ngsgjSiho druhu
Microtus arvalis (Buzan a kol., 2010) ukazuji, Ze kvartérni zatedrmmélo dopad na
populace hrabds podobr jako na mySice roduApodemus;, oddtlena refugia se
nachazela v zapadni a vychodni EwopSituace u Myodes glareolus je
komplikovargjSi. Studie o fylogeografické histofilyodes glareolus v Evrog odhalila,

Ze druhy Zijici vlesich mirného pasma, jako jenfiorrudy, byly schopny iezit

v oblastech s$edni Evropy Bhem stidani dob ledovych (Deffontaine, 2005). DalSi
studie odhalila, Ze kro#énrefugia v jizni a $edni Evrog bylo nalezeno i refugium

v Karpatech (Kotlik a kol., 2006).

Modelem mé prace je veloplopleura, ktera je pro studium popwai struktury
vyhodna, protoZe Zije na vice hostitelich. VSi jsginradnimi parazity placentalnich
savd. Jsou vysoce specializovanym krevsajicim hmyzehnj Zivotni cyklus je zcela
zavisly na jediném hostiteli. VSi saji kretipo z cévy hostitele a to Ekolikrat za den.
Mimo své hostitele dok&ziigzit jen ®kolik mélo hodingi dni. Zivotni cyklus se
sklada z wakolika vyvojovych stadii (vagko, i nymfalni stadia a dosfec) Obr. 1.
Ustni Ustroji maji znmé¢ modifikované a fetvarené v boda¥ saci aparat s
vysunovatelnym styletem. Silné nohy slouzi Kclpyceni na chlupech hostitele a
srpovity drap, proti #muz vyiistd na holeni silny palcovity vistek, vytvdi jakési
kleS€. Saméka klade pimérné 5 az 20 vajiek dens, v zavislosti na druhu vSi a

dostupnosti potravy (Volf a kol., 2007).

VSi rodu Hoplopleura parazitujici zejména na hlodavcich roddicrotus jsou
morfologicky blizce pibuzni. To je évod, pr@& ves parazitujici na hrabosSibthicrotus
arvalis a Microtus agrestis byla povazovana za stejny druh jako ve$ vyskyitgécna
Myodes glareolus. V roce 1966 Beaucournu detailprostudoval morfologii a poukazal
na to, ZeHoplopleura edentula parazitujici naVlyodes glareolus je odliSny druh. Od
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této doby byla povazovana jako podditdbplopleura acanthopus (Fahrenholz, 1916).
Diagnostické znaky na povrchid. acanthopus a H. edentula byly studovany pod
skenovacim elektronovym mikroskopem. Spolehlivympaznavacim znakem je rozdil
ve tvaru paratergalnich degtk a v délce a tlotie sét, které se na nich nachazeji
(Kohn a kol., 1987).

Obr. 1. Zivotni cyklus vsi (pevzato z: http://www.squidoo.com/Head-Lice-Life-@y)c

1st Instar Znd Instar
nymph nymph

Hostitelé vSi roduHoplopleura

Microtus arvalis (hrabo$ polni) je jeden z naSich nrgjejSich drobnych savg
vyskytuje se na celém lzefiéské republiky. V Krkonosich pronika i nad horrauici

lesa. Vyjma Finska, Skandindvie &t3i ¢asti Stedomdi obyva téndi celou pevninu
Evropy az po Ukrajinu a Rusko (povodi Volhy). Jeestypickym druhem suchych
stanovi§ otewené krajiny a kulturni stepi, ale v dobactemnozeni pronika i do
pros\wtlenych le§. Vyhyba se misim s hustou vysokou vegetaci, na zimu se stahuje do
stohi, sypek a sentk Svrchu byva ZlutoSedy, Sed@dy nebo slab narezaly,

naspodu obvykle Sedobily se Zlutym nadechem.

Microtus agrestis (hraboS mokadni) se vyskytuje od Velké Britanie (chybi v Irskuna
Islandu) az po jezero Bajkal naexdni Sibii. Jizni hranice evropské&sti arealu &i
horskymi oblastmi Spatska, ltalie, Slovinska a Chorvatska, na severiasah na
polreZi Severniho ledového oceanu.C¥ské republice je misty zcel&zmy, obyva
polohy od 140 m n. m. (&insko, Mostecko) do 1600 m n. m. (KrkonoSe&xa,
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Vysoké Kolo, Hruby Jesenik, Prat). Dosud nebyl zjigh v niZinach stednich a
vychodnichCech a jizni Moravy. Vyzaduje husty porost vihkonjih rostlin, takze
optimalni podminky naléza na podfeaych (nekosenych) loukach, raSelinistich,
bazinach a jinych mdtdech. V horach hofnosidluje holiny po odurelych lesich,
okrajow obyva kamenné sutOd hraboSe polniho se sice liSi figp zietelnymi znaky,
hibetni stranuda ma obvykle tmavsi, rez&az skdicove hrnédou, rekdy i s gimési

cernych chlug a s¢tlejSi kiicho Sedavé nebo Zlutave.

Myodes glareolus (nornik rudy) se vyskytuje s vyjimkouétéi casti Pyrenejského
poloostrovaRecka, stedomdskych ostrou a Islandu v celé Evrépa Malé Asii, dale
na vychod zasahuje daatini Sibie, @iblizné po Altaj a Bajkalské jezero. ¥echéch
se s nim setkdme skuate vSude, od nizin az padbeny hor, kde vystupuje i nad horni
hranici lesa. NejhogjSi je v listnatych a smiSenych lesich s bohatyrdrpstem, ale
nachazi se i ve swinach, v kosotkving, bfehovych porostech,ttvinach, polnich
remizcich i parcich. Od jinych hralio§e snadno pozna podle napadervenav
rezaveho zbarveni nabeg, veétSich usSnich bolica delSiho ocasu (obvykle 45 — 60 %
délky €la). Biicho miva s¥tlejSi, nazloutlé nebo v zimni srstékdy aZcisté bilé, také

tlapky jsou swtlé.

Apodemus flavicollis (mysSice lesni) Zije od vychodni Francie, Italigizai Skandinavie
po Ural, Kavkaz, Malou Asii a Blizky vychod, ostkovit¢ se vyskytuje v jizni Anglii,
Pyrenejich a rowZ na mnoha ostrovech. &echéch se nafinodnych biotopechding
vyskytuje na celém Uzemi, v horach vystupuje vysokd horni hranici lesa (nap
KrkonoSe - S&zka, 1602 m n. m.). Obyva zvl&sistnaté smiSené lesy od nizZin po
hory. Rovz osidluje chladjSi mista na fezich vodnich tok sady nebo polni
remizky, v zind se stahuje k obytnynii hospodéskym budovam. MySice lesni je
nejvetsi z drulii mySic Zzijicich u nas. Spolehlivym davacim znakem je délka zadni
tlapky nad 24mm. Podobrje tomu i s ocasem, ktery je u délh jedinai stejré
dlouhy, nebo spiSe delSi nefot V dosglosti miva mySice lesni pa¥meé vyrazné
zbarveni, ve kterém rySawnedy az kastanovy odstin n#blet a bocich odéuje ostra
hranice od tért cist¢ bilého Wicha. Na hrdle byva velka Zluta skvrna, ktera se na
vnitini strak prednich kogketin napojuje na tmavsi zbarveni KBokMa napadné
koralkow cernolesklé ¢ o praiméru asi 5mm a velké, lysé udni boltce (Aral a

Hor&ek, 2005).



2. Cile prace

Cilem této prace bylo zjistit popuai strukturu vSi roduHoplopleura z miznych
hostitefi a lokalit vCechéach a na Slovensku pomoci sekvenci mitochonéhi@lgenu

pro cytochrom c oxidazu podjednotku I (COI).

3. Material a metodika

3.10dchyty hlodavai a odbér biologickych vzorki

Material vSi roduHoplopleura, ktery jsem zpracovala ve své diplomové pracihgac

z terénnich odchytdrobnych hlodavic (druhi Microtus arvalis, M. agrestis, Myodes
glareolus,, A. flavicollis, A. sylvaticus), které probihaly v fibéhu let 2005 - 2010 na
lokalitach vCeské republice a na Slovensku. Pro odchyty bylyippklasické devéné
sklapovaci pasti. Jednotlivi hlodavci byli iderkdvani pomoci literatury (Angta a
Hor&ek, 2005). Odchyceni hlodavci byli vyEati na pitomnost parazit (vSi, blechy,
klistata) a nalezeni ektoparazité byli posléze uloZzeni9€% ethanolu. Z kazdého
hlodavce byl pro molekulaénbiologické &ely odebran tk@ovy vzorek. Pro &décké
pokusy koleg z naSi laborate, ktéi se zabyvaji studiem kokcidii z mysic, byl odebran
z kazdého hlodavce také trus Ztriku, ktery byl penesen do vzorkovnice s 4%
roztokem dichromanu draselného.

HraboSi druhuMicrotus arvalis a Microtus agrestis a nornici roduMyodes glareolus
byli odchyceni celkem na sedmnacti lokalitdch, &tsou znazorkny na map (Obr.2)

a vySeteni na pitomnost vSi rodiHoplopleura. Prevalence vSi z jednotlivych lokalit
jsou znazorény v tabulceTab. 1. VSi byly nalezeny na celkem 50 hraboSich rodu
Microtus arvalis, 10 hraboSich rodMicrotus agrestis, 15 nornicichiMyodes glareolus a

na jedné mysici druhApodemus flavicollis. Celkem bylo sesbirano 75 jedinesi.



Obr. 2. Mapa lokalit odchyt hrabo& a norniki, u kterych byly nalezeny vSi rodu

Hoplopleura (nazvy lokalit jsou uvedené Vab. 1).
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Tab. 1. Prevalence vSi roduHoplopleura na jednotlivych hostitelich a lokalitach
(pocet odchycenych hlodauaurcitého druhu / p&et hlodavé, u kterych byly nalezeny

v3i).
Oznafeni | Lokalita Pocet vSi na daném hostiteli
M. M. M. A
arvalis | agrestis | glareolus | flavicollis

c1 Ceskomoravska vrchovina, 21/7 5/1

lokalita 1,CR
c2 Ceskomoravska vrchovina, 15/5 4/2

lokalita 2,CR
C3 Ceskomoravska vrchovina, 8/1 3/3

lokalita 3,CR
KO KoSice, SR 42/17
PO Povazi, SR 3/1
DR Drholec,CR 5/1
HL Horni Lap&, CR 22/8
TR TrebiSov, SR 12/2 10/1
LI Litvinov, CR 18/3 12/7
ML Milevsko, CR 5/1
CH Chlumec,CR 6/2
KL Klabava,CR 5/3
OH Destné v Orlickych horaclt,R 1/1
SV Slanské Vrchy, SR 3/2
KE Kechnec, SR 2/2
Pl Pieniny, SR 3/3
RU Ruzin, SR 3/2

3.2DNA extrakce

Pro izolaci DNA byly vSi vyjmuty z ethanolu, podnbilupou rotiznuty skalpelem mezi

thoraxem a abdomenem a vysuSemngspnoc p pokojové teplat. Genomova DNA

byla extrahovana izotaim kitem QlAamp DNA Micro Kit od firmy Qiagen. DNAyla

vyizolovana dle navodu vyrobce. Chitinovy exoskef&t byl po izolaci DNA uchovan

pro piipad zgtné morfologické determinace.



3.3PCR a sekvenace

K zjisténi fylogenetickych vztalh mezi populacemi vSi rodtioplopleura byl pouzit

fragment mitochondrialniho genu pro cytochrom adéxziu podjednotku | (COI) dlouhy
581bp. Pro PCR reakci byly pouzity primery LCO 19%®CO 2198 (Hafner a kol.,
1994) a polymeraza High Fidelity PCR Enzyme MixKHliod firmy Fermentas. PCR

probihala v objemu 20 ul za standardnich podminek.

Pro amplifikaci byly pouzity tyto primery:
LCO 1940
HCO 2198

Amplifikace probihala zasthto podminek:

1. denaturace  94°C 3:00

2. denaturace  94°C 1:00
annealing 55°C 1:00
elongace 72°C 1:30
30 cykii opakovani

3. finalni extenze 72°C 10:00

Vysledek PCR reakce byl vizualizovan elektroforéamu 1% agardézovém geluip
napsti 100V, @i pouziti barviva Sybr Green a 1kb ladderu. ZiskB@R produkty byly
enzymaticky pecisteny pomoci 0,2 pl Exo | (exonuclease IEz Coli) a 0,2 ul CIP
(alkaline phosphatase calf intestinal; New EnglBialabs®Inc). Vzorky byly nasledn
odeslany na sekvenaci do firmy Macrogen (Korea)réhliZzeni, Upra& a kompletovani
vyslednych sekvenci byl pouzit program SeqMan (DSAAR, Inc.). Identifikace
sekvenci a jejich porovnani s publikovanymi sekeanmic byly provedeny v genoveé

bance pomoci algoritmu BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov)



3.4 Alignmenty, fylogenetické a populé&ni analyzy

Alignmenty sekvenci byly vytweny v programu BioEdit7 (Hall, 1999). Sekvence byly
alignovany algoritmem Clustal W Multiple AlignmenfThomson a kol., 1994).
Manualre zkontrolovdny a tezény do stejné délky 581bp. Upraveny alignment
sekvenci byl exportovan do programu Collapse 1ds4Ba, 2006) a timto programem
byly sekvence zkolabovany do jednotlivych hapldtyfpako outgroup byly pro vSechny
fylogenetické analyzy pouzity sekvenbéetria sp. (GU163418.1) &epidoptera sp.
(HM388626.1).

K zjiSténi genealogickych vztdh mezi haplotypy byly pouzity metody maximum
parsimony (MP), maximum likelihood (ML) a neighbgaming (NJ). MP analyzy byly
provedeny v programu TNT (Goloboff a kol., 2004p@meéry tranzici ku transverzim
(Ts/Tv) 1/1, byl pouzit TBR algoritmus s 10 replieani a ndhodnym imavanim
sekvenci (random sequence addition). Striktni kosise byl ziskan ze vSech MP
stromi. Hodnoty bootstrapu byly ziskany 1000 replikacdowi, pouzit TBR algoritmus
s pongrem tranzici ku transverzim (Ts/Tv) 1/1. ML analymda provedena v programu
Phyml (Guindon a kol., 2003) s pouzitim modelu GTK&ery byl vybran pomoci
programu Modeltest a parametry odhadnutymi z da&. s&jnym modelem byla
provedena bootstrapova analyza s 1000 replikacaimiND analyza byla provedena v
programu PAUP v.4b10 (Swofford, 2002). Haplotyp®i€ byly zrekonstruovany v
programu TCS (Clement a kol., 2000). Vysledné syrtayly vizualizovany programem
TreeView v.1.6.6 (Page, 1996).

Geneticka variabilita jednotlivych linii byla vyhndcena v programu DNASP 4.0
(Rozas a kol., 2003) pomoci koefici@mukleotidoveé £) a haplotypové (H) diverzity. V
tomto programu byly také provedeny testy neutralityl sekvenci. Haplotypové &it
byly pouZzity jako zéklad pro nested clade analyzavedenou v programu Geodis
(Posada a kol., 2000). V programu BEAST (Drummorkbla, 2007) byly provedeny
pomoci metody skylineplot analyzyistu populace pro linie vykazujici signifikantni

vysledek testu neutrality.
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4. Vysledky

4.1 Sekvence a alignmenty

Byly ziskany sekvenceéasti genu pro COI dlouhé 581bp ze 75 jedingi, z toho 68
jedinal Hoplopleura acanthopus a 7 jedind Hoplopleura edentula (Tab.2). Dewt
sekvenci nebylo kompletnosekvenovanych (C3CG1, C3CG2, C1MR3, C1MR4,
C2MR2, C2MR4, C2MR5, C2MR1, CHMT1). Celkovych 6&eenci gedstavovalo 30
haplotypi (Tab.3). Paity sekvenci kolisaly mezi 1 - 11, tagtjSi zastoupeni bylo 1 - 3
sekvence (podrobnosti vizab.3).

Tab. 2. Prehled sekvenci, podbarvené sekvence nebyly poptotgnalyzy.

oznaceni druh parazita hostitel lokalita

CIMT1 H.acanthopus M. agrestis  Ceskomoravska vrchovina, lokalita 1
C1MR2 H.acanthopus M. arvalis Ceskomoravskéa vrchovina, lokalita 1
C1IMR3 H.acanthopus M. arvalis Ceskomoravska vrchovina, lokalita 1
C1MR4 H.acanthopus M. arvalis Ceskomoravskéa vrchovina, lokalita 1
C1IMR5 H.acanthopus M. arvalis Ceskomoravska vrchovina, lokalita 1
C1MR6 H.acanthopus M. arvalis Ceskomoravskéa vrchovina, lokalita 1
C1MR7 H.acanthopus M. arvalis Ceskomoravskéa vrchovina, lokalita 1
C1MR1 H.acanthopus M. arvalis Ceskomoravska vrchovina, lokalita 1
C2MR1 H.acanthopus M. arvalis Ceskomoravskéa vrchovina, lokalita 2
C2MR2 H. acanthopus M. arvalis Ceskomoravska vrchovina, lokalita 2
C2MR3 H. acanthopus M. arvalis Ceskomoravskéa vrchovina, lokalita 2
C2CG1 H.edentula M. glareolus  Ceskomoravska vrchovina, lokalita 2
C2MR4 H. acanthopus M. arvalis Ceskomoravskéa vrchovina, lokalita 2
C2MR5 H. acanthopus M. arvalis Ceskomoravska vrchovina, lokalita 2
C2CG2 H.edentula M. glareolus Ceskomoravské vrchovina, lokalita 2
POMR1 H. acanthopus M. arvalis Povéazi, Kracové

KOMR1 H. acanthopus M. arvalis KoSice

KOMR2 H. acanthopus M. arvalis KoSice

KOMR3 H. acanthopus M. arvalis KoSice

KOMR4 H. acanthopus M. arvalis KoSice

KOMR5 H. acanthopus M. arvalis KoSice

KOMR6 H.acanthopus M. arvalis KoSice

KOMR7 H.acanthopus M. arvalis KoSice

KOMR8 H. acanthopus M. arvalis KoSice

KOMR9 H. acanthopus M. arvalis KoSice

KOMR10 H. acanthopus M. arvalis KoSice

KOMR11 H. acanthopus M. arvalis KoSice

KOMR12 H. acanthopus M. arvalis KoSice

KOMR13 H. acanthopus M. arvalis KoSice

KOMR14 H. acanthopus M. arvalis KoSice

KOMR15 H. acanthopus M. arvalis KoSice
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KOMR16 H. acanthopus M. arvalis KoSice

KOMR17 H. acanthopus M. arvalis KoSice

C3CG1 H.edentula M. glareolus Ceskomoravskéa vrchovina, lokalita 3
C3MR1 H.acanthopus M. arvalis Ceskomoravska vrchovina, lokalita 3
C3CG2 H.edentula M. glareolus Ceskomoravské vrchovina, lokalita 3
C3CG3 H. edentula M. glareolus Ceskomoravské vrchovina, lokalita 3
DRMR1 H.acanthopus M. arvalis Drnholec

HLMR1 H. acanthopus M. arvalis Horni Lapac

HLMR2 H. acanthopus M. arvalis Horni Lapac

HLMR3 H. acanthopus M. arvalis Horni Lapac

HLMR4 H. acanthopus M. arvalis Horni Lapac

HLMR5 H. acanthopus M. arvalis Horni Lapac

HLMR6 H. acanthopus M. arvalis Horni Lapac

HLMR7 H. acanthopus M. arvalis Horni Lapac

HLMR8 H. acanthopus M. arvalis Horni Lapac

TRMR1 H. acanthopus M. arvalis TrebiSov

TRMR2 H. acanthopus M. arvalis TrebiSov

TRAF1 H.acanthopus A. flavicollis TrebiSov

LIMT1 H. acanthopus M. agrestis  Litvinov

LIMR1 H. acanthopus M. arvalis Litvinov

LIMT2 H. acanthopus M. agrestis  Litvinov

LIMT3 H. acanthopus M. agrestis  Litvinov

LIMT4 H. acanthopus M. agrestis  Litvinov

LIMR2 H. acanthopus M. arvalis Litvinov

LIMR3 H. acanthopus M. arvalis Litvinov

LIMT5 H. acanthopus M. agrestis  Litvinov

LIMT6 H. acanthopus M. agrestis  Litvinov

LIMT7 H. acanthopus M. agrestis  Litvinov

MLMR1 H. acanthopus M. arvalis Milevsko

CHMT1 H.acanthopus M. agrestis  Chlumec

CHMT2 H.acanthopus M. agrestis  Chlumec

KLMT1 H.acanthopus M. arvalis Klabava

KLMT2 H.acanthopus M. arvalis Klabava

KLMT3  H.acanthopus M. arvalis Klabava

OHMR1 H. acanthopus M. arvalis Destné v Orlickych horach
SVCG1 H.edentula M. glareolus  Slanské Vrchy

SVCG2 H.edentula M. glareolus  Slanské Vrchy

KECG1 H.acanthopus M. glareolus Kechnec

KECG2 H.acanthopus M. glareolus Kechnec

PICG1  H.acanthopus M. glareolus Pieniny

PICG2  H.acanthopus M. glareolus Pieniny

PICG3 H. acanthopus M. glareolus Pieniny

RUCG1 H.acanthopus M. glareolus Ruzin

RUCG2 H.acanthopus M. glareolus RuZzin
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Tab. 3. Prehled haplotyf z miznych lokalit a hostitél

haplotyp oznaéeni hostitel lokalita

Hap 1 C1MR2 . arvalis Ceskomoravskéa vrchovina, lokalita 1
C1MR5 . arvalis Ceskomoravskéa vrchovina, lokalita 1
HLMR5 . arvalis Horni Lapac
HLMR6 . arvalis Horni Lapac

. arvalis Ceskomoravska vrchovina, lokalita 1
. arvalis Ceskomoravska vrchovina, lokalita 1
. arvalis Povazi

. arvalis Ceskomoravska vrchovina, lokalita 2
. arvalis Destné v Orlickych horach

. arvalis Ceskomoravska vrchovina, lokalita 1
. arvalis Ceskomoravska vrchovina, lokalita 3
. arvalis Drnholec

. arvalis Horni Lapac

Hap 2 C1MRY
Hap 3 C1MR6
Hap 4 POMR1
Hap 5 C2MR3
Hap 6 OHMR1
Hap 7 CiMR1
Hap 8 C3MR1
Hap 9 DRMR1
Hap 10 HLMR1

HLMR7 . arvalis Horni Lapacé
HLMRS8 . arvalis Horni Lapacé
HLMR2 . arvalis Horni Lapacé
Hap 11 HLMRS3 . arvalis Horni Lapac
HLMR4 . arvalis Horni Lapac
Hap12 TRMR1 . arvalis TrebiSov
TRMR2 . arvalis TrebiSov

. arvalis Litvinov
. arvalis Litvinov
. arvalis Milevsko
. agrestis  Chlumec

Hap 13  LIMR2
Hap 14  LIMR3
Hap 15 MLMR1
Hap 16 CHMT1

CHMT2 . agrestis  Chlumec
LIMT7 . agrestis  Litvinov
Hap 17 KOMR2 . arvalis KoSice
KOMR15 . arvalis KoSice
KOMR7 . arvalis KoSice
PICG1 . glareolus Pieniny
PICG2 . glareolus Pieniny
PICG3 . glareolus Pieniny
Hap 18 KOMR16 . arvalis KoSice
KOMR17 . arvalis KoSice
KOMR3 . arvalis KoSice
KOMRA4 . arvalis KoSice
KOMRS8 . arvalis KosSice
KOMR9 . arvalis KosSice
KOMR10 . arvalis KosSice
KOMR13 . arvalis KosSice
KECG1 . glareolus Kechnec
KECG2 . glareolus Kechnec
KOMR11 . arvalis KoSice
Hap19 KOMR5 . arvalis KoSice
KOMR12 . arvalis KoSice
KOMR14 . arvalis KosSice

Hap 20 KOMRS6
Hap21 KLMT1
KLMT3

. arvalis KoSice
. arvalis Klabava
. arvalis Klabava
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Hap 27 SVCG1
Hap 28 SVCG2
Hap29 RUCG1 . glareolus Ruzin
RUCG2 . glareolus Ruzin
Hap 30 TRAF1 A. flavicollis  TrebiSov

. glareolus Slanské Vrchy
. glareolus Slanské Vrchy

Hap 22  KLMT2 M. arvalis Klabava
Hap 23 C1MT1 M. agrestis Ceskomoravskéa vrchovina, lokalita 1
Hap 24 LIMT1 M. agrestis  Litvinov
LIMT3 M. agrestis  Litvinov
LIMT4 M. agrestis  Litvinov
LIMR1 M. arvalis Litvinov
LIMT5 M. agrestis  Litvinov
Hap 25 LIMT2 M. agrestis  Litvinov
LIMT6 M. agrestis  Litvinov
Hap 26 C2CG1 M. glareolus Ceskomoravskéa vrchovina, lokalita 2
C2CG2 M. glareolus Ceskomoravskéa vrchovina, lokalita 2
C3CG3 M. glareolus Ceskomoravskéa vrchovina, lokalita 3
M
M
M
M

4.2 Fylogenetické analyzy

Vysledkem vSech analyz (MP, ML, NJ) bylo 5 rozligem linii (linie: 1, 2, 3, 4, 5 na
Obr.3). Linie 1 zahrnovala 5 jedific vSi, pravdpodobr Hoplopleura edentula,
nalezenych na stejném druhu hostitélgpdes glareolus, ze i lokalit (Ceskomoravska
vrchovina 2,Ceskomoravska vrchovina 3 a Slanské Vrchy na Sldwgnd.inie 2
zahrnovala pouze vSi nalezené na jediné lakaliitvinov, na dvou druzich hrabds
Microtus arvalis a Microtus agrestis. Linie 3 obsahovala 3 vzorky z Klatov z hostitele
Microtus agrestis a jeden vzorek z Litvinova z hostitele dru¥icrotus arvalis. Linie 4
zahrnuje velké mnozstvi vifaaevsim Lech, pouze 2 vzorky jsou z TrebiSova (SR).
Hostiteli vSi z této linie jsou pouze hrabolii¢rotus arvalis a Microtus agrestis). Linie

5 obsahuje vzorky z vychodniho Slovenska z hostitdicrotus arvalis a Myodes
glareolus.

Bazalni linie kladogramu (Linie 2 a 3) pochazejilakalit Litvinov a Klaba na
severozapatCeské republiky a jsou odigny od ostatnich hranici. V této zapadasti

se jiné linie z kladogramu neobjevuiji. Linie 5 secimazi u dznych druli hostiteti, je
geograficky specifickd, nachazi se pouze na Sldweagvdi jihovychodni linii. Linie 4
neni geograficky specificka (jeGechach i na Slovensku), ale je hostitelsky spddéifia
nachazi se pouze u rotMicrotus. Hranice mezi liniemi probihdjitiplizn¢ v lokalitach

jak je znazoréno na map (Obr. 4).
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Obr. 3: Vysledny kladogram ziskany analyzou neighboinijg (NJ) s vyzn&enymi

liniemi.
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Obr. 4 : Mapa s vyzn&enymi hranicemi mezi liniemi.
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4.3 Populaéni struktura

Analyzou programem TCS bylo zji$io, Ze se 66 ziskanych sekvenci vsi &bloddo
30 haplotyfi, které se rozpadly na 4 nezavisl& sitlpovidajici genetickym liniim:
(Linie 1, Linie 2, Linie 3, Linie 4 + 5). NCPA Anga zaloZzena na nestovanych
haplotypech neukézala vyznamnou roli geografie arandévani genetické struktury.
Pouze v jednom ffpact dosSlo k omezeni toku génv disledku geografické izolace
(isolation by distance) u linie 1-®pr. 5). Hostitelsky specificka jefpdevsim Linie 4,
ktera vykazuje silnou afinitu k hostiteh rodu Microtus (druhy Microtus agrestis a
Microtus arvalis). Tato linie pochazi ze Sirokého Uzetiské republiky i Slovenska,
tudiZ neni geograficky specificka. Je bohata nddgpy a velice dofe prosbirana: je
patrné, Ze v siti chybi pouze malo hapldtyPbraz této linie je tedy velmi kompletni a
lze jej povazovat zaéohodnou prezentaci populace. Je charakteristickgokym

poétem haplotyf a Siroce rozétvenou siti. Geograficky specifické jsou bazalnidli
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kladogramu (Linie 2 a 3)Qbr. 3), které se nachézi v zapadni obl&stské republiky
(lokality Litvinov a Klaba) a jsou od zbytku kladogramu adeiny hranici Qbr. 4).
Tyto dw bazalni skupiny tvid severozapadni linii v populaci vSi rodioplopleura.
Linie 2 neni bohat4 na haplotypy, jelikoZ je sesfdr z malého Uzemi (Litvinov) a
pochazi z hostitél Microtus arvalis a Microtus agrestis (Obr.5). Linie 3 neni
hostitelsky specificka. Nachazi se u hosiit®¥licrotus arvalis, Microtus agrestis a
Myodes glareolus a pochazi ze dvou lokalit Litvinov a KlabgObr.5). Linie 5 je
geograficky specifickd, pochazi z mensiho Uzensloaensku a tvi jihovychodni linii
odctlenou hranici. Je chudSi na haplotypy, jelikoZiigpakovanych siyech z fiznych
hostiteli se zde objevuiji stéale stejné haplotypy. Linie prigpojena do jedné &is Linii

4, vzdalenost mezi nimi je pammé velika, jelikoz v siti chybi mnoho haplotypJe
pravdépodobné, Ze by se &itzaplnily chykjicimi haplotypy, pokud by se provedly
sbéry i v Uzemi mezi lokalitami Linii 4 a 5. Linie & jhostitelsky specificka, nachazi se
na hostiteliMyodes glareolus, je na bazi kladogramu a &hgiiuje se od ostatnich linii,

jelikoz se pravépodobré jedna o jedince druhidoplopleura edentula.
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Obr. 5: Haplotypova si populaceHoplopleura linii 1, 2, 3, 4, 5. Velikost haplotyp
odpovida poétu vzorki. Geograficky fivod vzorki je uveden viab.2.
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(praco¥n ozna&eny: All,

Cesko+Slovensko, Litvinov, Klakia Ingroup, Mix, Microtus, viz.Obr.6). Geneticka

variabilita, hodnoty nukleotidové i haplotypové elizity jednotlivych linii jsou

znazorgny v Tab. 4. Jediny signifikantni vysledek v testech na ndiitraykazuje linie
Microtus (Tab. 4). Skyline plot pro linii Microtus vytvieny v programu BEAST
nazn&uje mirny naist populace (vizObr. 7).
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Obr. 6 : Rozdleni linii pro analyzy v programu DNASP.
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Tab. 4: Vysledky testu neutrality

Theta
linie n |IS |[Hd LUl Tajima |Fu'sFs [FuD Fu F R2 Ragg per site
All 60|114|0,942 | 0,0454 |-0,08386 | 2,602 0,92609 |0,6393 0,04652
Outgroup |5 [9 |0,7 |0,00954|1,44761 |2,385 1,44761 |1,52181 0,00793
Litvinov |7 |1 |0,476 |0,00088|0,55902 |0,589 0,95346 |0,91788 0,00075
Klabari 4 |7 0,833|0,00673|-0,38921 |1,031 -0,38921 |-0,37908 0,00701
Cesko+
Slovensko |50 |34 |0,926 | 0,01378 |-0,03563 |-3,554 |-1,51054 |-1,17047 |0,1039 |0,0287 |0,01393
Mix 24|19 |0,732|0,00312|-0,96669 |-0,425 |-1,90302 |-1,89214 |0,1305 |0,1344 |0,00442
Microtus |26|20 |0,948 |0,00653 |-1,15 -7,979 |-1,64078 |-1,74389 |0,0773* | 0,0215* | 0,00962

N....... pccet sekvenci
S...... pocet segregaich mist
Hd....haplotypova diverzita
Teooo... nukleotidova diverzita
- signifikantni hodnoty
Obr. 7: Skyline plot pro linii Microtus vytvieny v programu BEAST
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5. Diskuze

Vysledkem molekularnich analyz sekvenci COI zesBrja1 vSi roduHoplopleura bylo

5 oddlenych linii, které se vzajemnliSily v hostitelské specifit a geografické
distribuci. Genealogické vztahy vSi roddoplopleura byly nejspiSe ovlivény
hostitelskou specifitou k jednotlivym drlm hostiteti. Hostitelsky specificka je
piedevSim Linie 4, ktera vykazuje silnou afinitu kstitelim rodu Microtus (druhy
Microtus agrestis a Microtus arvalis. Geograficky specifické jsou bazalni linie
kladogramu (Linie 2 a 3), které se nachazi v zapattastiCeské republiky a jsou od
zbytku kladogramu oddeny hranici. Tyto d& bazalni skupiny tvid severozapadni linii
v populaci vSi rodiHoplopleura. Linie 5 je geograficky specifickd, pochazi z nibns
Gzemi na Slovensku a tkigihovychodni linii odélenou hranici. Linie 1 je hostitelsky
specificka, nachazi se na hostitdlyodes glareolus, je na bazi kladogramu a &lgnuje
se od ostanich linii, jelikoz se praymdobrt jedna o jedince druhtdoplopleura
edentula.

Analyza v programu Geodis ukazala, Ze v populag&hnedochézi k vyt¥éni zadné
zietelné vazby mezi genetickou strukturou a geodaaficrozSfenim. Pouze vifpact
linie 1-5, kter4 je satasti linie Microtus, doslo podle nested clade analy omezeni
toku geri v disledku geografické izolace (isolation by distanc&xistuji zde
pravdEpodobré urtité genetické bariéry. JelikoZz se jedna o malowpsky nenizeme
vyvodit pric¢inu, diky niz v evoluci k této zén¢ doslo. Hezdicovity tvar sig linie 1-5 je
typicky vzor pro expanzi a popula explozi, coz potvrdily i poputmi analyzy
v programu DNASP. Byla vyhodnocena genetickd vdiabjednotlivych linii a
provedeny testy neutrality. Testy na neutralitu aukajediny signifikantni vysledek u
linie Microtus. Znamena to, Ze je u této liniedbnaruSena neutralita - je pod selekci,
nebo jde o zmnu velikosti populace. Selekci je mozné vyiibujelikoZz jde o gen
cytochromoxidazy COIl. Je tedy praybdobrjSi, Zze se jednd o zZmy velikosti
populace. Tuto hypotézu potvrdil i vysledny skypiw z programu Beast pro linii
Microtus, ktery naznaije mirny naiist velikosti populace.

Z vysledki vyplyva, Zze ve fylogenetickych vztazich vsi radaplopleura existuje jisty
patern, ktery ukazuje &ité zakonitosti a je dan specifitou jednotlivychiii(nag. linie
hostitelsky specificka, parazitujici pouze na Hhelth druhu Microtus, linie
geograficky specificka, vyskytujici se pouze nav8tesku, d¥ linie na bazi tvéici

severozapadni linii). @ezitym poznatkem je, Ze zde existuji hranice,&tti populaci
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vSi roduHoplopleura na severozapadni a jihovychodriter, coZz je obecny patern u
mnoha organist v Evrog. Je zajimavé, Ze tyto hranice se vyskytujblEné ve
stejném uUzemi jako u vSi rodBolyplax serrata parazitujicich na mysSicich rodu
Apodemus (Stefka a Hyp3a, 2008). Adtore své praci studovali genealogii, popuia
strukturu a popukmni dynamiku 126 jedinc vSi Polyplax serrata. Vysledkem
fylogenetickych analyz evropskych hapolaiypyly 3 jednoznéné oddclené linie A, B
a C. Linie A pochazela ze Sirokého geografickéhentiz(z vychodniho Slovenska,
Ceské republiky, Skotska a Francie) a nachézela Isestitel Apodemus sylvaticus a
Apodemus flavicollis. Linie B pochazela ievazi zCech a z jedné lokality na
Slovensku a je hostitelsky specificka, parazitigehostiteliApodemus flavicollis. Linie
C byla geograficky specifickd, nachazela se pouaevychod Slovenska a tuda
jihovychodni linii populace. Je patrné, Ze v populaSi Polyplax serrata existuji
hranice dlici populaci na severozapadni a jihovychodni li§iefka a Hyp3a., 2008).
Hranice oddlujici linie vSi Polyplax serrata se svou polohou shoduji s hranicemi

v populaci vSi rodidoplopleura vychazejici z vysledktéto prace.

6. Zavér

Byla zjiS€na genealogicka struktura populace vsi réthplopleura parazitujicich na
hostitelich Microtus arvalis, Microtus agrestis, Myodes glareolus a Apodemus
flavicollis. Ze vzorki vSi rodu Hoplopleura, které se poddo osekvenovat byla
vytvoiena matice a zalignovana, kde vSechny sekvencezixyceny na délku 581bp.
Fylogenetické analyzy byly provedeny v programedldP a Phyml. Poputai analyzy
byly provedeny v programu DNASP. Haplotypovalsjla vytvaena v programu TCS a
nested clade analyza v programu Geodis. Z vyslegblyva, Ze v popukni struktde
vSi rodu Hoplopleura existuje patern, ktery ukazuje na zakonitosti acggnosti
jednotlivych linii. V populaci vSi roduHoplopleura existuji hranice, #ici vSi na
severozgpadni a jihovychodnétev. Tyto hranice se vyskytujifiplizné ve stejném
Uzemi jako se prokazaly u vSi rodolyplax serrata. Tato prace ukazuje zatim jen
orienta&ni patern, diky &muz je jasl vidét, Ze zde existuji @ité zakonitosti, které

mohou byt do budoucna s dogtim informaci z dalSich sekvenci |épe obgagn
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