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Abstrakt

Zdbna kontaktu mezi poddruhy mysi doméaci Mus musculus musculus a Mus musculus
domesticus je jednou z nejintenzivnéji zkoumanych hybridnich zén. Je tomu tak i diky
zjisténé rozsahlé introgresi chromozomu Y poddruhu M. m. musculus na genetické pozadi
M. m. domesticus. Jedna zteorii o vzniku této introgrese jej vysvétluje pomoci
intragenomického konfliktu mezi pohlavimi. Diky sad¢ variabilnich mikrosatelitovych
markeril na chromozomu Y jsem zkoumal platnost této teorie jednoduchymi ptistupy
odhalujicimi historii introgresni oblasti. Ukéazalo se, ze pfiili§ velkd variabilita naSich
markerl znemoziuje odhaleni platnosti této teorie. Oproti tomu se nase markery ukazaly
jako vhodné k pouziti v analyzach popula¢ni struktury mysi domaci. Dokazeme diky nim
uréovat migranty mezi jednotlivymi lokalitami i odhadovat miru uzavienosti populacni
struktury vii¢i migrantim z okoli. Populace se v naSich analyzach ukdzaly jako pomérné
uzaviené a odolné vuci pfilivu migrantii. Navzdory zavérim z predchozich vyzkumi, kdy
disperze samcii probihala maximaln€ do jednoho kilometru, jsem odhalil i pomérné zna¢ny

pocet migraci na vzdalenosti do tficeti kilometra.
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Abstract

The contact zone between subspecies of house mouse Mus musculus musculus and Mus
musculus domesticus is one of the most intensively studied hybrid zones. It is also due
to extensive introgression of the Y chromosome of M. m. musculus subspecies to the
genetic background of M. m. domesticus. One theory of the origin of the introgression
explains it by intragenomic conflict between the sexes. With a set of variable microsatellite
markers on the Y chromosome, I have examined the validity of this theory by simple
approaches revealing the history of the introgression area. It turned out that overly big
variability of our markers makes the revelation of this theory impossible. Our markers have
been found suitable for use in the analysis of population structure of house mouse. Thanks
to them, we can identify migrants between localities and estimate the level of closeness of
the population structure in relation to migrants from the neighborhood. Populations in
our analysis proved to be relatively closed and resistant to the influx of migrants. Despite
the conclusions of previous research where the dispersion of males ran up to one
kilometer, I have discovered a relatively large number of migrations to a distance of thirty

kilometers.
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1 Uvod

Hybridni zona je oblast, kde se setkavaji aredly rozsifeni dvou druhil a tyto druhy se mezi
sebou kiizi za vzniku plodného potomstva. Jedinciim, vzniklym takovymto kiiZzenim se
fikd hybridi. Z biologického hlediska se jedna o zajimavy jev, ktery skytd celou fadu
nevytfeSenych problémi. Predné hybridi porusuji svym vznikem hranice druhu, protoze
samostatné druhy by se mezi sebou nemély kiizit. Kdyz uz se ale kiizi, tak je otdzkou, pro¢
hybridni zoéna zlstadva jenom na okraji aredlli rozSifeni a postupné nepiekryje aredly
vyskytu obou druhid? Zakladni vysvétleni fikd, Ze hybridi maji oproti rodiCovskym
taxonim sniZenou fitness. Vyskyt hybridni zoény je tak vlastn€ udrzovan neustalym
dopliovanim genetického materidlu obou druhti a selekei proti hybridim. Takovym zé6nam
se fika tenzni a jejich zdkladni charakterizaci je postupné vytraceni se alely typické pro
jeden zrodi¢ovskych druhli napfi¢ oblasti hybridi. Hybridni zény jsou jakousi ptirodni
genetickou laboratofi, kde lze sledovat mechanismy, které zplsobuji izolaci druhii od
ostatnich. Jednim z takovychto izolacnich mechanizmt je i takzvana reproduk¢ni bariéra
po vzniku zygoty. VéEtSinou plati, ze geny zpusobujici takovou izolaci lezi na pohlavnich
chromosomech. Druhové specifické alely nachazejici se na téchto chromosomech tak
vykazuji velmi rychlé vymizeni v centru hybridnich zon. Nejinak je tomu i v zon& hybrida
dvou poddruhit mysi Mus musculus musculus a M. m. domesticus. Tato zona se tahne ptes
celou Evropu od Déanska pies Bavorsko a zapadni okraj Ceské republiky az na Balkan a do
Bulharska a je to jedna z nejstudovanéjSich hybridnich zo6n na svété. Pravé v Cesko-
bavorském transektu této zony byl zjistén jediny zndmy piipad poruseni onoho ostrého
pfechodu pohlavniho chromosomu Y napii¢ oblasti hybridi mysi domaci. Chromosom Y
poddruhu M. m. musculus zde pronikd zhruba 20 kilometri na Gzemi obyvané M. m.
domesticus. Teoretické vysvétleni tohoto jevu predpokladéd intragenomicky konflikt mezi
pohlavimi. Ten by vSak byl pravdépodobné spojen s rychlou expanzi né¢kolika malo typt
chromosomu Y do celé oblasti priniku. Tuto rychlou expanzi by tak diky efektu
zakladatele mélo provazet i snizeni variability sam¢iho chromosomu. Podrobnd analyza
tohoto typu vSak doposud v mysi hybridni zéné chybi. Analyza zaloZend na vyzkumu
variabilnich lokusti na chromosomu Y by také mohla pfispét k odhaleni detailti populacni

struktury a migrace.



2 Literarni prehled

2.1 Hybridni zéna

2.1.1 Obecny uvod do teorie hybridnich zon

Hybridni zéna je oblast v ptirodé, kde dochdzi k Casovému i prostorovému piekryvani
dvou geneticky odliSitelnych populaci. Tyto populace se vzajemné kiizi a produkuji
zivotaschopné a alespoit Caste¢né plodné potomstvo s kombinovanym genotypem
(hybridy). Vznika tak oblast, kterd casto byva i jenom nékolik stovek metrii Sirok4, ale na
délku miiZze probihat napfi¢ kontinenty. V takovém péasu je pak mnozstvi hybridnich

jedincii, ktefi oddéluji obeé mateiské populace (Barton a Hewitt 1985; Arnold 1997).

Pribéh hybridni zony muizeme charakterizovat takzvanou klinou, tj. postupnou zménou
frekvence urcité alely napfic hybridni zoénou. Bude-li se pfislusna alela vyskytovat v
genomu jednoho organizmu a v druhém nikoliv, bude frekvence této alely postupné ptes
hybridni zonu klesat, az vymizi uplné. Vyneseni frekvence této alely napti¢ hybridni zénou
pak vytvofi klasickou kiivku sigmoidalniho tvaru a hovofime o postupné klin¢ (Barton a
Hewitt 1985; Barton a Gale 1993). Cim bude vétsi selekce na piislusnou alelu, tim bude
centralni oblast kliny strméjsi. Podle toho mizeme pak usuzovat na geny, které zptisobuji
nekompatibilitu genomu hybridii. Na takové geny bude logicky plsobit nejveétsi selekce a
klina tak bude nejstrmé&j$i, protoZe jejich pronikédni do genomu druhé populace bude
omezeno. Rada hybridnich zén je mezi druhy ve stadiu zrodu. Pomoci dostate¢ného poétu
molekuldrnich markerii se znamou pozici v genomu se tak daji vytipovat oblasti
chromosomtl, ve kterych pravdépodobné lezi geny dulezit¢ pro vznik novych druht

(Tucker et al. 1992; Barton a Gale 1993; Payseur et al. 2004; Payseur et al. 2005).

PrestoZe hybridni zony nejsou tplné bézné, jsou pomeérné dobie studované. Vede k tomu
fakt, Ze hybridizace napovida mnohé o formovani reprodukénich bariér, které jsou klicové
pro poznavéani vzniku novych druhl. Oproti umélému kiiZzeni v laboratoii ma pak
pozorovani hybridizace v pfirodnich hybridnich zénach mnoho vyhod. Jedné se piedevsim
o piirozené probihajici evoluéni procesy, které se daji mnohem snadnégji generalizovat
(Arnold 1997). Dobie popsané hybridni zony tak najdeme napftic¢ riiznymi typy organism,
od rostlin po bezobratlé a obratlovce (Boursot et al. 1993; Rieseberg et al. 1999; Riginos a
Cunningham 2005).



2.1.2 Hybridni zony a speciace

Jiz jenom ze samotné definice hybridnich zon je patrné, Ze jejich existence predstavuje
problém pro samotnou definici druhu, specifikovanou jako "skupina jedinct, ktefi se
mohou kfizit a produkovat plodné potomky a jsou reprodukéné izolovani od jinych
takovych skupin" (Mayr 1944). V hybridnich zonach se totiz Casto kiizi pravé populace
oznaCované za samostatné druhy, nebo alesponn poddruhy. Piikladem mohou byt tfeba
hybridni zény poddruhit mySi doméci — Mus musculus musculus a Mus musculus
domesticus, ¢i Mus musculus musculus a Mus musculus castaneus (Boursot et al. 1993).
Jedinci vznikli takovymto kiiZzenim, pak maji snizenou fitness diky vzniku nekompatibilit
v hybridnim genomu (Coyne a Orr 2004). Mzeme u nich tak vredlném case sledovat

prabéh reprodukeni izolace a tudiz i speciace.

Reprodukéni izolace a jeji mechanizmy mohou fungovat ve tfech etapach (Coyne a Orr
2004):

1) Ptedkopulaéné — ke kopulaci viibec nedojde
2) Pted vznikem zygoty — nedojde ke vzniku zygoty

3) Postzygoticky — po vzniku zygoty je plod bud’ zlikvidovan, nebo je potlacena jeho

schopnost se rozmnozit

Z vyse uvedené¢ho vyplyva, ze pozorovani nekompatibilit hybridniho genomu se tyka
urovné tteti — postzygotické reprodukéni izolace. Hybridi maji ¢asto sniZzenou plodnost a

zivotaschopnost.

Vznik postzygotickych reprodukénich bariér popisuje tzv. Dobzhansky — Muller model.
Podle néj za vznik nekompatibilit miZze vétsi pocet (minimalné dvé) alel. S rostouci dobou

izolace populaci pak roste i pocet téchto nekompatibilit (Orr 1996).

Pro studium postzygotické izolace jsou podstatnd dvé uznavana pravidla — Coyneovo
pravidlo (Coyne 1992) a Haldaneovo pravidlo (Haldane 1922). Obé pravidla jsou

podporovana mnoha pokusy.

Coyneovo pravidlo tika, Ze geny zodpovédné za postzygotickou izolaci se vétSinou
nachazeji na chromosomu X (Coyne 1992). K vysvétleni tohoto pravidla byly vytvoreny

dvé teorie. Prvni predpoklada rychlejsi evoluci genii na pohlavnich chromosomech ve
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srovnani s autosomy (Charlesworth et al. 1987). Druh4 ptedpoklada vliv intragenomického
konfliktu zahrnujictho geny na pohlavnich chromosomech (Frank 1991; Hurst a
Pomiankowski 1991).

Haldaneovo pravidlo tik4, Ze neZivotaschopnost ¢i sterilita u hybridi je vétSinou zaleZitosti
heterogametického pohlavi (Haldane 1922). Toto pravidlo vysvétluje napiiklad
dominan¢ni teorie. Ta pravi, Ze u heterogametického pohlavi se mohou snaze projevit
recesivni Skodlivé mutace na chromosomu X, protoZe projev takto zmutovaného genu
nemuze byt retuSovan projevem jiného genu z druhého chromosomu (Turelli a Orr 1995;
Turelli a Orr 2000). Haldaneovo pravidlo se snazi objasnit i dalsi teorie (Wu a Davis

1993).

2.1.3 Hybridni zéna mysi domaci

Jednou z nejintenzivngji zkoumanych hybridnich zon je oblast sekundarniho kontaktu
mySich poddruht Mus musculus musculus a Mus musculus domesticus nachazejici se v
Evropé. Poddruhy mysi domaci Mus musculus nam vlastné diky sekunddrnimu kontaktu
nabizi ke studiu hned dv€ hybridni zony, tou druhou je oblast hybridizace mezi M. m.
musculus a M. m. castaneus nachazejici se predevsim v Cing, ktera viak neni tak dobie

prozkoumana (Boursot et al. 1993).

Aredl rozsifeni M. m. musculus saha od severu Ciny pfes stfedni Asii, Rusko a vychodni
Evropu az po Evropu stfedni, kde se dostavd do kontaktu s aredlem M. m. domesticus

(zépadni Evropa, sever Afriky, Amerika, Australie a Blizky Vychod) (Boursot et al. 1993).

K evropskému kontaktu obou mysich poddruhii dochézi v ptiblizné 2500 km dlouhé linii,

ktera je na $itku tvofena zhruba 20 kilometrt Sirokym pasem hybridnich populaci.

Jedna se o takzvanou tenzni hybridni zonu, kterd je udrZzovana rovnovahou mezi selekci
proti vznikajicim hybridim a disperzi z rodicovskych populaci. Nemaji tak na ni vliv
faktory zivotniho prosttedi a neni vdzana na konkrétni geografickou oblast. Dokonce mize
dochézet 1 k jejimu pohybu v piipade, Ze se nékde zvétsi hustota matetské populace a tato
populace bude dodavat sviij geneticky materidl do pasu hybridli intenzivnéji, nez druhd
matetskd populace (Bazykin 1969). Timto zplsobem je zajiSténo i ustaleni pozice stiedu
klin riznych markerd. Pro tento typ hybridni zény jsou proto charakteristické paralelni

kliny, které maji shodnou $itku (konkordanci) i1 pozici (koincidenci) (Raufaste et al. 2005;
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Macholan et al. 2008). Koincidence center klin je pravdépodobné udrZzovéana selekei proti
hybridim a je v tenznich zoénach tudiZ platna. Na druhou stranu konkordance je ovlivnéna
tim, zda sledujeme neutrdlni lokus, ¢i lokus pobliz genu zodpovédného za vznik

reprodukénich bariér (Barton a Gale 1993).

Ke kontaktu obou arealti mySi domaci dochéazelo postupné od jihu k severu, pfi¢emz stari
jizniho konce hybridni zony se odhaduje na 6000 let (Sage et al. 1993), zatimco severni
Cast je stara ptiblizn€ jenom 250 let (Hunt a Selander 1973). Tento postupny kontakt je
disledkem historie kolonizace Evropy myS$imi poddruhy (Boursot et al. 1993). Zéna
probiha ptes Jutsky poloostrov, stfedni Evropu a pies Balkan pokracuje az k pobieZzi
Cerného moie (Boursot et al. 1993; Sage et al. 1993; Macholan et al. 2003) (Obr. 1 a 2).
Ve stiedni Evropé protini i zapadni okraj Ceské republiky, kde je také intenzivné
zkoumdna (Macholan a Zima 1994; Munclinger et al. 2002; Bozikova et al. 2005;
Macholan et al. 2007; Macholan et al. 2008; Macholan et al. 2011). Dalsi oblasti
intenzivniho vyzkumu lezi v Bavorsku (Tucker et al. 1992; Payseur et al. 2004; Payseur et
al. 2005; Payseur a Nachman 2005), vychodnim Hostynsku (Prager et al. 1997), Dansku
(Hunt a Selander 1973; Vanlerberghe et al. 1986; Dod et al. 2005; Raufaste et al. 2005) a
Bulharsku (Macholan et al. 2003).

Poprvé byla hybridni zéna M. m. musculus a M. m. domesticus na izemi Ceské republiky
identifikovana v praci Macholan a Zima (1994), ale ptesnou lokalizaci pomoci genetickych
markert provedli az Munclinger et al. (2002). Od té doby se stal cesko — bavorsky transekt

intenzivné zkoumanou ¢asti hybridni zény.

11



La” \Tad

Iy Swaden ﬁ
ralan De -@‘* Russia
T
Great n_ i
Britain ,
Belarus
Paland
Germany
—7 ] M. m, musculus
Czech R. Ukraine
France Slenakia
I+ Austia
Hungary
» ] ; Romania
M. m--domesticus aly
p Serbia
Spain G} and
- Montenegro.
Bulgaria |
o) 8 )
< TE
I ks 7 “
Y Greece & Turkey
*—- Qo O
0 a5
‘:
3 N _-
&

Obr. 1: Pozice hybridni zony Mus musculus musculus a Mus musculus domesticus
v Evropé. Hybridni zona je zndazornéna tlustou carou, cesko-bavorsky transekt zelenym
obdélnikem. Prevzato a upraveno: Macholan et al. (2008)
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Obr. 2: Mapa cesko-bavorského transektu hybridni zony mysi s vyznacenim lokalit, z nichz
byli samplovani jedinci v praci Macholan et al. (2008).

Prevzato a upraveno: Macholan et al. (2008)
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2.1.4 Chromosomy v hybridni zoné mysi

Autosomy maji v tomto transektu hybridni zoény desitky aZz stovky lokust pod selekci a
fitness hybrida je tak sniZena pfiblizné na polovinu (Macholan et al. 2007). Obdobné¢ je
tomu i v jinych secich zony M. m. musculus a M. m. domesticus (Raufaste et al. 2005;

Teeter et al. 2010).

Odlisny pribéh maji kliny sami¢iho pohlavniho chromosomu, které poukazuji na znacné
sniZzenou introgresi (pronikani alel do ciziho genomu) chromosomu X (Tucker et al. 1992;
Dod et al. 1993; Macholan et al. 2007). Tento vysledek tak svéd¢i o zvySené selekci na
geny chromosomu X oproti autosomiim. Sami¢imu chromosomu je tim pfisouzena
vyznamna role pfi izolaci poddruht mysi domaci. Vysledky z ¢eského transektu hybridni
zony jsou v dobré shodé nejenom s obdobnymi pracemi z jinych ¢asti zony (Payseur et al.
2004), ale i s vyzkumem introgrese pii hybridizaci Drosophila mauritiana a D. simulans.
U Drosophila bylo zjisténo, ze na chromosomu X je zhruba 2,5 krat vice faktora
odpovidajicich za sterilitu nez u autosomu (Tao et al. 2003). VSechny vysledky jsou tak v
souladu s Coyneovym pravidlem o zvySené koncentraci nekompatibilnich genli na

chromosomu X (Coyne 1992).

Mitochondrialni DNA (mtDNA) se na rozdil od autosomil a pohlavnich chromosomil
pohybuje pies hybridni zénu snadnéji. Introgrese mtDNA velkého rozsahu jsou znamé z
riznych ¢asti hybridni zony (Prager et al. 1993), a tak neni divu, Ze se introgrese mtDNA
vyskytuje 1 v Ceském transektu zony hybridd (Bozikova et al. 2005). Kliny pro
mitochondridlni markery maji podobny priibéh jako pro markery na autosomech, z ¢ehoz
se da usuzovat, Ze mtDNA i autosomy jsou pod podobnou mirou selekce. V geografickém
méfitku jsou kliny pro mtDNA ve srovnani s chromosomem X vychyleny zhruba 3,5 km
zapadné, coz svéd¢i o introgresi mtDNA M. m. musculus na genetické pozadi M. m.
domesticus. Zajimavé je navic i to, Ze v sousednim transektu bavorském je zaznamenéana
introgrese opa¢ného sméru — piiblizné 30 km na vychod. Vysvétleni tohoto jevu je
zaloZeno na ptfedpokladu, Ze se jedna o stochasticky jev umoZnény nizkou vazbou mezi

jadernymi geny a mtDNA. Tento pfedpoklad vSak nebyl dosud potvrzen.

Sam¢i pohlavni chromosom na véEétSin€ mist hybridni zony M. m. musculus a M. m.
domesticus vykazuje podobné kliny jako chromosom X (Vanlerberghe et al. 1986; Tucker
et al. 1992; Prager et al. 1997; Dod et al. 2005). Selekce na geny na ném lezici je zvySena a
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kliny odpovidaji klindm chromosomu X 1 stfedovou pozici. Chromosom Y se tak drzi
hranic vymezenych hybridni zénou a nedochézi k Zadnym introgresim. To je i v souladu s
pravidlem, Ze pohlavni chromosomy jsou vyznaénymi nositeli nekompatibilnich genti
(Haldaneovo pravidlo) (Haldane 1922). Co vSak v souladu s Haldaneovym pravidlem neni,

jsou vysledky z ¢eského transektu hybridni zony.

2.1.5 Introgrese chromosomu Y

V praci Munclinger et al. (2002) bylo zjisténo, Ze chromosom Y poddruhu M. m. musculus
invaduje v pomérné velkém rozsahu na genetické pozadi poddruhu M. m. domesticus. Tato
rozsahlé introgrese byla pozdéji kvantifikovana v praci Macholan et al. (2008). Ukazalo se,
ze Y musculus pronikd do aredlu M. m. domesticus v oblasti, kterd ma tvar trojihelniku a
velikostné zabira plochu zhruba o 330 km2. Invaduje tak zhruba o 22 km déle, nez je stfed
hybridni zény. Zjisténi rozmerii této introgrese je zaloZeno na nestandardnim pfistupu ke
studiu stiedu hybridni zony. Za stfed tenzni hybridni zony se vétSinou povazuje stied klin
vSech zkoumanych lokusti, ktery byvd shodny diky ptedpokladu koincidence. Takovy
ptistup vSak v eském transektu hybridni zony neni mozny. Macholan et al. (2008) proto
stanovil stfed hybridni zony nejprve pro lokusy na chromosomu X a poté novy stied
hybridni zény pro chromosom Y. Dokazal tak 1épe popsat geografické hranice introgresni
oblasti chromosomu Y M. m. musculus. Pro lokusy na Y plati stfed hybridni zény se
sklonem 62° od severu. Stfed hybridni zony stanoveny podle lokust z X zaujima k severu
sklon 23°.

Zajimavé je, ze introgrese chromosomu Y se odehrava ve stejném smeéru, jako introgrese
mtDNA (Bozikova et al. 2005). To by nasvédcovalo jakémusi svezeni se mtDNA s invazi
Y musculus. Vzhledem k svazani jejich dédic¢nosti s odlisSnymi pohlavimi to ale neni
relativné dobte ohranicend oblast vyskytu Y musculus v oblasti M. m. domesticus. Takovy

tvar pak poukazuje na to, Ze introgrese mtDNA je starSiho data neZ introgrese Y.

Popsany vzor rozsifeni samc¢iho chromosomu ukazuje na vyhodu Y musculus pted Y
domesticus (Macholan et al. 2008). To je ovSem vzhledem k znalosti agresivniho chovani
obou poddruhii prekvapivé. Samci M. m. domesticus byvaji mnohem agresivnéj$i nez

samci druhého poddruhu a své soky casto vytlacuji (Munclinger a Frynta 2000).
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K objasnéni vzniku introgresni oblasti byla vytvofena teorie, vysvétlujici jej pomoci

intragenomického konfliktu (Macholan et al. 2008).

Intragenomicky konflikt zahrnujici geny na pohlavnich chromosomech vznika tehdy, kdyz
néjaky gen na pohlavnim chromosomu dokéze zvétsit pravdépodobnost pfenosu tohoto
chromosomu do dalsi generace. Takovému genu se tikd distorter. Bude-li se takovy gen
navic nachézet na chromosomu ze samce, dojde v populaci k vychyleni poméru pohlavi.
Tim ale v oné populaci vzniknou vyhodné podminky pro evoluci gent, které budou toto
vychyleni vracet do piivodniho stavu, tzv. supresord. Supresory se budou v populaci rychle
fixovat, az Uplné¢ potlaci efekt distorteri (Meiklejohn a Tao 2010). Podobny boj o
rovnomémy pomér pohlavi vS§ak mize znovu nastat. V genomu se tak mize vyskytovat
n¢kolik distorteri zarovenn se supresory. Navic v kazdé z izolovanych populaci mohou
vzniknout jiné varianty téchto gend. To po vzajemném sekundarnim kontaktu a hybridizaci
miZe vést k rapidnimu snizeni plodnosti hybridli a vyraznému zesileni izola¢ni bariéry

(Frank 1991; Hurst a Pomiankowski 1991).

Teoreticky vSak muize nastat i1 varianta, Ze se distorter ocitne v hybridnim genomu bez
svého supresoru a vychyli pomér pohlavi (Macholan et al. 2008). V takovém ptipadé vSak
nastanou opét podminky vhodné pro fixaci nového supresoru, ktery bude zvyhodnovat
druhé pohlavi. Tim miiZe nastat situace podobna pozorovani z ¢eského transektu hybridni
zony mysi (Munclinger et al. 2002). Podle této teorie pravdépodobné nejprve probehlo
zvyhodnéni samiciho pohlavi, néasledované zvyhodnénim pohlavi samciho. NasvédCuje
tomu vzor introgrese mtDNA (Bozikova et al. 2005) i introgrese chromosomu Y. Navic
bylo zjisténo, Ze pomér samcl v introgresni oblasti je skute¢né véEtsi nez v oblastech
rodicovskych populaci (Macholan et al. 2008). Spravnost této teorie potvrzuje i fakt, ze
nékteré ¢asti chromosomu X vykazuji introgresi v zdpadnim sméru také, zatimco vétSina
ostatnich ¢asti ma Uzké kliny lokalizované pfesné ve stfedu hybridni zony. Na téchto
Castech chromosomu X se pak dd ocekavat vyskyt distorteri zvyhodiujicich samici
pohlavi (Macholan et al. 2011). Pfestoze teorie o intragenomickém konfliktu, ktery
zpiisobil pozorovany vzor chromosomu Y, je velmi pravdépodobnd, dosud chybi napiiklad
analyza variability uvnitf a vné introgresni oblasti. Pfedpoklada se, Ze unik distorteru
svému supresoru je znacn¢ ojedinély tikaz. D4 se proto usuzovat, ze se tak stalo v genomu

velmi malo jedincti.
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Obr. 2: Frekvence alel napric mysi hybridni zonou v cesko-bavorském transektu.
Frekvence alel M. m. musculus jsou zndzornény cervené, M. m. domesticus modre.
Frekvence alel jsou zndazornény pro marker na chromosomu X (a), chromosomu Y (b) a
mtDNA (c). Kolacové diagramy jsou proporcné upraveny dle velikosti vzorku. Zelena linie
oznacuje stied hybridni zony pro markery na chromosomu X, Zluta pro markery na
chromosomu Y. Prevzato a upraveno z: Macholan et al. (2008)
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2.2 Mys jako modelovy organismus

2.2.1 Socialni struktura mysi

Populaéni struktura mysi je natolik komplexni, Ze i pfes znacny pocet experimentll v této
oblasti, je mnoho véci stale nejasnych. VétSina dat o socidlni struktufe a disperzi mysi je
ziskana z laboratornich pokust, které nebyvaji ¢asto snadno interpretovatelné na divoce

zijici populace. Zdrojem poznani je obvykle poddruh Mus musculus domesticus a pouze se

predpoklada, Ze i ostatni poddruhy se chovaji stejné (shrnuto v Pocock et al. 2005).

Pii vyzkumech délanych v terénu se mysi rozliSuji na dvé ¢asti. Populace zijici Cisté
komenzéalnim zptisobem (v sypkéch, stodolach) a populace volné zijicich mysi, které

vétSinou osidluji clovékem vytvoirené biotopy, jako jsou naptiklad pole.

Na svych stanovistich tvoti Mus musculus populacni strukturu zvanou dem. Jednd se o
malou skupinu jedincl, kterou ovladd jeden dominantni samec. Skupina je sloZena ze
samic a ptipadné i n€kolika podfizenych samcii (Gray et al. 2000). Dem u komenzalnich
populaci zaujima vétsinou teritorium o pfiblizné rozloze 2 m* a je dominantnimi samci
agresivné branén. Populace se pak sklada z desitek demi a zabira rozlohu zhruba 70 m*. U
volné Zzijicich populaci jsou demy pravdépodobné tvofeny také, ale piesvédCiva analyza
dosud chybi. V ptipadech, kdy hustota jedinci neni vysoka, jsou agresivni vztahy mezi
samci mirngj$i. Teritorium je bran€no vétSinou jen proti jedincim stejného pohlavi
(Fitzgerald et al. 1981). Casto se tak d&je u volné Zijicich populaci, které mivaji hustotu

zhruba 150 jedinct na hektar.

Populace mysSi domaci tvoii pomérné¢ dynamickou a nestabilni strukturu. Je to dano
velkym obratem jedinct, ktery mlize byt 1 6 generaci za rok (Pocock et al. 2004) i ¢astou
disperzi, kterd se vSak obtizn¢ méfi (Krebs 2003). Dominantni postaveni samcti v demech
se navic ¢asto méni (Reimer a Petras 1967). Zhruba polovina demil vyhyne do jednoho
roku a je vyménéna nové vzniklym demem (Hauffe et al. 2000). Svym zplisobem k
dynamice populaci Mus musculus ptispiva i jeji komenzalni zpiisob Zivota. Casto jsou totiz
ovliviiovany disturbancemi zpusobenymi c¢lov€ékem. Diky vyprazdiovani sypek tak
dochazi naptiklad i k pravidelnym migracim mysi do poli v jarnim obdobi (Carlsen 1993).
Na podzim se pak takové populace Casto opét vraci do lidskych staveb zpét patrné kvili

nartstu kompetice s ostatnimi drobnymi hlodavci. K migracim dochdzi kviili ménici se
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kvalité¢ habitatu i u cCisté€ volné Zijicich populaci (Stickel 1979). Disperze i migrace tak

neodmyslitelné k mysi doméci patfi.

2.2.2 Disperze u mysi domaci

Disperze Mus musculus se 1181 mezi komenzalné a voln€ Zijicimi populacemi. Komenzalné
zijici mySi vykazuji stabilnéj$i populacni strukturu a mensi pocet disperzi, které navic
malokdy pfesahuji hranici 25 metrl (shrnuto v Pocock et al. 2005). Volné Zijici jedinci
cestuji dal. Lisi se i pomérem pohlavi, které cestuje. U komenzélnich mysi jsou samice
vice usedlé nez u volné zijicich. U obou typl populaci vSak plati, Ze samci cestuji vice a
nejvetsi podil v po€tu migrujicich jedincti maji mladi samci (Rowe et al. 1963; Pocock et
al. 2004). Demy si takto vyméni az 20% jedinct. VétSina z nich vSak z nového demu zmizi
do né¢kolika dni (Hauffe et al. 2000). Ke zvySenému poctu migraci dochéazi v ptipadech,
kdy je snizena nosnd kapacita prostfedi. VétSinou se tak déje u komenzalnich populaci
lidskou disturbanci, protoZe v pfirodé hlida pfemnoZeni jedincli pomérné zna¢né rozvinuta
socialni interakce mezi jedinci (Pocock et al. 2005). Po vyprazdnéni sypek bylo
zaznamenano zvysSené procento migrujicich jedinci. MysSi také migrovaly na mnohem
vétsi vzdalenosti dosahujici hranice 200 metri i1 vice. Nejdelsi takovy zaznamenany pfesun
byl dlouhy ptes 650 metrii (Baker a Petras 1986). Méfeni disperze a migrace u mysi je
vSak technicky pomérné naro¢né. Vychodiskem se proto zdd pouZivani genetickych
markerll. V soucasné dobé¢ jsou to predev§im mikrosatelity (Panithanarak et al. 2004) a
mtDNA (Jones et al. 1995). Jones et al. (1995) pomoci mtDNA a markerti na jaderné DNA
zjistili, Ze po introdukovani skupiny jedincii na ostrov se zavedenou populaci doslo k
pomérné rychlému rozsifeni nuklearniho genomu do stabilni populace myS$i na ostrové,
zatimco mtDNA ziistala pouze v misté introdukce. Zatimco samci tak rozsitili svilj genom

po celé populaci, samice se zdaji zit usedle.

Migrace neni u mysi zaznamenana vSak pouze aktivni, ale i pasivni. Ta je umoZnéna
transportem s clovékem. Jedna se o, mezi obratlovci, ojedinély zpiisob drobnych hlodavei,
jak rozsitfovat svoje teritoria. Jedinci se tak mohou Sifit na vzdalenosti zna¢né prevysujici
jejich normalni dosah (shrnuto v Pocock et al. 2005). Existuje mnoho evidenci, ze tento
zpiisob disperze ma znacny vliv na expanzi Mus musculus (shrnuto v Boursot et al. 1993).
Je logické, ze Castji se budou s lidmi $ifit populace komenzalni, nez volné Zijici. Na tak
vysoké procento jedincl s clovékem cestujicich, existuje prekvapivé malo zaznamenanych
evidenci (Pocock et al. 2005). Baker (1994) vypocitala, Ze na 100 tun ptevazeného zrni
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pfipada zhruba 7 jedinci mySi doméci. Obdobné na 100 tun sena ptipada ptiblizné 70
pfevazenych mysi. Je tak evidentni, Ze transport lidskych komodit mad na Sifeni Mus
musculus nezanedbatelny efekt. Jedinci se Casto schovavaji do zasob jidla a stavaji se
nedobrovolnymi ¢ernymi pasazéry. K tomuto typu disperze je navic ptedurcuje i jejich
schopnost vydrzet dlouhou dobu bez vody a mnozit se i pfi transportu (shrnuto v Pocock et
al. 2005). Pravdépodobné nejrecentnéjSim zaznamem o pokus dalkové migrace je maly
hlodavec, ktery svou piitomnosti na palubé zastavil odlet letadla ze Stockholmu do
Chicaga (Bursell 2011). Diky poctu migrujicich mysi lze pfedpokladat, Ze ma migrace

velky efekt na tok genli v populacich Mus musculus.

Reimer a Petras (1967) pii pokusech s arénou v laboratofi zjistili, Ze demy jsou pomérné
uzaviené a tok genli mezi nimi je omezen. Samci, ktefi se pokusili introdukovat do demu,
byli po chvili napadeni dominantnim samcem a obcas i samicemi. VétSina takovych samcti
pak do 12 hodin umirala na sva zranéni. Pfijato do skupiny bylo jen 20% samcii. Samice
migruji sice v mensim procentu piipadi, ale jejich Sance introdukovat se do demu je vyssi.
Mira efektivni migrace je stanovena na 1 — 3 jedince na dem na generaci a je tedy pomérné
nizkd (Hauffe et al. 2000). Miru agrese dominantniho samce vii¢i migrantim ovliviiuje
¢lenitost terénu. Cim je terén nepiehledn&jsi, a tedy i bliz§i piirozenym podminkam, tim se
titoku od dominantniho samce vyhne vice vetfelct (Gray et al. 2000). Cim je vétsi podet
vetfelcli, tim vice se jich dokdZze do demu zaclenit a prezit (Reimer a Petras 1967).
V ptirozenych populacich se proto dd predpokladat mnohem vétsi tok genlt nez

v laboratornich pokusech.
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3 Cile prace

e Otestovat sadu variabilnich mikrosatelitovych marker na chromosomu Y M. m.
musculus vhodnou k analyzovani populacni struktury mysi doméci a analyze
historie vzniku introgrese chromosomu Y v hybridni zén¢ mysi domaci.

e Potvrdit ¢i vyvratit piedpoklady o socialni struktufe demli v mySich populacich.
e Ucinit odhad o disperzi samct v mysich populacich.

e Provést pilotni studii pro analyzu historie rozséhlé introgrese chromosomu Y
v Cesko-bavorském transektu hybridni zony mysi domaci.

e Dat vlastni poznatky do souvislosti s pfedpokladem role konfliktu genii a pohlavi
v Cesko-bavorském transektu hybridni zony mysi domaci.
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4 Material a metody

4.1 Vzorky DNA

Data pro naSe analyzy byla ziskana ze vzorkl izolované DNA o koncentraci 10 — 100 ng/pl
ulozenych pii 5°C v Laboratofi pro vyzkum biodiverzity na katedie zoologie PiF UK
v Praze. Pochazeji zjedinch Mus musculus musculus a Mus musculus domesticus
ulovenych v ramci vyzkumu cesko-bavorského transektu hybridni zoény v letech 1991 az
2010. Nekteré vzorky byly pouzity v pfedchozich molekuldrnich analyzach (Munclinger et
al. 2002; Bozikova et al. 2005; Macholan et al. 2007; Macholan et al. 2008; Macholan et
al. 2011). Pro cile mé diplomové prace bylo pouzito 982 vzorkd z celkem 161 populaci
v Cesko-bavorském transektu myS$i hybridni zény. Kompletni haplotypy na vSech Sesti
mikrosatelitovych lokusech poskytlo 689 znich. Ty byly déale pouzity v analyzéach.
Rozmisténi lokalit v prostoru zobrazuje Obr. 4. Lokality pochazeji z oblasti introgresniho
trojuhelniku, populace Mus musculus musculus a populace Mus musculus domesticus bez
chromosomu Y musculus. Pocet lokalit pouzitych k analyzam, kde bylo tfeba stanovit
pfesné rozdéleni do téchto tii oblasti, je 90. Do oblasti introgrese Y bylo zatazeno 35
lokalit. Oblast vyskytu M. m. musculus je v naSich datech zastoupena 45 lokalitami.
Lokality, na nichZ se vyskytuje M. m. domesticus bez Y musculus jsou v naSich datech
zastoupeny v poctu 10. Omezeni mnozstvi lokalit ze zdkladniho poc¢tu do poctu s presnym
pfifazenim oblasti je ddno nejasnym postavenim nékterych lokalit vzhledem k oblasti

vyskytu.
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Obr. 4: Mapa rozmisteni lokalit v prostoru. Modre jsou vyznaceny lokality, na nichz byli
odchyceni jedinci pred rokem 2009, cervené lokality s odchytem samcii v roce 2010. Osy x
i y zobrazuji souradnice v transektu v kilometrech.

4.2 Polymerdzova retézova reakce

Primery pro studium chromosomu Y byly odvozeny ze znamé sekvence inbredniho kmene
laboratorni mySi C57BL/6. K analyzdm bylo pouZzito Sest mikrosatelitovych lokust
oznacenych 5036, 5045, 7245, 6132, 7322 a 7419. Sekvence a fluorescencni znaceni
primerti pro tyto lokusy, stejné jako mnoZzstvi primert ve 100 pl primer mixu jsou shrnuty
v Tab. 1. Primer mix pro Multiplex PCR byl smichan z pfislusSného mnoZstvi primert

(Tab. 1), dotfedénych do 100 pl ddH2O. V zasobnim roztoku mély primery koncentraci
0,1 mM.
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Objemv

primer

Lokus Znaéeni F/R Sekvence primeru mixu (pl)
5036 6FAM F TGCTGTGGAAGTGAACAGAAA 1
5036 R AACTAGCCAGGTCACCAGACA 1
5045 PET F TGAAATAAACCAGGGCAAAAA 1
5045 R ACATGATTGCTAACCCCTTCC 1
7245 PET F GGGTCCTTAAAATTGGTTGCT 1
7245 R AGTAAAGGAGGCCGATCATGT 1
6132 6FAM F AAAGAAGAGCCAGGAGTGAGC 1
6132 R TTACCCAGCTGTTCTTCCCTT 1
7322 VIC F TGACCACTCTGGCTCATCTTT 1
7322 R CATGAGCTAATTTGCCTCTGC 1
7419 NED F CGTTCCAATATCAACCCCTTT 1
7419 R CTGTTGCAAAAGCAAAAGACA 1

Tab. 1: Sekvence pouzitych primerii a jejich mnozZstvi ve 100 ul primer mixu. F/R

oznacuje forward (F) a reverse (R) primery.

Pro PCR jsem pouzil reakéni smés sloZzenou ze 4 pl Type-it Multiplex PCR Master Mix, 2x

(Qiagen) a 1 pl primer mixu na 3 pl DNA. Celkovy objem jednoho vzorku tak ¢inil 8 pl.

Poméry slozek smési jsou zndzornény v Tab. 2.

Slozky PCR smési

Objemnal
vzorek (ul)

Type-it Multiplex PCR MM

Primer mix
DNA

4
1
3

Tab. 2: Protokol na Multiplex PCR

PCR reakce byly provadény v thermocycleru Mastercycler (Eppendorf, Némecko) pomoci

programu znazornéného v Tab. 3.

Pocet
Teplota Délka cyklt
95°C 5 min 1x
95 °C 30s
51°C 90s 30x
72°C 30s
60 °C 30 min 1x

Tab. 3: Program PCR

23



4.3 Fragmentacni analyza

Posléze byly vzorky pfipraveny na fragmentacni analyzu. Jeden mikrolitr vzorku byl
smichan s 9 pl smési na fragmentacni analyzu. Ta se skladala z 9 pl formamidu a 0,3 pl
standardu na jeden vzorek. Jako standard byl pouzit Gene Scan 500LIZ size standard
(Applied Biosystems). Poméry slozek smeési jsou znazornény v Tab. 4. Vzorky byly
posléze denaturovany pii 95°C po dobu 2 - 3 minut. Fragmenta¢ni analyza byla provedena

v Laboratofi sekvenace DNA na Prirodovédecké fakulté UK v Praze.

Objemnal

Slozky smési vzorek (ul)
Formamid 9
Gene Scan 500LIZ 0,3
PCR produkt 1

Tab. 4: Smes pro fragm. analyzu

Posléze byla data z fragmentani analyzy zpracovdna v programu GeneMarker
(Softgenetics), kde byla diky pouzitému standardu odectena délka PCR produktii. Byly tak
zméteny vSechny alely pro kazdy lokus daného jedince. Vysledna tabulka s alelami vSech
jedinct byla exportovana do Microsoft Office Excel. V tomto programu byla ke vSem

jedinciim pfifazena zndma informace o lokaliteé, datu a mistu odchytu.

4.4 Statistické analyzy

Statistika zndzornujici variabilitu naSich lokusid souhrnné i napfi¢ populacemi byla
pocitana v Microsoft Office Excel. Ostatni sloZit&j$i statistické vystupy z naSich dat byly
délany v statistickém programu R Project for Statistical Computing verze 2.13.0

(http://www.r-project.org).

K stanoveni geografické polohy hybridni zény pro jednotlivé genetické markery bylo
vyuzito klastrovani zaloZené na Bayesovském modelovani pomoci programu GENELAND
3.2.4 (Guillot et al. 2005). Program vyuZziva piistupy zalozené na MCMC (Markov chain
Monte Carlo) a kombinuje genotypy jedincl s jejich geografickymi soufadnicemi, aby
lokalizoval piipadné diskontinuity mezi populacemi v prostoru. Pro naSe analyzy markert
na chromosomu Y a Foxp3 na chromosomu X bylo nastaveno fixni K na hodnotu 2,

protoZe v hybridni zoné se nalézaji pravé dva poddruhy mysSi doméci. Pocet opakovani
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béhu byl nastaven na 100 000 pro Foxp3, ukladan byl kazdy desaty. Pro markery na
chromosomu Y byl pocet opakovani béhu 1 000000, ulozen byl kazdy sty. Pti
zpracovavani po béhu programu bylo vylouceno prvnich sto opakovani pro Foxp3, resp.
1000 opakovéani pro markery na Y. Pro analyzu markeru 5036 z chromosomu Y nebyl
pocet populaci predem znam, proto byl program spustén bez zadani poctu K. Program
stanovil pfi béhu MCMC jako nejvyhodné&jsi pocet klastri 4. Analyza proto byla
provedena s fixnim poctem K = 4. Pocet opakovani béhu byl nastaven na 100 000, ukladal
se kazdy desaty. Pfi nasledném zpracovani bylo vylou€eno prvnich 100 opakovéni. Data
pro lokus 5036 pro naSe vzorky byla ziskana z naSich analyz, data pro Y a Foxp3, byla
ziskana z prace Macholan et al. (2011).

Vypocet vzdalenosti lokalit prob¢hl ze soufadnic hybridni zény pomoci vypoctu

euklidovskych vzdélenosti (viz. Obr. 5).

n

d= (zi— y—x)g
1

Obr. 5: Vypocet euklidovskych vzdalenosti

V programu GenAlEx 6.41 (Peakall a Smouse 2006) byla vypocitana analyza
molekularni variance (AMOVA) pro ziskani pomé&ru variability uvniti a mezi populacemi
pfimo z molekuldrnich dat. AMOVA je jeden =z nejnovégjSich statistickych testi
zabyvajicich se stanovovanim genetické variability na zéklad¢ hierarchického uspofadani
populaci a subpopulaci. Pokud je néjaka populace rozdélena na subpopulace, jsou tyto
subpopulace mén¢ heterozygotni, nez kdyby rozdéleny nebyly. Divodem, pro¢ se tak déje,
je rychlejsi fixace jinych frekvenci alel v mensich populacich diky genetickému driftu.
Snizeni heterozygotnosti zapficinéné rozdélenim populaci se obvykle urcuje pomoci F
statistiky. AMOVA je na poli pocitani Fst (resp. jeho variant) pomérné dulezitou
statistickou procedurou, nebot’ umi pocitat s rozlicnymi typy genetickych markerti a nabizi
statistické testovani pomoci nahodnych permutaci. Poskytuje tak odhad populacni
diferenciace. V programu GenAlEx 6.41 je misto Fst pouzivan analogicky koeficient ®@pr.

Ten je stanovovan dle vzorce: @pr = Vap/(VartVwp), kde Vap je variabilita mezi
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populacemi a Vwp je variabilita uvnitt populaci. ®pr tak nabyva hodnot mezi 0 az 1, dle
miry genetické rozdilnosti populaci. AMOVA pak urcuje jaky podil genetické variability je
vysvétlen v ramci populaci a jaky mezi nimi. Pro nas vypocet byl po€et permutaci nastaven

na 9999. Zadana byla haploidni data.

Genetické vzdalenosti mezi populacemi pro pozdéjsi vypocty stromil byly ziskdny opét
pomoci AMOVA v programu GenAlEx 6.41, ktery vyuziva vypocty dle Slatkin (1995).
Genetické vzdalenosti mezi populacemi urcuje koeficient Rst analogicky k Fst. Na rozdil
od Fst ale zvazuje i SSM (step-wise mutation model) pro lepsi charakterizaci
mikrosatelitovych lokust. Platnost tohoto modelu byla v mych analyzach predpokladéana.
Vypocet Rst probihé dle vzorce: Rst= Vap / ( Vwi + Var + Vap), kde Vap je variabilita mezi
populacemi, Vi je variabilita uvnitf populaci a Var je variabilita mezi jedinci uvnitf
populaci. Koeficient nabyva hodnot -1 az 1 dle miry genetické vzdalenosti populaci. Pro
nase analyzy byla data pfepsana dle poctu jednotek opakovani mikrosateliti. Pocet

permutaci pro vypocet byl nastaven na hodnotu 999.

Vystup byl ziskdn jako parova matice Rst. Ta byla pozdé€ji vyuzita spolu s matici
euklidovskych vzdalenosti populaci k vypoctu Mantelova testu pro zjisténi izolace se
vzdalenosti. Mantelliv test byl provadén opét v programu GenAlEx 6.41. Pocet permutaci
pro vypocet byl nastaven na 999. Mantellv test je statisticky test urceny ke korelaci mezi
dvéma maticemi. V nasem piipad¢ byl uren k porovnani genetické izolace se vzdalenosti.
Pomoci tohoto testu se da urcit, zda jsou si vice ptibuzné sousedni populace, ¢i populace

vzdalené.

Ziskana parova matice genetickych vzdalenosti Rst byla vyuzita k sestrojeni stromu
zaloZzeného na metod¢ Neigbor-Joining pomoci MEGA software ver. 5.05 (Kumar et al.
2008). Tento fylogeneticky strom odhaluje vzajemnou podobnost populaci na mych

lokalitach za ptedpokladu SSM (step-wise mutation model).

V programu BAPS 5.4 (Corander a Tang 2007) byl vytvofen strom zaloZeny na ptibuznosti
jedincti. Program byl pustén nékolikrat s raiznymi K (5, 10, 20, 50, 100 a 150) pro model

s lokusy ve vazbé€. Jako nejvyhodnéjsi vyhodnotil program béh pro 76 klastri.
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5 Vysledky

Pro cile diplomové prace bylo nejprve tieba zjistit vhodnost pouzitych mikrosatelitovych
markert k analyzdm populacni struktury a historie introgrese chromosomu Y. Vznikla tak
tabulka popisujici variabilitu lokusii pomoci mnoZstvi alel, které se na nich vyskytuji (Tab.
5) a tabulka popisujici variabilitu lokusti podle mnoZstvi alel na lokus na jednotlivych
lokalitach (Tab. 6). Ukéazalo se, ze nejvariabilné€jsi lokus pouzity v mych analyzich je

7419. Nejméné variabilni lokus 5036 pak dosahoval poctu Ctyt alel.

Lokus 5036 6132 7322 7419 5045 7245
Pocet alel 4 8 11 18 5 11
Jednotka opakovani 4 4 3 2 4 3

Tab. 5: Pocet alel vyskytujicich se na jednotlivych lokusech a jejich jednotky opakovani.

Pro zjiStovani parametri tykajicich se populacni struktury a disperze samct v hybridni
zon¢ je nutné mit lokusy, které maji n€kolik alel i1 pfi zaZeni pohledu na jednotlivé lokality.
Moje data toto kritérium velmi dobfe spliuji. V deseti ptipadech ze 136 se v nich vyskytuji
lokality, které maji pét a vice alel na jednom lokusu.

V mych analyzach se objevuji data ze 689 samci z hybridni zony patticich do 161 lokalit.
Nejmensi pocet samctli na lokalité je 1, nejvice genotypovanych samcti ma lokalita PLES a

to 46. Prim&rny pocet samcl na lokalitu je 4,28.

Lokalita Pocet Lokus

jedinct 50 6132 7322 7419 5045 7245
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POU2 7 2 3 4 4 3 4
PRE11 4 2 1 1 3 2 2
PRGA 9 1 1 1 1 1 1
PROH 4 1 3 3 2 1 3
PRPR 1 1 1 1 1 1 1
RIEG 1 1 1 1 1 1 1
RUD1 4 2 3 3 3 2 3
RUD2 10 3 3 3 2 2 2
RUD3 1 1 1 1 1 1 1
RUD4 3 1 1 2 2 1 1
SABIH 2 1 1 1 1 1 1
SKCH 2 2 2 2 2 2 2
SPAL 1 1 1 1 1 1 1
SSED 1 1 1 1 1 1 1
STHR7 1 1 1 1 1 1 1
STR2 24 2 3 3 4 2 6
STRI 2 1 1 1 1 1 1
THIE 8 2 3 5 5 3 5
TYN2 3 1 3 1 1 2 3
UNWE 6 1 3 4 2 2 3
VER1 2 1 1 1 2 1 1
VRB7 1 1 1 1 1 1 1
VRBI 2 1 1 1 1 1 1
VRBI23 3 1 1 1 1 1 1
WEIC22 1 1 1 1 1 1 1
WOCH 8 1 1 1 1 1 1
WOHL 6 2 3 3 2 2 3
ZEBNI 2 1 2 2 1 2 1
ZIH133 1 1 1 1 1 1 1
ZIH50 4 2 1 1 2 2 2
ZIHL 1 1 1 1 1 1 1

Tab. 6: Srovnani lokalit z hlediska poctu jedincu a poctu alel na lokusech.

Geograficka analyza pfechodu lokusti pfes hybridni zénu vykazuje rozdilny vzor pro
vSechny analyzované lokusy i diagnostick¢é markery na chromosomu Y a diagnosticky
Foxp3 pro chromosom X. Moje analyzy tak potvrzuji predpoklad, ze v ¢esko-bavorském
transektu dochéazi k rozséhlé introgresi Y musculus na genetické pozadi poddruhu M. m.
domesticus. Je tak patrné z rozdilu pfechodu markeru na chromosomu X — Foxp3 (Obr. 6)
a prechodu diagnostického markeru pro chromosom Y (Obr. 7). Muj lokus 5036 se jevi

jako diagnosticky pro rozdéleni poddruhti mysSi domaci. Jeho geograficky vzor nejlépe
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vystihuje rozde€leni na ¢tyti klastry charakterizujici areal vyskytu Y domesticus (Obr. 8A),
oblast introgresniho trojuhelniku (Obr. 8B) a dva klastry pro oblast vyskytu M. m.
musculus (Obr. 8C a 8D). Ostatni zkoumané lokusy vykazuji znacné sloZzité geografické
vzory, které se tézko interpretuji a vykazuji jemnou strukturu v rdmci tii analyzovanych

oblasti. Lokus 5036 dokéazal v porovndni vyskytu jeho alel s variantami diagnostického
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Obr. 6: Mapa z programu Geneland pro lokus Foxp3. Mista s
nejvetsi pravdepodobnosti vyskytu klastru pro M. m. domesticus

vvr

oznacuji mista se stejnou pravdeépodobnosti vyskytu.
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Obr. 7: Mapa z programu Geneland pro markery na chromosomu Y.
Mista s nejvetsi pravdépodobnosti vyskytu klastru pro M. m. domesticus

vy

mista se stejnou pravdépodobnosti vyskytu.

Vypocty poctu haplotypii specifickych pro danou lokalitu a euklidovskych vzdalenosti
mezi lokalitami se stejnym haplotypem byly stanoveny pro zjisténi populacni struktury a
migrace v ramci hybridni zony. Ukazalo se, Ze vétSina haplotypl je pouze na jedné lokalité
(Obr. 9). To spolu s velkou variabilitou nasich markerd (Tab. 1) umoziuje urcit délku
migraci mezi jednotlivymi populacemi. Délka migrace je zaloZena na pfedpokladu, Ze
jedinec majici stejny haplotyp, jaky se vyskytuje i na jiné lokalité, pfiSel pravé z té druhé
lokality. Pomijim fakt, ze v mikrosatelitech mize byt velké procento konvergentnich
mutaci, kterymi mohl na dvou lokalitaich vzniknout stejny haplotyp. Vzdalenost, kterou
mozni migranti ub&éhnou, je pak stanovena na Obr. 10. Celkem piekvapiv€, vzhledem
k dosavadnim znalostem migracnich vzdalenosti (shrnuto v Pocock et al. 2005), vychazi

jako celkem béZzna migrace do 30 kilometrd. Jednd se tak o zhruba 29 km delsi pfesuny
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mySich jedincii, nez bylo dosud zaznamenano. Vzdalenosti delsi nez 50 km se daji

povazovat za zamény vzorkl, nebo piipadné transporty mysich jedinci pomoci clovéka.

[ T T T T 1 [ T T T T

T I T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 O 20 40 60 80 100 120 140
Vzdalenost podél transektu (km) Vzdalenost podél transektu (km)

Obr. 8: Mapa z Geneland pro lokus 5036. Mista s nejvetsi pravdepodobnosti vyskytu

vvr

mista se stejnou pravdépodobnosti vyskytu.

Nase data poskytuji i1 moznost sledovat zmény haplotypli na lokalitdich v pribeéhu let.
Vzhledem k probihajicimu dlouhodobému zkouméni hybridni zény je pro mnoho naSich
lokalit k dispozici sada vzorkli zriznych let. Bohuzel naSe data nebyla pro takovou
analyzu koncipovana, a proto je nemozné pouZzit na testovani zmén haplotypt na lokalité
v Case statistické metody. Nicméné z Tabulky A v pfiloze 1ze vycist, Ze z poctu 21 lokalit,

které maji vice jedincl neZ pét a zaroven tito jedinci pochdzi z minimaln€ dvou riznych
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let, je na jedné 1 lokalité¢ stejny haplotyp i po deseti letech. Pouze na dvou lokalitaich
z celkového poctu 21 se vymeénil ptivodni haplotyp do dvou let.

180 +
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Pocet piipadd
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20

0 - - e _—— =

1 2 3 4 5 €& 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Pocet haplotypl specificky se vyskytujicich na dané lokalité

Obr. 9: Graf znazornujici pocet haplotypii, které se vyskytuji na daném poctu lokalit. Osa
X je pocet haplotypii specifickych pro lokalitu. Osa Y je pocet pripadii.

Ve statistickém testu zaméfeném na miru isolation by distance (izolace se vzdalenosti)
nasich dat byla zjiStovdna mira vzdjemné podobnosti sousednich lokalit ve srovnani
s lokalitami vzdalenymi. Nejprve vSak bylo tfeba vypocitat statisticky test AMOVA pro
ziskani ptehledu o variabilit¢ uvnitf a mezi populacemi (Pfiloha B). Pomoci tohoto testu
bylo zjiSténo, Ze wvariabilita uvnitf populaci vysvétluje 47% z celkové variability.
Variabilita mezi populacemi pak vysvétluje 53% z celku. Test vysel vysoce prikazné.

Z AMOVA pak byla stanovena matice parovych hodnot Rst pro lokality. Vypocet Rst byl
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op¢t prikazny p<0,001. Testovani miry isolation by distance splnilo pfedpoklad a test se
ukdzal jako pritkkazny - hodnota p<0,002. Bylo tak mozZné sestrojit stromy zaloZené na

genetickych vzdalenostech mezi jednotlivymi lokalitami.

Pocet pripadu
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Obr. 10: Graf znazornujici vzdalenost mezi dvéma stejnymi haplotypy na
riiznych lokalitach. Osa X je vzdalenost v kilometrech mezi lokalitami se
stejnym haplotypem. Osa Y je pocet pripadii.

Strom zaloZeny na Neighbor-Joining ukazuje vztahy podobnosti mezi lokalitami (Obr. 11).
Predpokladem pro charakterizaci neddvné introgrese bylo vytvofeni nékolika klastri,
z nichZ jeden by oddéloval Y domesticus, druhy oblast M. m. musculus a tteti, odvozeny od
této oblasti, by popisoval expanzi chromosomu Y musculus v introgresnim trojuhelniku.
Néami vytvotfeny strom klastruje vSechny tyto skupiny dohromady v neustaleném potadi.
Oblast Y domesticus se naptiklad vyskytuje v poctu sedmi lokalit v jednom klastru (PLES,
NKOS, BENK, LEHS, STR2, KUBL1 a UNWE), coz by odpovidalo ptedstavam, ale
druhd cast této oblasti je v poctu tii lokalit (OTTM, WOCH, HEBA) na opa¢ném konci
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stromu. Mezi lokalitami s Y musculus se pak ve vétsim méfitku nedaji rozliSit oblasti
vyskytu Y musculus a Y musculus v introgresnim trojuhelniku.

Druhy ndmi vytvofeny strom je misto na genetickych vzdéalenostech lokalit zaloZen na
haplotypech jedincti (Obr. 12). Je zpracovan na zaklad¢ identity alel bez znalosti jejich
velikosti. Tento strom sefadil do jednoho klastru vétSinu jedincl s Y domesticus, mezi né
vSak zafadil tfi lokality s vyskytem Y musculus (PRE11, ZIH50, BUS2). Mezi ostatnimi
jedinci zoblasti Y musculus a Y musculus v introgresni oblasti nelze vycist Zadny
podrobnéj§i vzor. Jedinci pfifazeni k lokalitam a pfislusSnému klastru jsou shrnuti
v Ptiloze C.

Charakterizace variability ve vSech tfech oblastech (Tab. 7) byla provedena
nejjednodusSsim moznym zplsobem. Podilem poctu haplotypli na pocet lokalit.
Ptedpokladem bylo, Ze variabilita uvniti introgresniho trojuhelniku bude sniZzena z diivodu

Cvwr

musculus a nejvyssiu'Y domesticus.
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Obr. 12: Strom zalozeny na pribuznosti jedincii. Priloha C v prilohdach zndzornuje

prislusnost jedincii do jednotlivych klastril.

Oblast  Pocet lokalit Pocet haplotyplli Pocet haplotypu na lokalitu

MM 45 53 1,177778
DyM 35 48 1,371429
DD 10 20 2

Tab. 7: Charakteristika variability v hybridni zoné. MM - oblast vyskytu M. m.
musculus, DyM - oblast introgresniho trojuhelniku, DD - oblast vyskytu M. m.
domesticus
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6 Diskuze

6.1 Mikrosatelitové markery

K porozuméni disperze a variability chromosomu Y v hybridni z6né jsem nejprve musel
vytvofit sadu mikrosatelitovych markerti. Dosud byla zoéna zkouména pouze poddruhové
diagnostickymi markery na pohlavnich chromosomech, autosomech a mtDNA
(Munclinger et al. 2002; Bozikova et al. 2005; Macholan et al. 2007; Macholan et al. 2008;
Macholan et al. 2011). Je az s podivem, Ze se na chromosom Y pfi analyzach populaci
v okoli kontaktu Mus musculus musculus a Mus musculus domesticus zapomina. Ma totiz
nékolik nespornych vyhod. Pfedné je dédén pouze vsamdéi linii a mize tak leccos
napovédét o disperzi samcd. DalSi neopomenutelnou vyhodou je nepfitomnost
rekombinace. Zmény v haplotypech se tak déji pouze mutacemi. Sam¢i chromosom je tedy
predurcen k vyuziti ve fylogeografickych analyzach. Toho je v soucasné dobé& vyuZivano
v pracich zabyvajicich se disperzi lidi a jejich ndrodl (Zheng et al. 2009; Montano et al.
2011). Nase mikrosatelitové markery pouZité na vyhodnocovani dat z chromosomu Y mysi
domaci jsou dostatecné variabilni na to, aby dokdzaly analyzovat evolu¢ni historii a

disperzi samcii v hybridni zoné.

6.2 Pozice hybridni zény

Analyza dat v programu Geneland byla provedena pro identifikaci pozice hybridni zoény a
introgresniho trojihelniku. Pro stanoveni stiedu zony byl pouzit marker Foxp3 obdobné
jako v praci Macholan et al. (2011). Z analyzy vyplynula stejnéd pozice hybridni zony, jaka
byla identifikovana i pfedchozimi autory (Macholan et al. 2008). Odlisny vzor vyskytu
introgresni oblasti Y chromosomu M. m. musculus, nez jaky byl prezentovan v Macholan
et al. (2008), je pravdépodobné dan vyrazné mensim poctem vzorkl. Nase vzorky navic
nebyly primarné urceny k identifikaci introgresniho trojihelniku a lokality proto nejsou
rozmistény rovnomeérné po celé oblasti. Priinik Y musculus je vSak i tak dobfe patrny.
Marker 5036 pouzity v ramci sady mikrosatelitd je pravdépodobné i diagnosticky, co se
poddruhtt M. m. musculus a M. m. domesticus tyCe. To dokazuji analyzy z programu
Geneland 1 srovnani s poddruhové diagnostickymi markery pouZzitymi v ptedchozich
pracich (Macholan et al. 2008). 5036 vykazuje i dalsi struktury v rdmci populace s Y

musculus, véetné oblasti introgresniho trojthelniku.
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6.3 Analyza socidlni struktury

Bézné se predpoklada, ze obrat mysi na lokalité je pomérné vysoky (Hauffe et al. 2000).
Po vymfeni demu nastdva rekolonizace béhem 1 az 2 generaci, coz pfi predpokladu, ze
mySi maji zhruba 6 generaci ro¢né (Pocock et al. 2004), znamena osidleni opusténého
habitatu do 4 mésicli. K rekolonizaci vSak dochdzi pouze omezenym poctem jedinc.
V pruméru dvéma samci, dvéma samicemi a dvéma nedospélymi jedinci (Hauffe et al.
2000). To znamena, ze takovd nové vznikajici populace bude s vysokou mirou
pravdépodobnosti trpét takzvanym efektem zakladatele (founder effect) (Mayr 1944).
Prichazi-li na lokalitu pouze omezeny pocet jedinci, tak si s sebou nesou pouze omezené
mnozstvi genetické diverzity své matefské populace. V disledku ¢ehoZz bude na nové
lokalité patrn€ velmi sniZena variabilita. To je 1 v souladu s mymi daty. Na vétSin¢ lokalit
v Cesko-bavorském transektu hybridni zoény pifevladd jeden specificky haplotyp
chromosomu Y pro danou lokalitu.

Svou roli vtomto vzoru rozloZeni haplotypti miZe sehrat i relativni uzavienost mysich
populaci. Demy jsou piisn€ hiearchické struktury a zaclenéni do nich je pro migranty
znaéné obtizné. D4 se také pocitat, Ze sviij vliv na uzavienost populaci bude mit i relativni
pfehlednost naSich lokalit. VétSina znich je vadzana na lidskd obydli, kde oproti
podminkam v pfirod€ panuje vyssi uspofaddanost terénu a dominantni samci si 1épe ohlidaji
svoje teritorium (Gray et al. 2000). Navic pro pfevaznou véEtSinu migrantl jsou
k introdukovéani dosazitelné pouze demy v okoli (shrnuto v Pocock et al. 2005). To
znamena, Ze $ifi svilj genom jen v rdmci populace. Moje vzorky jsou sbirdny praveé v ramei
populaci, nebo jejich ¢asti, coz objasiiuje vyskyt specifickych haplotypli na dané lokalité.
Piednesenému vysvétleni napovidaji i dalsi data z hybridni zony. VétSina lokalit si totiz
podrzela sviij unikatni haplotyp po dobu nékolika let. Pfi znamé rychlé obméné demi
svédci tento fakt pro udrZzovani populaci jako dynamické struktury, kdy je vymiely dem
nahrazen migranty z jiného demu stejné populace a tedy i stejného haplotypu. Takto se
haplotyp dokadze udrZet na lokalit¢ i devét let. V ramci demu pak pravdépodobné dochézi
k neustalé obméné dominantnich samcii za jejich potomky. To je v souladu s pozorovanim
formovani socialni struktury mysi v aréné (Reimer a Petras 1967).

Haplotyp se na sledovanych lokalitich vramci Casu zménil jen nékolikrat a to
pravdépodobné diky dvéma efektim. Svou roli budou sehravat mutace nasich lokust. Pii
ptedpokladu stepwise mutacniho modelu (Hardouin et al. 2010), by m¢lo dochézet v tomto
ptipadé ke zménam pouze o jednu jednotku opakovani na nékterém z naSich lokust. To ale
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vysvétluje jen maly pocet piipadl z nasich dat. Mnohem pravdépodobnéjsi se zda varianta
introdukce migranta z jiné populace do nékterého demu na lokalité. V nékterych ptipadech
pak mize dojit i k ovladnuti celé populace migrantovym haplotypem kvili driftu.

Diky mikrosatelitovym lokusiim lze ve vétSin€ ptipadi ptifadit samce na konkrétni lokalitu
1 vramci jedné vesnice. To pfedurCuje moje markery pro analyzy disperze samci v rdmci
hybridni zény.

Bé&zna migracni vzdalenost pro my$ doméci je zhruba 30 metr (shrnuto v Pocock et al.
2005). Nedosahuje tak dale, nez v ramci jedné populace. DelSi jsou migrace pouze pfi
disturbancich. Nejdel$i zaznamenané aktivni pfesuny mysi pak dosahuji vzdalenosti néco
malo pfes 500 metrQ. Je proto piekvapivé, Ze pti mych analyzach vysel jako bézny presun
do tficeti kilometrii. Diivodii, pro¢ takto daleké migrace nebyly dosud zaznamenany, mize
byt n€kolik.

Obecné malo zdznam existuje o piesunech jedinc myS$i pomoci transportu s ¢lovékem.
Podil téchto transportd na migraci vSak neni vibec zanedbatelny (Baker 1994). Je tedy
mozné, ze pfesuny mysi, které jsou delSi nez onéch 500 metrli, odrézeji vlastné spiSe nez
jejich disperzi pohyb ¢lovéka. Pro¢ pocet takovych presuni klesa s pfibyvajici vzdalenosti?
Vysvétleni, mize byt zaloZeno na faktu, Ze mySi se pohybuji spolecné s lidskymi
komoditami spiSe nez se samotnym clovékem. Pfesun sena a obili se v lidské spolecnosti
také d&je v prevazné vétSing piipadll jen na omezené vzdalenosti. Zda je ale takovy rozdil
mezi transportem na vzdalenost 30 a 50 kilometrt se té¢zko odhaduje. Métfeni nebylo dosud
provedeno.

Druhym vysvétleni takto daleké disperze samci mize byt mnohem vétsi podil dalekych
migraci, neZ se doposud myslelo. Vétsina experimentll v této oblasti byla totiz délana
metodou zpétného odchytu, ktery nizky pocet dalkovych migrantli vzhledem k omezenému
poctu pasti nemusel zachytit. Vzhledem k ¢lenitosti terénu, ktery migranti museli piekonat,
je ale mnozstvi takovych pfesunti zarazejici. Disperzi malych hlodavcil v malém métitku
totiz vyrazné ovliviluje i pouhd cesta, kterou museji prekonat (Swihart a Slade 1984).
Navic se v mnohem vétsi mife pohybuji pfes nepiehlednéjsi zarostlé uzemi, nez oteviené
prostory (Lorenz a Barrett 1990). Pti disperzi na dlouhé vzdalenosti museli takovych bariér
ptekonat hned nékolik.

Vyzkum pomoci genetickych markerti by v oblasti disperze jedinci mySi doméci mohl
hodné napovédét o dalkovych migracich a toku genti v mySich populacich na delsi
vzdalenosti.
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6.4 Analyza introgresni oblasti

Teorie o vzniku introgrese chromosomu Y poddruhu M. m. musculus na genetické pozadi
M. m. domesticus v disledku intragenomického konfliktu pfedpokladd neddvnou expanzi
v introgresni oblasti (Macholan et al. 2008). K jejimu pochopeni tak mize vyraznéji
pfispét analyza historie pomoci molekuldrnich markeri na sam¢im chromosomu.
Jednoduchy zptisob, jak tak ucinit, je pomoci stromi zalozenych na genetickych
vzdalenostech mezi lokalitami ve studovaném transektu. Nase vysledky vSak naznacuji, Ze
k neddvné expanzi chromosomu Y nedoslo. Podporu nasemu vysledku skyta i provedeny
Manteliiv test na izolaci se vzdalenosti (isolation by distance), ktery nevySel pfili§
presvédcivé. Podobné mohou byt v nékolika ptipadech i lokality zna¢né vzdalené, coz
vylu€uje rychlou expanzi. Ovlivnit tento stav mohou i zpétné mutace, které se u
mikrosatelitl nedaji vyloucit. Variabilita mych mikrosateliti je pomérné¢ vysokd, proto
pfedpoklad, Ze se divame na velmi malou casovou Skélu siln€ ovlivnénou zpétnymi
mutacemi, ziskdva na vyznamu. Diky tomu nejsme schopni analyzovat historii vyvoje celé
populace v ¢esko — bavorském transektu. Na lokélnich Skalach piedstavu o vyvoji populaci
mit ale miZeme. Podivame-li se napfiklad pouze na lokality s M. m. domesticus zjistime,
ze vétSina populaci tvofi jeden klastr, kromé dvou populaci na lokalitich OTTM a WOCH.
Tyto populace jsou urceny jako vzajemné blizce piibuzné a zéroven odlisné od ostatnich
lokalit M. m. domesticus. Jejich pfibuznost je podpoiena i faktem, ze se nalézaji pouze dva
kilometry od sebe. MozZnosti analyzovat pfibuzenské vztahy na lokdlni Skale podporuje i
strom zalozeny na haplotypech jedinct. Jedinci M. m. domesticus se opét ukazali jako
pfibuzni, zatimco jedinci s introgresnim Y musculus a M. m musculus byli dani
dohromady. Podobnym vysledkim dopoméhd i dynamicka populacni struktura mysSich
populaci. Zmény v haplotypech jedincii a lokalit probihaji pfili§ rychle na to, aby je
jednoduché modely dokézaly postihnout. K podrobnym analyzam historie populaci
Predpoklad o neddvné expanzi v introgresnim trojlihelniku by mohl byt také
charakterizovdn sniZzenou variabilitou uvniti introgresni oblasti v disledku efektu
zakladatele. Tento stav se vSak nezdd byt podporovan naSimi daty. K relevantnimu
vylouceni hypotézy by nicméné bylo potfeba vyrazné rozsiiit pocet prozkoumanych

jedinct.
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7 Zavér

Pomoci Sesti mikrosatelitovych marker na chromosomu Y jsem analyzoval 689 jedinct ze
161 lokalit v ¢esko-bavorském transektu hybridni zony mysi domaci. Sadou variabilnich
markerl jsem analyzoval jak populacni strukturu mysi, tak historii vzniku introgresni
oblasti chromosomu Y. VétSina haplotypil se vyskytovala pouze na jedné lokalité, coz
svéd¢i o relativni uzavienosti socialni struktury mysi vi¢i migrantim z okoli. Migrace
totiZ podle mych dat nemusi byt zastoupena v populaci mysi pouze kratkou disperzi, jak se
doposud myslelo, ale i relativné dlouhymi migracemi. Toto odhaleni si vysvétluji dvojim
zptisobem. Bud’ se mySi na vzdalenosti pfesahujici jeden kilometr §ifi za pomoci ¢lovéka,
nebo je divodem odhaleni téchto migraci netradi¢ni zplsob jejich vyzkumu. Pro analyzy
historie vzniku introgrese chromosomu Y jsem pouzil jednoduché metody zalozené na

genetickych vzdalenostech mezi lokalitami 1 pfibuznosti jedinct.
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9 Prilohy

Pocet Lokus
jedincl se
Rok stejnym
Lokalita odchytu haplotypem 5036 6132 7322 7419 5045 7245
BUS2 2003 3 78 145 175 206 117 150
BUS2 2008 11 82 149 175 217 109 150
BUS2 2009 3 82 149 175 217 109 150
BUS2 1 82 157 175 206 120 150
DOLN 1997 12 82 149 169 206 120 157
DOLN 1 82 154 181 219 124 160
DOLN 1999 2 82 154 172 208 117 147
DOLN 1 82 149 172 206 120 157
HOHE1 2007 1 82 149 175 206 120 160
HOHE1 1 82 149 181 227 124 157
HOHE1 2008 2 82 149 175 206 120 160
HOHE1 1 82 149 178 206 120 160
HOHE1 1 82 149 178 227 124 157
HOHE1 2009 2 82 149 175 206 120 157
HOHE1 2010 3 82 149 175 206 120 157
HOHE1 2 82 140 181 208 120 150
HOHE1 1 82 149 178 227 124 157
HUR1 2003 12 82 149 175 206 120 157
HUR1 4 82 149 175 206 120 160
HUR1 2007 2 82 149 175 206 120 157
HUR1 2008 2 82 149 175 206 120 157
JIND31 2009 2 82 149 184 221 124 160
JIND31 2010 4 82 149 184 221 124 160
KAC2 1999 2 82 140 184 208 120 150
KAC2 1 74 140 184 188 117 157
KAC2 1 82 154 184 221 124 160
KAC2 1 82 149 172 202 120 143
KAC2 2003 2 82 149 172 217 120 153
KAC2 2008 1 82 149 172 202 120 143
KAC2 1 82 149 172 217 120 153
KAC2 2009 2 82 149 172 217 120 153
LEHS 2008 4 74 154 175 190 117 150
LEHS 2010 2 74 154 175 190 117 153
LEHS 1 74 154 175 190 117 150
LUZN 1999 2 82 154 184 221 124 160
LUZN 1 82 154 172 208 117 147
LUZN 2000 2 82 149 169 215 120 150
LUZN 2 82 149 175 200 124 157
LUZN 1 86 154 175 217 120 160
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LUZN 1 82 149 175 215 120 163
LUZN 1 82 157 184 217 120 147
LUZN 2001 2 82 149 169 206 120 157
LUZN 2003 1 82 140 184 208 120 150
LUZN 1 82 154 184 221 124 160
MiL1 2000 1 82 149 175 206 120 160
MiL1 1 82 149 172 202 120 143
MiL1 1 74 154 184 188 117 166
MiIL1 2001 4 82 149 175 206 120 160
MOST2 2000 3 82 154 184 221 124 160
MOST2 2008 2 82 140 184 208 120 150
MOST2 1 82 154 184 221 124 160
NEB3 1999 2 82 149 172 212 120 147
NEB3 2000 2 82 154 184 221 124 160
NEB3 2 82 140 184 208 120 150
NEB3 2007 1 86 145 187 212 120 150
NEB3 1 82 154 184 221 124 160
NEB3 2009 5 82 154 184 221 124 160
NEB3 2010 5 82 154 184 221 124 160
NEB3 1 82 166 175 206 120 143
NEUE 1999 2 82 145 169 208 117 172
NEUE 2 82 154 172 208 117 147
NEUE 1 82 149 184 221 124 169
NEUE 1 82 140 184 208 120 150
NEUE 1 74 140 181 188 117 157
NEUE 2000 2 82 166 175 219 120 143
NEUE 1 82 149 184 221 124 169
NEUE 2001 2 82 149 184 221 124 169
OBIL2 2008 4 82 149 172 202 120 143
OBIL2 3 82 154 184 221 124 160
OBIL2 2 82 140 181 208 120 150
OBIL2 1 82 154 181 221 124 160
OBIL2 2010 3 82 140 181 208 120 150
PLES 1996 1 82 145 181 210 120 147
PLES 1 82 154 181 214 124 163
PLES 1 74 140 181 188 117 157
PLES 1997 35 74 140 181 188 117 157
PLES 1 82 145 181 210 120 147
PLES 1 82 157 154 212 120 143
PLES 1999 5 74 140 181 188 117 157
PLES 1 82 154 172 208 117 147
POU1 1997 3 82 154 184 219 124 160
POU1 1 82 140 163 208 124 147
POU1 1999 1 82 154 184 221 124 160



POU1 1 82 149 169 210 120 143
POU2 1999 1 82 140 163 208 124 147
POU2 1 82 162 154 212 120 143
POU2 2008 4 82 154 184 221 124 160
PRGA 2008 4 86 149 169 214 120 157
PRGA 2010 4 86 149 169 214 120 157
RUD2 1999 1 78 140 172 206 120 160
RUD2 1 74 145 169 208 113 160
RUD2 1 74 145 169 208 113 157
RUD2 2003 7 82 149 175 206 120 157
STR2 2000 3 82 166 175 219 120 143
STR2 1 82 154 172 208 120 153
STR2 2003 2 74 154 172 192 117 163
STR2 2 74 149 172 188 117 157
STR2 1 74 154 172 192 117 166
STR2 2007 4 74 154 172 192 117 163
STR2 1 74 154 172 192 117 160
STR2 2008 4 74 154 172 192 117 163
STR2 2010 4 74 154 172 192 117 163
STR2 1 74 154 178 192 117 166
STR2 1 74 149 172 192 117 166
THIE 1997 2 74 149 169 190 117 163
THIE 1 82 149 178 217 124 147
THIE 1 82 149 178 217 124 166
THIE 1999 2 82 149 175 206 120 157
THIE 1 82 154 184 223 124 160
WOHL 2007 1 78 149 184 208 120 147
WOHL 1 82 145 166 208 117 160
WOHL 2010 2 82 145 166 208 117 166
WOHL 1 82 140 181 206 120 147

Priloha A: Tabulka ilustrujici zménu haplotypu na lokalité v case. Zahrnuty byly pouze

lokality s poctem odchycenych samciui vice jak pét a to v minimalné dvou riznych letech.
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Variabilita mezi populacemi 53%

Variabilita uvnitf populaci 47%
Celkem 100%
p(nahoda >=
Hodnota data)
PhiPT 0,525 0,0001

Priloha B: Vysledek testu AMOVA.

Poradové Kod

Klastr Cislo lokality  Oblast
Cluster 35 106 DOU2
122 HLAV
149 HVES
384 NDR14 DyM
485 PLES DyM
494 POU1 DyM
505 POU2 DyM
Cluster 73 589 VRBI MM
590 VRBI MM

591 VRBI23 MM
592 VRBI23 MM
593 VRBI23 MM

696 NEB3 MM
697 CHL1 M
Cluster 40 276 LIPOV
436 PILW DyM
437 PILW DyM
664 L70A
Cluster 45 25 BRAU DyM
26 BRAU DyM
27 BRAU DyM
28 BRAU DyM
29 BRAU DyM
30 BRAU DyM
435 PILW DyM

657 MUNR DyM
Cluster 46 260 KUBL1 DD

572 THIE

605 WOHL DyM

606 WOHL DyM

655 WOHL DyM
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Cluster 49

Cluster 21

Cluster 61

Cluster 25

Cluster 65

Cluster 11

Cluster 64

Cluster 22

656
645
646
647
648
649
661
662
663
208
337
338
339
541
658
659
660
123
124
248
255
484
13
83
319
431
434
607
604
650
651
652
291
301
481
482
34
58
126
127
302
303
335
349
350

BRAU
L9DL
L9DL
LG15
LVNK
L70A

L1G4
LQY5
KAC1
NEUE
NEUE
NEUE
STHR7
MAIE
MAIE
MAIE
HODO
HODO
KRASIK
KRIZ1
PLES
BEZ2
DOz3
NEB3
PAST
PERNA
ZEBNI
WOHL
MUNR
MUNR
L2E8
LUZN
MLYN49
PLES
PLES
BUS3
DLMO
HOHE1
HOHE1

NEUE
NEU15
NEU15

53

DyM

DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
MM
MM
MM
DyM
DyM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
DyM
DyM
DyM

DyM

DyM

MM

DyM

DyM

DyM
DyM
DyM



Cluster 33

Cluster 23

351
352
353
389
390
391
408
409
410
411
412
519
121
536
568
569
59
60
65
72
102
103
104
147
148
179
205
206
207
217
218
252
279
315
316
336
355
356
357
358
359
360
361
377
378

NEUS8
NEUS8
NEUS8
OBIL1
OBIL1
OBIL1
OBIL2
OBIL2
OBIL2
OBIL2
OBIL2
PROH
HLAV
RUD4
SABIH
SABIH
DLMO
DLMO
DOLI
DODV
DOuU3
DOuU3
DOuU3
HVES

CHO1
KAC2
KAC1
KAC1
KAC2
KAC2
KRIZ1
LUZN
NEB3
NEB3
NEUE
NVCHC
NVCHC
NVCHC
NVCHC
NVCHC
NVCHC
NVCHC
NDR14
NDR14
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Cluster 3
Cluster 74

Cluster 4

Cluster 16

Cluster 7

Cluster 47

Cluster 9

Cluster 54

Cluster 37

Cluster 58

392
393
394
653
654
55
432
433
694
11
17
488
489
608
21
53
54
522
523
534
535
540
683
693
491
492
292
586
587
191
192
644
50
61
62
151
286
508
578
611
282
283
419
420
421

OBIL1
OBIL1
OBIL1
MOST2
MOST2
DEPO
PAST
PAST
LD1M
BEZ2
BLAZI
POC1
POC1
ZEBNI
BOUC
DEPO
DEPO
RUD1
RUD1
RUD3
RUD4
SSED
RUD4
BUS2
PROH
PROH
LUZN
VER1
VER1
CHR11
CHR11
BUS2
BUS5
DLMO
DLMO
HVES
LUZN
PRE11
TYN2
ZIH50
LUZN
LUZN
ODR26
ODR26
ODR26
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Cluster 36

Cluster 68

Cluster 51

Cluster 53

Cluster 19

517
12
136
137
251
277
278
284
285
678
114
575
576
174
175
176
177
178
220
221
224
225
670
671
677
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
675
676
363
364
365
366
367

PRPR
BEZ2
HOHE1
HOHE1
KRSOV
LOMA
LOMA
LUZN
LUZN
HOHE1
HAM1
THIE
THIE
CHL1
CHL1
CHL1
CHL1
CHL1
KAC2
KAC2
KAC2
KAC2
KRAU
KAC2
CHL1
BUS2
BUS2
BUS2
BUS2
BUS2
BUS2
BUS2
BUS2
BUS2
BUS2
BUS2
BUS2
BUS2
BUS2
BUS2
NVPO
NVPO
NVPO
NVPO
NVPO
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Cluster 50

Cluster 34

Cluster 66

Cluster 6

368
369
370
371
372
373
684

71
152
186
187
237
238
239
240
241
244
245
246
247
138
139
140
141
142
197
681
324
347
348
543
544
545
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85

86

87

88

89

90

91

92

93

NVPO
NVPO
NVOK
NVOK
NVOK
NVTE
MAIE
AVES
AVES
DOLI
HRE1
CHO1
CHO1
KRA2
KRA2
KRA2
KRA2
KRA2
KRA3
KRA3
KRA3
KRA3
HOSL
HOSL
HOSL
HOSL
HOSL
JIND
HRZI
NEB3
NEUE
NEUE
STR2
STR2
STR2
DOLI
DOLN
DOLN
DOLN
DOLN
DOLN
DOLN
DOLN
DOLN
DOLN
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MM
MM
MM
DyM

MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
DyM
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DD
DD
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Cluster 60

Cluster 28

94
95
96
253
280
281
395
396
665
51
52
67
97
275
669
69
81
82
110
111
112
113
125
128
129
130
131
132
150
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
169
170
171
172

DOLN
DOLN
DOLN
KRIZ1
LUZN
LUZN
OBIL1

LUZN
CIRA
CIRA
DOLI
DOLN
LIPOL
DODV
DOLI
DPEL1
DPEL1
HAM1
HAM1
HAM1
HAM1
HOHE2
HOHE1
HOHE1
HOHE1
HOHE1
HOHE1
HVES
HUR1
HUR1
HUR1
HUR1
HUR1
HUR1
HUR1
HUR1
HUR1
HUR1
HUR1
HUR1
HUR1
HUR1
HUR1
HUR3
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DyM
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DyM

DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM

DyM
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DyM
DyM
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Cluster 57

Cluster 18

173
193
194
195
196
272
273
398
520
527
528
529
530
531
532
533
573
574
672
673
68
120
133
134
135
165
166
167
168
295
296
297
298
299
379
380
381
382
383
609
674
19
20
105
188

HUR3
JIND
JIND
JIND
JIND
LIB1
LIB1
OBIL1
RUD1
RUD2
RUD2
RUD2
RUD2
RUD2
RUD2
RUD2
THIE
THIE
HUR1
HUR1
DOLI
HLAV
HOHE1
HOHE1
HOHE1
HUR1
HUR1
HUR1
HUR1
MiL1
MiL1
MiL1
MiL1
MiL1
NDRA
NDRA
NDRA
NDRA
NDRA
ZIHL
HOHE1
BOUC
BOUC
DOuU3
CHO2
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Cluster 29

Cluster 2

Cluster 72

Cluster 30

Cluster 63

Cluster 43

215
226
317
318
487
70
98
99
203
204
242
287
345
346
483
490
542
682
74
75
76
77
79
80
234
235
236
243
300
690
261
262
263
691
692
84
146
493
502
374
375
376
615
616
430

KAC1
KLES
NEB3
NEB3
POC2
DOLI
DOLN
DOLN
JOSE
JOSE
KRA20
LUZN
NEUE
NEUE
PLES
PROH
STR2
JOSE
DODV
DODV
DODV
DODV
DODV
DODV
KRA1
KRA1
KRA2
KRA3
MIL3
DOuU3
KVET
KVET
KVET
KVET
KVET
DOLN
HVES
POU1
POU2
NVTE
NVTE
NVTE

LTZH
PAST
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Cluster 44

Cluster 17

Cluster 76

610
679
227
228
229
230
231
232
580
603
643
18
180
181
182
183
209
210
211
212
213
214
219
223
294
304
305
362
397
413
414
666
667
668
249
250
509
510
511
512
513
514
515
516
698

ZIH133
PAST
KOP1
KOP1
KOP1
KOP1
KOP1
KOP1
TYN2
WOHL
WOHL
BOUC
CHO1
CHO1
CHO1
CHO1
KAC1
KAC1
KAC1
KAC1
KAC1
KAC1
KAC2
KAC2
MiL1

MOST2
NVCHC
OBIL1
OBIL2
OBIL2
KOP37
OBIL2
OBIL2
KRAU
KRAU
PRGA
PRGA
PRGA
PRGA
PRGA
PRGA
PRGA
PRGA
PRGA
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Cluster 24

Cluster 75

Cluster 20

Cluster 59

699
56
57

184

185

189

190

109

526

566

567

198

199

200

201

202

274

340

341

342

343

344

399

680
22
23
35
73
78

115

222

256

288

289

290

306

307

308

309

310

311

312

313

314

320

PRGA
DEVI
DEVI

CHO1

CHO2

CHO2

CHO2

HABA

RUD2
STRI
STRI

JIND31
JIND31
JIND31
JIND31
JIND31
LIB2

NEUE

NEUE

NEUE

NEUE

NEUE

OBIL1

JIND31

BOUC

BOUC
BUS1

DODV

DODV

HAZHO

KAC2

KRIZ2
LUZN
LUZN
LUZN

MOST2
MOST2
MOST2
MOST1
MOST1
MOST1
MOST2
MOST2

NEB2

NEB3

62

MM
DyM
DyM

<L

MM
MM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
DyM
MM
DyM

MM

DyM

DyM
DyM
DyM
DyM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM
MM

MM



Cluster 31

Cluster 48

Cluster 13

321
322
323
325
326
327
328
329
330
331
332
400
401
402
403
404
405
406
407
416
417
418
422
499
500
503
504
538
686
687
688
689
100
254
415
579
685
116
495
496
497
498
577
3

NEB3
NEB3
NEB3
NEB3
NEB3
NEB3
NEB3
NEB3
NEB3
NEB3
NEB3
OBIL1
OBIL1
OBIL1
OBIL1
OBIL1
OBIL1
OBIL1
OBIL1
OBIL2
OBIL2
OBIL2
ODR26
POU1
POU15
POU2
POU2
SKCH
MIL3
NEB3
POU2
POU2
DOLN
KRIZ1
OBIL2
TYN2
NEB3
HAZSH
POU1
POU1
POU1
POU1
THIE
BENK
BENK
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Cluster 42

Cluster 1

Cluster 62

Cluster 5

Cluster 70

Cluster 8

00 N O U»n

333
423
424
425
426
427
428
429
506
507
612
613
614
695
31
32
33
233
257
258
700
265
266
267
268
269
270
271
548
549
550
551
556
557
558
559
560
561
562
563
564

BENK
BENK
BENK
BENK
NDRF
OTTM
OTTM
OTTM
OTTM
OTTM
OTTM
OTTM
PRE11
PRE11
ZIH50
ZIH50
ZIH50
PRE11
BUS2
BUS2
BUS2
KOZL
KUBL1
KUBL1
L7UT
LEHS
LEHS
LEHS
LEHS
LEHS
LEHS
LEHS
STR2
STR2
STR2
STR2
STR2
STR2
STR2
STR2
STR2
STR2
STR2
STR2
STR2
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Cluster 39

Cluster 55

Cluster 67

Cluster 32

Cluster 38

Cluster 12

Cluster 71

Cluster 14

Cluster 56

565
259
518
552
553
554
555
641
14
15
16
627
583
584
633
634
635
36
107
264
618
619
620
521
524
525
581
582
624
625
626
622
623
639

101
117
118
119
621
638
640
24
63
642

STR2
KUBL2
RIEG
STR2
STR2
STR2
STR2
UNWE
BIR4
BIR4
BIR4
BIR2
UNWE
UNWE
LO9X
L5CH
L5CH
BUS1
FRIEO9
LEHS
LGKS
LGKS
LGKS
RUD1
RUD2
RUD2
UNWE
UNWE
L89S
LK8R
LK8R
L5CH
L5CH
LVNK
BENK
DOuU3
HEBA
HEBA
HEBA
LKAU
LOAS
LCRU
BRAU
DOL
LR8G
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Cluster 15

Cluster 69

Cluster 10

Cluster 27

Cluster 41

Cluster 52

Cluster 26

10
585
588
145
486
570
571
629
630
631
632
595
596
597
598
599
600
601
602
636
108
546
547
628
144
216
354
386
387
539
617
293
388
594
637

64
143
334
385
438
439
440
441
442
443

BENK
UNWE
VRB7
HVES
PLOSB
THIE
THIE
LVZM
LVZM
LVZM
LVZM
WOCH
WOCH
WOCH
WOCH
WOCH
WOCH
WOCH
WOCH
LK3H
GROSS
STR2
STR2
LXN6
HVES
KAC2
NVCHC
NKOS
NKOS
SPAL
LB59
MiL1
NKOS
WEIC22
LeQM
DOLI

NEUE
NKOS
PLES
PLES
PLES
PLES
PLES
PLES
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444 PLES DD

445 PLES DD
446 PLES DD
447 PLES DD
448 PLES DD
449 PLES DD
450 PLES DD
451 PLES DD
452 PLES DD
453 PLES DD
454 PLES DD
455 PLES DD
456 PLES DD
457 PLES DD
458 PLES DD
459 PLES DD
460 PLES DD
461 PLES DD
462 PLES DD
463 PLES DD
464 PLES DD
465 PLES DD
466 PLES DD
467 PLES DD
468 PLES DD
469 PLES DD
470 PLES DD
471 PLES DD
472 PLES DD
473 PLES DD
474 PLES DD
475 PLES DD
476 PLES DD
477 PLES DD
478 PLES DD
479 PLES DD
480 PLES DD
501 POU2 DyM
537 SKCH DyM

Priloha C: Zarazeni jedincii do klastrii k Obr.12. DD — oblast domesticus, MM — oblast
musculus, DyM — oblast introgresniho trojuhelniku
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