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Abstrakt

MHC glykoproteiny jsou zasadni soucasti adaptivni imunity, navic mohou hréat roli i pfi volb¢ partnerti.
MHC geny jsou pak ze vSech znamych genti nejvariabilnéjsi. Z téchto diivodi jsou jiz né€kolik desitek
let objektem intenzivniho zajmu molekularnich ekologi. Vyzkum ale krom¢ extrémni variability
komplikuji také Casté duplikace. Zajimavym modelem se zda byt bobr evropsky. Na konci predminulého
stoleti prosel dramatickym bottleneckem, kdy po celém svété ptezilo pouze zhruba 1200 jedinci
v n€kolika izolovanych reliktnich populacich. Diky ¢etnym reintrodukcim se dnes bobfi s rozlicnym
puvodem potkévaji v nov€ ustavenych admixovanych populacich. Znalosti o MHC bobrii vSak byly
znacn€ omezené, byly znamy sekvence pouze z jednoho lokusu a n¢které reliktni populace nebyly viibec
prosekvenovany. Diky doplnéni o vzorky ze zbyvajicich reliktnich populaci a ptidani dalsiho lokusu
jsem potvrdil vyraznou redukci variability bobfich MHC genti a zaroven nalezl znamky pusobeni
selekce v minulosti. Déle jsem vySetfil situaci ve dvou nové ustavenych populacich. Potvrdil jsem zde
probihajici selekci, konkrétné poruseni cytonuklearni rovnovahy a vyhodu divergentnich alel (DAA).
Mame zde tedy unikatni moznost nahlédnout do riznych oken historie bobfich populaci: V minulosti
byla diverzita MHC formovana kombinaci pozitivni a balancujici selekce. B&hem nedavného
bottlenecku byla variabilita MHC vyrazné sniZzena pasobenim genetického driftu. V soucasnych

populacich hraje opét hlavni roli pfirodni vybér.
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Abstract

MHC glycoproteins are an essential part of adaptive immunity and may also play a role in mate choice.
In addition, MHC genes are the most variable of all known genes. For these reasons, they have been
intensively studied for several last decades. However, research is complicated due to extreme variability
and frequent duplications. The Eurasian beaver seems to serve as an interesting model. It underwent a
dramatic bottleneck culminating in the end of 19% century, when only about 1,200 individuals survived
in several isolated relic populations. Thanks to numerous reintroductions, beavers of various origin meet
in newly established populations. However, knowledge of beaver MHC was very limited. Only a single
MHC gene has been investigated in a detail, and some relic populations were not sampled. Utilising
additional relic populations and additional MHC locus, I verified a significant reduction of the variability
of beaver MHC genes and also found signs of selection in the past. Then I sequenced MHC loci in two
newly formed populations. I confirmed the ongoing selection by the disruption of cytonuclear
equilibrium and the advantage of divergent alleles. We therefore can have a unique insight into the
several periods of the history of beaver populations: In the past, MHC diversity was shaped by a
combination of positive and balancing selection. During the recent bottleneck, MHC variability was

significantly reduced by genetic drift. In current populations natural selection plays a leading role again.
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1. Uvod

1.1. MHC a jeho funkce

Glykoproteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC, ,,major histocompatibility complex*)
jsou zasadni pro adaptivni imunitu Celistnatych obratlovcl. Nazev MHC upomina na skute¢nost, Ze tento
komplex glykoproteini je velmi dilezity pii transplantacich tkani mezi jedinci. Velmi znamé
paradigma, Ze i nepfibuzni gepardi by si mohli navzajem darovat organy, vychazi pravé z nizké
variability jejich MHC genti (O’Brien ef al., 1985; Yuhki & O’Brien, 1990; Castro-Prieto et al., 2011).

MHC se déli do trech trid, nejcastéji jsou studované jsou MHC prvni a druhé tfidy. Dtlezitou a
nejvariabilnéjsi souc¢asti molekuly je tzv. vazebny zlabek, na néjz se vazou fragmenty peptidd, jez jsou
prezentovany T-bunécnym receptoruim (TCR). Molekuly MHC I jsou pfitomny na povrchu vSech bunck
obsahujicich jadro a prezentuji peptidy pochazejici z vnittku bunky cytotoxickym T-lymfocyttim.
Funkci MHC 11, jez se vétSinou nachazi pouze na povrchu tzv. antigen prezentujicich bungk, je
prezentovat exogenni peptidy pomocnym T-lymfocytim. Mechanismus prezentace antigent detailné
popisuji Neefjes et al. (2011).

Vysoka diverzita MHC umoziiuje svym nositelim rozpoznavat $irsi spektrum patogenti. MHC
geny jsou dokonce nejvice polymorfni ze vSech znamych gend, to je jednim z divodt jejich intenzivniho
vyzkumu. S nastupem molekularnich metod se MHC geny dostaly také do hledacku molekularnich
ekologti, ktefi sleduji jejich variabilitu a populacné-genetické procesy s nimi spojené v pfirodnich
populacich volné Zijicich druhti. MHC geny jsou tak jiz n¢kolik desitek let jednou z nejvyznamnéjsich
oblasti studia populacni genetiky. Piesto jsou naSe znalosti stile neuplné a nekteré otazky zlstavaji
nezodpovézeny. Neni napiiklad jasné, jak Castym jevem v evoluci MHC je kompromis mezi ochranou
pfed patogeny a dal§imi slozkami fitness, jako je napfiklad mira rizika vzniku autoimunitnich
onemocnéni. S tim Uzce souvisi otazka, zda selekce maximalizuje, nebo spiSe optimalizuje pocet a miru
divergence lokust a alel v genofondu populace, potazmo v genomu jedince. Dal$imi zajimavymi tématy
muze byt moznost udrzeni hodné odlisnych linii alel v genofondu pomoci vyhody divergentnich alel
(DAA) nebo vyznam geografické struktury populaci a lokélnich introgresi pti formovani polymorfismu

MHC (Radwan et al., 2020).

1.2. Mechanismy polymorfismu MHC

Zajimavou vlastnosti MHC gent je, Ze jsou formovany zarovein vlivem pozitivni a balancujici selekce,
ptestoze tyto dva procesy plsobi mnohdy protichidné. Pozitivni selekce se u MHC projevuje hlavné
vysokym pomérem nesynonymnich mutaci. Tato selekce preferuje nové vzniklé alely a obecné
pfijimanou hypotézou je, ze se jedna o produkt ,,zavod ve zbrojeni* mezi patogenem a hostitelem.
Experiment s Zivorodkami (Poecilia reticulata) toto potvrdil, kdyz zjistil vyhodu novych alel v obrané

proti parazitickému zabrohlistovi (Gyrodactylus turnbulli) (Phillips et al., 2018). Vysoké poméry

1



nesynonymnich mutaci jsou velmi neobvyklé, kromé MHC jsou dal§im znamym piikladem geny hrajici
roli v oplozeni (Swanson & Vacquier, 2002).

Kromé pozitivni selekce na nesynonymnich mistech v genech existuje také pozitivni selekce
pusobici na synonymni mutace. Pii takovychto mutacich se neméni sekvence aminokyselin
v proteinech, selekce tak musi pisobit pfimo na trovni sekvence mRNA. Cilem takovéto selekce miize
byt regulace splicingu nebo optimalizace stability molekuly mRNA, piipadné miry translace (Resch et
al., 2007; Faure et al., 2017; Savisaar & Hurst, 2018).

Pozitivni selekce ve své zakladni podobé€ by méla vést k rychlé divergenci mezi druhy a kratkym
casiim koalescence alel. U MHC geni vSak typicky vidime situaci naprosto opacnou. Alely MHC
pretrvavaji v genofondu delsi dobu, neZ by odpovidalo neutralnimu modelu. Casy koalescenci jsou tedy
znacn¢ hluboké a fylogenetické stromy MHC genti pak ¢asto nesouhlasi s fylogenetickym stromem
druhti. Tento jev je nazyvan mezidruhovym polymorfismem (TSP, ,,trans-species polymorfism®) a stava
se, ze nekteré alely jsou sdileny hned né€kolika piibuznymi druhy. Procesy, jez vedou k dlouhé
perzistenci alel, se souhrnné nazyvaji balancujici selekce.

Kromé TSP v dasledku balancujici selekce je druhym mechanismem sdileni alel sesterskymi
druhy, jez se také u MHC neztidka uplatituje, adaptivni introgrese jako nasledek mezidruhového kiizeni.
Casto udavanym piikladem adaptivni introgrese je MHC I alela HLA-B*73 v populaci modernich lidi,
o niz se predpokladalo, Ze pochazi z kiizeni s denisovany (Abi-Rached et al., 2011). Nov¢jsi vyzkumy
ale tuto hypotézu vyvraci (Yasukochi & Ohashi, 2017). Mimo ¢lovéka pak byla vysoka mira introgrese
MHC zjisténa naptiklad mezi dvéma druhy Colkd (Lissotriton spp.) v oblasti Karpat (Nadachowska-
Brzyska et al., 2012; Fijarczyk et al., 2018; Dudek et al., 2019) nebo u jestérek (Lacerta spp.) v Recku
(Sagonas et al., 2019). Obecné je obtizné rozlisit mezi adaptivni introgresi a dalSimi jevy, jako je
konvergence nebo ancestralni polymorfismus (Hedrick, 2013). Alely, jeZz se do genofondu dostaly
introgresi, jsou samoziejmé¢ v populaci nové, proto adaptivni introgrese izce souvisi 1 se selekei
upfednostiiujici nové alely.

Hlavni role v balancujici selekci na MHC se pfisuzuje patogenim. Uvazované mechanismy
takovéto selekce jsou selekce ve prospéch heterozygotdh (HA, ,heterozygote advantage*,
»overdominance®), negativné frekvencné zavisla selekce (NFDS, ,negative frequency-dependent
selection®, ,rare allele advantage) a selekce proménliva v Casu a/nebo prostoru (FS, ,.fluctuating
selection®). Téma bylo né€kolikrat zpracovano do ptfehledovych ¢lankd, velmi recentné je detailné
rozebiraji Radwan ef al. (2020), dfive se mechanismiim selekce na MHC detailné vénovali napiiklad
Spurgin & Richardson (2010) nebo Piertney & Oliver (2006).

HA pocita s tim, Ze imunitni systém heterozygott je schopen rozpoznat Sirsi spektrum patogenti
diky kodominanci MHC alel. Jednou z piekazek této teorie je fakt, ze po¢et MHC alel v jedinci muze
byt selekci spiSe optimalizovan nez maximalizovan. Jedinec nesouci pfili§ mnoho alel MHC muze byt
vystaven vét§imu riziku vzniku autoimunitnich onemocnéni nebo snizeni poctu T-lymfocyti (Woelfing

et al., 2009). Je otazkou, zda HA muze v genofondu udrzet tak velké mnozstvi alel, jaké je Casto
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nalézdno u MHC genti. Vysledky simulaci jsou protichidné (Borghans ef al, 2004; Siljestam &
Rueffler, 2018). Moznosti, jak by HA mohla udrzet MHC polymorfismus, by mohla byt tzv. ,divergent
allele advantage* (DAA) (Stefan et al., 2019). DAA je rozsifeni myslenky HA, jez pfedpoklada tim
vyssi fitness heterozygotl, ¢im odlisnégjsi jsou jejich alely (Wakeland et al., 1990).

Koncept NFDS vyzdvihuje roli koevoluce mezi patogenem a hostitelem. Parazité by se méli
nejlépe prizplisobit nejcastéjsim MHC alelam, ¢imz se tyto alely stdvaji nevyhodnymi a roste frekvence
puvodné vzacnych alel. Simulace ukéazaly, Ze balancujici selekce probihajici skrze NFDS je ve shod¢
s pozitivni selekci preferujici nové alely (Ejsmond & Radwan, 2015). Probihajici frekvencné zavislou
selekci je vSak téz8i najit nez HA. Navic neni jednoduché tyto dva procesy odlisit. Vzacné alely
s vysokou fitness svych nositeli by mohly byt pod vlivem NFDS, zaroven ale jsou vzacné alely
pritomny pievazné v heterozygotech, takze vysSsi fitness miize byt zplisobena HA. V rozporu
s mechanismem NFDS jsou vysledky studie zkoumajici vztah lepry a MHC alel v soucasnych a
sttedovekych lidskych populacich, ktera nenasla znamky pfizpisobeni ptivodce lepry Castym alelam
(Krause-Kyora et al., 2018).

FS je oproti obéma ptedchozim mechanismiim balancujici selekce novejsi a méné studovany
koncept. Predpoklada, ze v jednotlivych subpopulacich jednoho druhu se uplatituji rozdilné selekcni
tlaky v disledku rizného sloZzeni bioty patogenti. Nositelé stejného genotypu potom budou mit
rozdilnou fitness podle toho, v které ¢asti populace se nachazeji. Jednotlivé subpopulace se pak budou
lokaln¢ adaptovat na jedine¢né slozeni parazitli. Zastoupeni patogend v subpopulaci také mize kolisat
v Case. Péknym ptikladem mohou byt lokalni adaptace ryb, které shrnuji Eizaguirre & Lenz (2010).
Dalsim ptikladem je vrabec domaci (Passer domesticus), jehoz MHC alely mohou svym nositelim
poskytovat riznou ochranu proti malérii v zavislosti na tom, ve které populaci se nachazeji, u€inky
mohou byt i naprosto antagonistické (Loiseau et al., 2011)

Kromeé selekce ze strany patogent je u MHC znama také jejich role v pohlavnim vybéru. Toto
téma je také jiz dlouhou dobu intenzivné studované, avsak i zde zlstavaji nase znalosti netiplné. Z velké
¢asti jsou naptiklad nejasné mechanismy vnimani MHC alel. Je otazkou, jak Casto uplathovanym jevem
heterozygotniho potomstva, a je tedy Siroce studovanym konceptem. Jedinci si mohou svého partnera
vybirat bud’ tak, aby nesl co nejvice MHC alel, nebo tak, aby jejich alely byly navzajem co nejvice
odlisné. I zde ale, podobné jako u HA, mize byt cilem vybéru optimalizace, nikoli maximalizace
odli$nosti (Milinski, 2006). Vybér se nemusi nutné tykat pouze odlisSného pohlavi. Studie myvalt
(Procyon lotor) v Némecku tak tfeba ukazala, Ze samice si vybiraji samce s odlisSnymi MHC alelami,
ale navic star$i samci zakladaji koalice nepifibuznych jedincl, v nichz naopak preferuji samce
s podobnymi MHC alelami (Santos et al., 2017).

Rozsahla metaanalyza naptic¢ obratlovci zjistila, Ze samice si obecné vybiraji samce s velkym

vvvvvv

vvvvvv
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(Rhodeus ocellatus) (Agbali et al., 2010). U cloveka byla nalezena preference pro partnery s velkym
poctem MHC alel, naopak preference pro odlisnost na MHC nebyla nalezena (Winternitz et al., 2017).
Preference jak pro diverzitu, tak pro odlisnost MHC alel by méla napomahat balancujici selekci. Avsak
u strnadc (Melospiza melodia) byla popsana preference pro partnery naopak s podobnymi MHC
alelami, a presto jejich sekvence MHC vykazuji jasné znamky balancujici selekce (Slade et al., 2019).
Mechanismy vnimani genotypu MHC zlstavaji nejasné. Hlavnim zucastnénym smyslem je
s nejvetsi pravdépodobnosti ¢ich. Vnimanou latkou pak mtize byt bud’ pfimo molekula MHC, peptid
navazany na MHC nebo produkty mikrobiomu, jehoz slozeni se lisi podle MHC (Penn & Potts, 1998).
Receptory ve vomeronasalnim organu dokazou zachytit piimo peptidy MHC I (Leinders-Zufall et al.,
2004). Studie na netopyrech (Saccopteryx bilineata) a myvalech ukazaly, Ze pti volbé partnera podle
MHC hraji vyznamnou roli chemosenzorické receptory TAAR (,,trace amine-associated receptor) a

¢ichové receptory (Santos et al., 2016, 2018).

1.3. MHC béhem bottlenecku
Dlouho nebylo jasné, co se d¢je s diverzitou MHC pfi ochuzeni genofondu vlivem vyrazného snizeni
populace (efekt hrdla lahve, bottleneck). Teoreticky jsou mozné tfi varianty: (1) diverzita MHC bude
bottleneckem zasaZzena méné nez diverzita neutralnich lokusi diky selekci udrzujici polymorfismus; (2)
MHC bude bottleneckem ovlivnéno ve stejné miie jako neutrdlni markery, protoZze v malé populaci
prevladne drift a selekce nebude hrat roli; (3) selekce béhem bottlenecku snizi variabilitu na MHC jeste
vice nez na neutralnich lokusech. Diive ptevladal nazor, Ze nejpravdépodobnéjsi jsou prvni dve
moznosti. Avsak simulace naznacily, ze spravna je spiSe kontraintuitivni teti varianta (Ejsmond &
Radwan, 2011). Tuto skute¢nost kratce nato potvrdila také metaanalyza Suttonové (2011). Od té doby
klesl pocet nové publikovanych studii, jez by podporovaly plivodné uvazovanou moznost, tedy
zachovani vyssi miry polymorfismu u MHC markerti v populacich zasazenych bottleneckem, ovsem i
takové se najdou. Napiiklad u ostrovni populace hryzct (Arvicola terrestris) vykazoval MHC marker
po nékolik sledovanych generaci nadbytek heterozygotd, takze nejspis§ i béhem snizeni velikosti
populace HA udrzovala polymorfismus MHC (Oliver & Piertney, 2012). U hrabose (Microtus arvalis)
v Case silné kolisaji velikosti populaci, piesto MHC ziistava zna¢né polymorfni (Schuster et al., 2016).
U fundula (Fundulus julisia), ohrozené severoamerické ryby, také zlstala diverzita MHC vétsi nez na
mikrosatelitovych markerech (Hurt ef al., 2019). Taktéz rys ibersky (Lynx pardinus), jehoz geneticka
variabilita je vlivem bottlenecku velmi vyrazné ochuzena, si zachoval vétSinu své funk¢ni variability na
lokusech MHC (Marmesat et al., 2017).

Je otazkou, zda redukce variability na MHC vyznamné snizuje Zivotaschopnost populace. Lze
najit dost piipadl, kdy populace tispésné preziva nasledky bottlenecku. Na druhou stranu, pokud by
populace v disledku redukce variability MHC vymfela, jen téZko by to mohla néjaka studie zachytit

(Radwan et al., 2010). S redukovanym polymorfismem MHC lokusti uspésné piezivaji napiiklad
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populace geparda (Acinonyx jubatus) (Castro-Prieto et al., 2011), svisté horského (Marmota marmota)
(Kuduk et al., 2012) ¢i sysla perlickového (Spermophilus suslicus) (Biedrzycka & Radwan, 2008) i
obecného (8. citellus) (Ri¢anova et al., 2011). Pii bottlenecku miize byt pro druhy vyhodné mit
zmnozené lokusy MHC genii. Napiiklad kriticky ohrozeny skiivan kapverdsky (Alauda razae) ma
znaéné redukovanou genetickou variabilitu, ale zachovava si v genofondu vétsi mnozstvi MHC alel diky
neékolikanasobné zmnozenym lokusiim (Stervander et al., 2020). Redukce genetické diverzity véetné
MHC je dolozena také u invaznich druhi, kde ocividné nebrani expanzi populace. Opét se ale muze
jednat o vzacné piipady, neispéSnou invazi je mnohem t&€z$i zachytit nez usp€snou. V evropskych
populacich ondatry pizmové nebyl na mitochondridlnim markeru nalezen zadny polymorfismus a
situace u MHC bude nejspiSe velmi podobna (Zachos et al., 2007). V invazni populaci myvala severniho
v Evropé¢ je oproti pivodnim populacim snizen pocet MHC alel, ale poc¢et MHC supertypti byl vyssi,
nez predpokladal neutralni model (Biedrzycka et al., 2020a). O MHC myvalll v Evropé byly recentné
publikovany také dalsi studie (Santos et al., 2017, 2018; Biedrzycka et al., 2020b).

1.4. Metody detekce probihajici selekce na MHC

Zatimco pozitivni selekce v minulosti se da snadno prokazat pomérem nesynonymnich mutaci a na
balancujici selekci v minulosti ukazou hluboké Casy koalescence, rozpoznat z molekularnich dat
Richardson (2010) nebo Bernatchez & Landry (2003).

HA a NFDS se projevi nadbytkem heterozygotli oproti neutrdlnimu modelu. Odchylky
v heterozygotnosti byly tradi¢né testovany Ewensovym-Wattersonovym testem (Watterson, 1977) nebo
z n&j odvozenym Slatkinovym P (Slatkin, 1994). Timto postupem byly zkoumany napiiklad populace
lososa obecného (Landry & Bernatchez, 2002), nicméné zda se, ze posledni dobou jsou tyto metody
spiSe na ustupu.

HA by se méla projevit v mensi strukturovanosti napfi¢ populacemi u selektovanych markerd,
u NFDS je efekt nejasny (Schierup et al., 2000), FS by méla zvySovat strukturovanost populace
(Charlesworth et al., 1997). Tyto efekty se daji testovat porovnanim variability MHC a neutralnich
markerti pomoci parovych Fst (analyza Fsr outliers) nebo ,,isolation by distance” (IBD). V piipad¢, ze
pii rizném skalovani populaci pfevladnou rtizné procesy, lze pouzit hierarchickou analyzu molekularni
variance (AMOVA). Struktura populaci byla hezky vysetfena napiiklad u rosomakt (Gulo gulo) (Rico
et al., 2015), Colkd (Triturus carnifex) (Talarico et al., 2019) nebo syslu perlickovych (Biedrzycka &
Radwan, 2008).

Kitizeni geneticky vzdalenych populaci nebo dokonce druhti v ptfirod¢ miize byt také vhodnou
prilezitosti k vyzkumu selekce na MHC. Kromé vyse zminéné adaptivni introgrese lze pouzit tzv.
»admixture analyzu®“. Diky té muizeme identifikovat miru prokiiZzenosti a ptivod jednotlivych casti
genomu. Mizeme pak srovnavat frekvence alel MHC a neutralnich lokusti z riznych zdrojovych

populaci (Tang et al., 2006, 2007).



Selekci ze strany patogeni lze samoziejmé ovetit pomoci studia vztahu paraziti a genotypu
jejich hostitelti. Asociace jednotlivych alel s konkrétnimi patogeny znaci plisobeni NFDS nebo FS
(Spurgin & Richardson, 2010), pomoci vztahu s uritymi genotypy lze také zaznamenat HA ¢i DAA.
Casté je vySetfeni parazitd v travici soustavé nebo v krvi. V posledni dobé rychle roste pocet
publikovanych studii zabyvajicich se pravé vztahy MHC gentl a paraziti. Velka diverzita MHC alel
chrani rakosniky prouzkované (Acrocephalus schoenobaenus) pted ptaci malarii (Biedrzycka et al.,
2018), podobny vztah byl nalezen u hlistic a nornika rudého (Clethrionomys glareolus) (Kloch et al.,
2010) nebo virt a skokana ¢ernoskvrnného (Pelophylax nigromaculatus) (Wang et al., 2017). U
hlodavcii pozitivné koreluje variabilita alel MHC s diverzitou helminti nalézanych v jednotlivych
druzich (Goiiy De Bellocq et al., 2008). Ruzna vnimavost konkrétnich MHC alel vic¢i motolicim a
tasemnicim byla prokazana u myvali v Evropé¢ (Biedrzycka et al., 2020b). Vztah genotypu MHC a
imunity nemusi byt ale viibec jednoduchy. Naptiklad u vrabce domaciho byla nalezena alela MHC 1,
jejiz nositelé jsou nadprimérné chranéni pied jednou linii malarie, zaroven je vsak tato alela asociovana
s vyss$i prevalenci jiné malarie (Loiseau et al., 2008).

Krom¢ piimé asociace s parazity lze selek¢éni vyhodu riiznych genotypti zkoumat také dalSimi
zpusoby, napiiklad korelaci MHC genotypt s fyzickou kondici, imunokompetenci, prezivanim ci
reprodukénim uspéchem. Vysledky jsou vsak ponékud rozporuplné, jak Ize demonstrovat na
nasledujicich ptikladech. U jelenci béloocasych (Odocoileus virginianus) jsou nejvetsi samci se stiedné
divergentnimi alelami, kdeZto velikost parozi roste linearné s divergenci alel (Ivy-Israel et al., 2021).
Hmotnost kozorozct horskych (Capra ibex) roste s jejich heterozygotnosti na MHC (Brambilla et al.,
2018). Geneticka variabilita na MHC zfejmé nema velky efekt na imunokompetenci ¢i fyzickou kondici
u sovy palené (Tyto alba) (Gaigher et al., 2019). Nebyl nalezen vztah mezi diverzitou MHC a schopnosti
imunitni odpovédi leukocytti (LCC) u jezevcl (Meles meles) (Sin et al., 2016). Jednotlivé alely tetfivka
prériového (Tympanuchus cupido attwateri) se 1isi v délce prezivani svych nositeld (Bateson et al.,
2016). Je zvlastni, Ze sobi (Rangifer tarandus) s vice divergentnimi MHC alelami se v priiméru dozivaji
nizsiho véku (Gagnon et al., 2020). Samci makakl (Macaca mulatta) heterozygotni na MHC maji vice
mlad’at nez homozygoti (Sauermann et al., 2001).

Pii vyzkumu vlivu MHC na vybér partnera se testuji statistiky, jako je pocet alel, jimiz se
vybirany partner lisi od vybirajiciho, nebo pocet alel vybirané¢ho partnera (Santos et al., 2016). Kromé
genotypovani rodiCovskych part v ptfirod€ lze provést také experimenty s preferenci potencidlniho
partnera podle ¢ichu ¢i vzhledu (Yamazaki & Beauchamp, 2007; Winternitz et al., 2017).

Detekci selekéni vyhody riiznych genotypt komplikuji kromé malych velikosti efektl zejména
velky pocet alel ¢i mezidruhové polymorfismy. Velkym problémem mohou byt ¢asto i mnohonasobné
duplikace lokust, kdy byva problém vibec urcit pocet amplifikovanych lokusi, natoz pak k nim pfiradit
jednotlivé alely. Tyto problémy uspokojivé nevyiesilo ani zavedeni metod sekvenovani nové generace

(Babik, 2010; Lighten et al., 2014; Rekdal et al., 2018).



Jako potencidlné velmi zajimavy model pfi studiu MHC se mi z nésledujicich dtivodt jevi bobr
evropsky (Castor fiber):

1) Lokusy MHC ziejmé nejsou duplikované, dosavadni znalosti piedpovidaji nizky pocet alel.

2) Druh pftezil v nekolika geneticky vzdalenych populacich, kde se fixovaly alternativni MHC
alely. V nové zalozenych populacich se pak potkavaji jedinci s riznym ptivodem coz do urcité
miry pfipomind kfiZzeni inbrednich kment pii laboratornich experimentech.

3) Jsou dobfe odladény postupy pro genotypovani neutralnich markerd. K dispozici jsou vzorky

DNA ze zdrojovych i nove zalozenych populaci.

1.5. Historie a genetika bobiich populaci

“ey

Rod bobr obsahuje dva Zijici druhy, bobr Tab.1 Seznam reliktnich populaci a nazvy z nich

evropsky Zije v Eurasii, bobr kanadsky  popsanych poddruhti bobra evropského.

(C. canadensis) je plvodni v Severni reliktni populace popsany poddruh
Americe, druhotné byl vysazen a Zije  Rhona (Francie) C. f galliae

v Patagonii (Lizarralde er al, 2004), na  Tabe (N&mecko) C. 1. albicus

Dalném vychodé (Oleinikov, 2013) a ve  Telemark (Norsko) C. f. fiber

Finsku a pfilehlych ¢astech Ruska (Halley ez Bglorusko (rtizna povodi) | C. f. belorussicus

al., 2020). PfestoZe se tyto druhy odd¢lily jiz ~ voron&z (Rusko) C. 1. orientoeuropaeus
pied vice nez sedmi miliony let (Horn et al., Konda, Sosva (Rusko) C. f. pohlei

2011), jsou si oba velmi podobné. Navzajem Azas (Rusko) C. f tuvinicus

se nekfizi, lisi se totiz v poctu chromozomi  Buylgan gol (Mongolsko) | C. £ birulai

(Ward et al., 1991).

Bobr evropsky diive obyval vétSinu Eurasie. Posledni dobu ledovou pfezil minimalné ve tfech
izolovanych refugiich, znichz dvé se odrazily ve dvou klastrech mitochondridlnich haplotypl
v soucasnych populacich (tzv. zapadni a vychodni linie). Tteti refugium v delté¢ Dunaje nema zastoupeni
mitochondrialni DNA u Zijicich bobrt (Durka et al., 2005; Horn et al., 2014; Marr et al., 2018). Béhem
novoveku stavy bobrl poklesly natolik, Ze na konci devatenactého stoleti piezilo po celém svéte pouze
zhruba 1200 jedincti v osmi izolovanych populacich (tzv. reliktni populace). VSechny tyto populace
byly popsany jako samostatné poddruhy (viz Tab.1). Toto rozdéleni ziejmé neni uplné spravné, nebot’
rozdily mezi jednotlivymi populacemi nevznikaly lokalni adaptaci, nybrz spiSe driftem, nicméné
pouzivani téchto poddruhti jako nazvi reliktnich populaci je v literatufe hluboce zakotfenéno (Senn et
al., 2014). Diky pravni ochran¢ a taky Castym reintrodukcim zacaly stavy bobri stoupat a soucasna
velikost populace ¢ini minimalné jeden a pdl milionu jedincl. Bobr tedy béhem sta let ztisicinasobil
velikost své populace a obyva jiz znanou ¢ast svého ptivodniho aredlu (Nolet & Rosell, 1998; Halley
& Rosell, 2002, 2003; Halley et al., 2012, 2020).

Tato dramatickd fluktuace populace vSak meéla dusledek ve vyrazném snizeni genetické
variability, které bylo zaznamenano na mitochondrialnich, neutralnich jadernych i MHC markerech.

V jednotlivych reliktnich populacich se vyskytuje pouze velmi malé mnozstvi mitochondrialnich
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haplotypt, jez navic nejsou sdileny napfic¢ témito populacemi (Durka et al., 2005; Senn et al., 2014).
Také na jadernych markerech (mikrosatelity a SNPs) jsou navzajem dobte odliSeny (Albrechtova, 2011;
Senn et al., 2014; Munclinger ef al., in prep.). Diky reintrodukcim se v nove€ vzniklych populacich misi
genomy reliktnich populaci a geneticka variabilita je zde vys$i (Horn et al., 2010; Albrechtova, 2011;
Kropf et al., 2013; Biedrzycka et al., 2014; Frosch et al., 2014; Senn et al., 2014; Minnig et al., 2016;
Ernst et al., 2017; Mai et al., 2018; Iso-Touru et al., 2020; Munclinger et al., in prep.). Vysledky
genetickych studii v bobfich populacich podrobné shrnuji ve své bakalatské praci (Nahlovsky, 2019).

I pfes vyraznou redukci genetické variability dokazali bobfi provést naprosto fenomenalni
navrat. Proto mize byt velmi zajimavé vysetfit situaci na jejich MHC genech, jez mohou byt lepSim
prediktorem Zivotaschopnosti populaci nez celkova geneticka variabilita, prestoze vysledky studii
nejsou uplné jednoznaéné (Radwan et al., 2010; Bateson et al., 2016; Manlik ef al., 2019). Vysledky
vyzkumu MHC u bobrl jsou v dobré shod¢ s ostatnimi pouzivanymi markery vtom smyslu, Ze
variabilita uvnitt reliktnich populaci je velmi nizka. Znalosti jsou ale velmi omezené, napiiklad kvili
omezené dostupnosti vzorkll z nékterych reliktnich populaci.

Ellegren et al. (1993) provedli analyzu délky restrik¢énich fragmenti u MHC I a MHC II (lokusy
DQA, DQB, DRB a DPB) u vzorkil z populaci ze Svédska, Norska a Ruska z okoli Kirova. Ruska a
skandinavské populace se navzajem pouze nevyrazné lisily, uvnitf populaci pak nebyla nalezena zadna
variabilita.

Ve studii Babika et al. (2005) byl sekvenovan fragment druhého exonu MHC II genu DRB ve
vzorcich reprezentujicich jednotlivé reliktni populace. Ukazalo se, Ze bobfi maji v genomu jen jeden
lokus studovaného genu, ale primery navic nékdy amplifikovaly také dva pseudogeny. Bylo nalezeno
celkem deset alel. Pouze populace ze zapadni Sibite (C. f. pohlei) vykazovala polymorfismus (Ctyfi
alely), ostatni populace mély po jedné alele. Ty nebyly navzajem sdileny napti¢ populacemi a
vykazovaly znamky pusobeni pozitivni i balancujici selekce v minulosti. Nebyly vsak vySetieny vzorky
z vychodoevropskych populaci (C. f- belorussicus a C. f. orientoeuropaeus), namisto nich byly pouzity
vzorky ptivodem z polské populace, o niz se predpokladalo, Ze je zaloZzena z téchto dvou poddruht.

Ptesto i tam byla nalezena pouze jedna alela.

1.6. Paraziti bobri

Nizka diverzita MHC by tedy mohla snizit Sanci bobrii ubranit se riznym patogentim. Pfitomnost
parazitd byla zkoumana v riznych populacich napfic Evropou, intenzivni vyzkum byl proveden v ramci
navratu bobrt do Velké Britanie véetné detailni analyzy rizik (Girling et al., 2019). Z ektoparazitd byl
ve Velké Britanii nalezen pouze blechac bobii (Platypsyllus castoris), brouk Zijici v bobii srsti, ktery
nejspis nema velky vliv na zdravi svého hostitele (Duff et al., 2013; Goodman et al., 2017; Campbell-
Palmer et al., 2021). Dal§imi druhové specifickymi parazity jsou motolice Stichorchis subtriquetrus,
hojné¢ nalézand v rliznych bobfich populacich napii¢ Evropou (Girling et al., 2019), a hlistice

Travassosius rufus, jez je také popsana z n¢kolika populaci (Goodman et al., 2012; Demiaszkiewicz et
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al., 2014; Ahlen et al., 2021; Bystrianska et al., 2021). Tteti druhové specificky parazit, motolice
Psilotrema castoris byl recentné nalezen v polské bobii populaci (Demiaszkiewicz et al., 2014).
Z Polska je také popsan trudnik Demodex castoris, Zijici v bobii kuzi (Izdebska et al., 2016). Nedavno
také bylo popsano velké mnozstvi druhli zédkozkovel rodu Schizocarpus asociovanych s bobry
(Bochkov & Dubinina, 2011; Bochkov, 2012; Bochkov & Saveljev, 2012; Bochkov et al., 2012).

Bobii mohou byt také rezervoarem nebezpecnych zoono6z. Byl u nich potvrzen naptiklad vyskyt
méchozila bublinatého (Echinococcus multilocularis) (Janovsky et al., 2002; Campbell-Palmer et al.,
2015; Posautz et al, 2015) nebo méchozila zhoubného (E. granulosus) (Drozdz et al., 2004;
Demiaszkiewicz et al., 2014). Lamblie (Giardia) byly nalezeny u bobrai evropskych v ZOO Ceng-Cou
(Lietal.,2015) a také ve volné zijicich populacich (Sroka et al., 2015; Bystrianska ef al., 2021). Hlavné
u bobra kanadského mtizou byt prevalence lamblii zna¢né vysoké (Heitman ef al., 2002), a giardiéza
dokonce nese v anglictiné nazev ,beaver feaver. Z patogennich bakterii byla u bobr evropskych
nalezena naptiklad Escherichia coli, Franciscella tularensis, Leptospira, Mycobacterium avium,
Salmonella nebo Yersinia enterocolitica (detailné shrnuje Girling et al., 2019).

Bobfti ve Velké Britanii se zdaji byt vesmés v dobré kondici a bylo u nich nalezeno jen mélo
patogenti (Campbell-Palmer et al., 2021). Naproti tomu Demiaszkiewicz et al. (2014), Ahlen et al.
(2021) a Bystrianska et al. (2021) nasli pomérné vysoké prevalence helmintti a Stefenova (2019)
oznacila nemoci za jednu z nejcasté&jSich piic¢in umrti bobrti v Némecku. O situaci v ¢eskych populacich
nebylo publikovano mnoho informaci. Koubkova et al. (2002) nalezli 34 jedinct Stichorchis
subtriquetrus ve stievech jednoho bobra z jizni Moravy. Studie Méacy et al. (2015) vysSetiila pfitomnost
paraziti u jedenacti bobril z jizni Moravy, ze Sumavy a z Labe. Byla zji§téna vysoka prevalence
S. subtriquetrus, jini parazité nebyli nalezeni. Sedlak et al. (2018) zkoumali pfitomnost protilatek na 11
riznych patogend celkem u 72 bobri. Byly nalezeny pomérné vysoké prevalence protilatek proti
prvokim Toxoplasma gondii a Neospora caninum. Vzacné se vyskytovaly protilatky také proti

patogennim bakteriim Leptospira spp. a Francisella tularensis.

1.7. Populace bobra v Cesku

V moderni dobé se bobti v Cesku poprvé objevili v sedmdesatych letech minulého stoleti, prvni stabilni
populace se u nas zadaly formovat v devadesatych letech. Ceské bobii populace maji pét zdroji: Do
zédpadnich Cech expandovali potomci nové ustavené populace, jez vznikla diky reintrodukénim
programim v Bavorsku. Bobfi z této populace se jiz dostali az do Prahy (Korbelova et al., 2016). Po
Labi se z Némecka $ifi ptvodni reliktni populace C. f. albicus. Kontaktni zoéna mezi témito dvéma
populacemi se ustanovila nedaleko Prahy (Vorel, 2020). Na soutoku Moravy a Dyje se jiz na poc¢atku
devadesatych let souvisle vyskytovali bobfi piivodem z rakouské reintrodukované populace. Po fece
Odie k nam migrovali jedinci z polskych, taktéz reintrodukovanych populaci. Na stfedni Moravé byli
v devadesatych letech vypusténi bobti piivodem z Polska a Litvy. V soucasnosti na Moravé existuje

jedna souvisla populace (Safat, 2002; Vorel et al., 2012).
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1.8. Cile této prace
V moji diplomové praci jsem se zamétil na doplnéni znalosti variability MHC v reliktnich populacich
bobra evropského a dale jsem vysetfil situaci na MHC genech ve dvou Ceskych nové ustavenych
populacich.

Cilem mé préce bylo:

1) Ovefit, zda byla diverzita bobfich MHC genli v minulosti formovana pozitivni a
balancujici selekci. Za timto Gcelem jsem provedl nekolik klasickych testi selekce a
zkonstruoval jsem haplotypové sité a fylogenetické stromy studovanych lokusi.

2) Potvrdit (nebo vyvratit) nizky pocet MHC alel v genofondu bobra evropského vlivem
nedavného dramatického bottlenecku. Osekvenoval jsem lokus DRB u vzorku z dfive
nestudovanych reliktnich populaci a ptidal jsem dalsi MHC lokus (DQA).

3) Vysetfit situaci na MHC lokusech v nové zalozenych populacich a pokusit se zde
detekovat selekci probihajici v soucasnosti. Zkoumal jsem frekvence jednotlivych
genotyp MHC a porovnaval situaci na MHC a neutralnich mitochondrialnich i

jadernych markerech.
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2. Material a metodika

2.1. Vzorky
DNA bobrt z reliktnich populaci jsem mél k dispozici v laboratofi Skolitele diky mezinarodnim
spolupracim s dr. Walterem Durkou a dr. Alexandrem P. Saveljevem. Dale jsem mél k dispozici pét
vzorki DNA bobra kanadského: dva vzorky pochazejici ze ZOO Brno, dalsi dva od dr. Durky a jeden
od dr. Saveljeva z bobii farmy ve Voronézi.

Vzorky DNA ¢eskych bobrl pochézeji z odchytl provadénych pravidelné jiz fadu let tymem dr.
Alese Vorla z Ceské zemé&délské univerzity. Bobfi z &eskych admixovanych populaci byli odchyceni
v letech 2004 az 2019. MHC lokusy jsem sekvenoval pouze u dospélych a subadultnich jedincu,
mikrosatelity jsem genotypoval i u mlad’at, abych 1épe popsal strukturu populaci. Vzorky se daji dobie
odlisit do i populaci: zapadni Cechy (plus Bavorsko), jizni Morava a mensi populace na dolni Vltavé,
ktera vznikla recentnim kontaktem zapadoceské a reliktni labské populace. Jihomoravska populace je
velmi kompaktni, naopak vzorky ze zapadocCeské populace pochazeji ze $irsi geografické oblasti, proto
jsem ji pro potieby nékterych analyz rozd¢€lil na Sest mensich subpopulaci: BAV —povodi Naabu a okoli
jeho soutoku s Dunaji; CL — povodi Katefinského potoka v Ceském lese, jenZ se jako Pfreimd vIéva do
Naabu; RAD — povodi Radbuzy;
PLZ — povodi Berounky od Plzn¢
po CHKO Kitivoklatsko; SSU —
Uhlava, Kfemelna a Regen; JSU —
povodi Dunaje kolem Pasova
vcetné tfeky Illz a dva vzorky
zhomi Vltavy. Vzorky ze
zapadoCeské populace nejsou

bohuzel rozloZzeny rovnomerng,

vétSina  vzorkh  spadd  do
subpopulace v Ceském lese (CL)
(Obr.1).

Cast vzorkd jiz byla difve

o Ceské
= JSU Budéjovic
o
pouzita v pfedchozi diplomové
praci (Albrechtova, 2011), ktera
se zabyvala charakterizaci bobtich

populaci pomoci mitochondrialni

Obr.1 Rozmisténi vzorkd v ramci zapadoceské a vitavské
populace. Nazvy subpopulaci viz text. Vytvofeno pies Google
Maps.

DNA a mikrosatelitovych lokusi.
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2.2. Design primeri

Primery pro fragment DRB pouzité v praci Babika et al. (2005) (JS1, JS2; Schad et al. (2004)) obcas
amplifikovaly pseudogeny, proto jsem se rozhodl navrhnout nové. V databazi Ensembl (Yates et al.,
2020) jsem nasel sekvenci druhého exonu DRB bobra kanadského a zkopiroval ji i s 200 bp dlouhym
usekem intronu na obou koncich sekvence. Primery jsem designoval pomoci Primer Blast (Ye et al.,
2012) tak, aby primery nasedaly prave v intronech. Vysledny par vypadal takto:

>drbLF >drbLR

GACGCCATCATGTGACGGTAG CAAAATCCCGTTACCTCAGGACACT

délka produktu: 522 bp.

Jako druhy studovany MHC lokus jsem vybral druhy exon genu DQA. Pii navrhovani primerti
pro tento lokus jsem postupoval obdobné jako u DRB. ProtoZe druhy exon DQA je pomémé kratky (249
bp), hledal jsem primery v 250 bp dlouhych tsecich intronti ptiléhajicich k exonu. Forward primer lezi
na zacatku exonu, reverse primer v intronu.
>dqaSF >dgaSR
ACCATGTTGCCTCCTATGGCA GGCTTGGGATGAAGGGATAGAC
délka produktu: 301 bp.

Kromé téchto dvou dvojic jsem vyzkousel pro kazdy gen jesté jeden dal$i par primert. Ty vSak
kromé zkoumanych sekvenci amplifikovaly také dalsi nespecifické fragmenty, proto jsem je rutinné
k sekvenovani nepouzival.
>drbSF >drbSR
CAGCACGTTTCTTGGAGGAAG TTCCTTTACACTCAGCCTGG
délka produktu: 313 bp

>dqalLF >dqaLR
ACTGGACAACTCCAAGACCA AGGAGATTGGGGACTCCTTGG
délka produktu: 567 bp.

2.3. Sekvenace
PCR obou jadernych genti (DRB i DQA) jsem provadél v objemech 10 pl. SloZeni reakce bylo
nasledovné: 5 ul PPP Master Mix (2x), 1 pl forward primeru (10pM), 1 pl reverse primeru (10uM), 2 pl
vody, 1 ul templatové DNA (koncentrace neznama). Pokud amplifikovany usek nebyl detekovatelny
elektroforézou, zopakoval jsem reakci s desetkrat ziedénou templatovou DNA.

U casti vzorkli osekvenovali fragment kontrolni oblasti (CR) mitochondrialni DNA v ramci
svjch  projektt  nasi  kolegové zCZU. Byly pouzity  primery  Thr-L15926
(CAATTCCCCGGTCTTGTAAACC) a DL-H16340 (CCTGAAGTAGGAACCAGATG) (Vila et al.,
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1999), jez se bézné uzivaji v genetickych studiich na bobrech. U zbylych vzorkil jsem amplifikaci
provadél v objemu 10 pl s nasledujicimi slozkami: 5 pl PPP Master Mix (2x), 0,6 pl forward primer
(10uM), 0,6 pl reverse primer (10uM), 2,8 ul vody, 1 pl templatové DNA (koncentrace neznama).
ProtoZze nékteré vzorky mohly byt mén¢ kvalitni, rozhodl jsem se pouZzivat touchdown PCR pro
zvyseni specificity. PCR jadernych gent a kontrolni oblasti mtDNA jsem provadél v cycleru Eppendorf

(Mastercycler ep gradient nebo Mastercycler nexus gradient). Programy na amplifikaci byly tyto:

DRB DQA CR
teplota (°C) | Cas teplota (°C) das teplota (°C) Cas
94 3 min 94 3 min 94 4 min
94 30s | 10x 94 30s | 10x 94 30s | 10x
65| -1°Clc. | 30s 68 | -1°Clc. |30s 63 | -1°Clc. | 30s
72 31s 72 30s 72 31s
94 30s | 25x 94 30s | 20x 94 30s | 25x
55 30s 58 30s 53 30s
72 31s 72 30s 72 31s
72 3 min 72 3 min 72 1 min
12 0 12 00 4 10s
12 00

Po PCR jsem vzorky zkontroloval na elektroforéze. Na gel z dvouprocentni agardzy jsem nanesl
4 ul z reakce a nechal bézet dvacet minut v TBE pufru pfi 140 V. Nasledn¢ jsem v transiluminatoru
zkontroloval pfitomnost zkoumaného fragmentu. Kdyz PCR zdarn€ probéhla, ptecistil jsem DNA tak,
ze jsem k reakci ptidal 0,5 pl exonukleazy I a 1 pl fosfatdzy FastAP a inkuboval v cycleru (Bio-Rad)
15 minut pii 37 °C a nasledné 15 minut pti 80 °C. Sekvenaci provadéla Laboratof sekvenace DNA
PiF UK. Sekvenaéni reakci jsem namichal z 5,5 ul vody, 0,5 pl reverse primeru (10uM) a 2 ul DNA
z PCR reakce.

Chromatogramy ze sekvenaci jsem wupravil vprogramu CodonCode Aligner
(https://www.codoncode.com), pfipadné¢ Geneious Prime (https://www.geneious.com). Odstranil jsem
nekvalitni sekvence, ofezal primery a vysetfil ptipadné heterozygotni pozice. V ptipadé nejasnosti jsem
produkt nechal osekvenovat v druhém sméru, piipadné jsem zopakoval PCR. Genotypy jsem rozd¢lil
na jednotlivé sekvence pomoci kombinace programi SeqPHASE (Flot, 2010) a PHASE v2.1.1
(Stephens et al., 2001; Stephens & Scheet, 2005) .

2.4. Genotypovani mikrosateliti
Mikrosatelitové lokusy jsem genotypoval pomoci sady dvanacti fluorescencné znacenych parti primert

v multiplex PCR. Lokusy byly navrZeny pro bobra kanadského a metoda byla v nasi laboratoti odladéna
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béhem ptedchozi diplomové prace (Albrechtova, 2011), podle které jsem postupoval pfi piiprave reakci.
U vzorki, kde se nepodafilo amplifikovat vSechny lokusy, byly problémové amplifikovany
v samostatnych reakcich. Fragmentacni analyzu provadéla opét Laboratof sekvenace DNA PiF UK.
Vysledky fragmentacni analyzy  jsem zpracoval Vv programu GeneMarker v1.90

(https://softgenetics.com). Jeden lokus (Cca76) vysel monomorfni, a z analyz jsem ho proto vytadil.

2.5. Detekce selekce v minulosti

Alely DRB bobra evropského jsem testoval na intralokusovou rekombinaci za pouziti téchto metod
implementovanych v programu RDP v.4.101 (Martin et al., 2015): SisScan, Bootscan (velikost okna 30,
velikost kroku 3), RDP, GENECONYV (vychozi nastaveni), MaxChi, Chimaera (pocet variabilnich mist
10) s pouzitim Bonferroniho korekce.

Pro vysSetfeni pozitivni selekce v minulosti jsem pro sekvence druhého exonu DRB spocital
jednostranny Z-test zalozeny na poméru synonymnich a nesynonymnich mutaci, jenz je
implementovany v programu MEGA-X (Kumar et al, 2018). Analyzu jsem provedl celkové 12x:
véetné/bez sekvenci bobra kanadského, pro celé sekvence / pouze pro ABS / pouze non-ABS, pomoci
Neiho-Gojoboriho (s Jukesovou-Cantorovou korekci) / Kumarovy metody. Pro odhad rozptylu bylo
pouzito 9999 bootstrapt.

Pozitivni selekci na jednotlivych kodonech jsem hledal pomoci metod FEL, FUBAR a MEME
pies server Datamonkey (Weaver et al., 2018). Analyzy jsem opakoval dvakrat, poprvé bez sekvenci
bobra kanadského, podruhé¢ s nimi.

Exon DRB jsem testoval na ptitomnost selekce pomoci McDonaldova-Kreitmanova (MK) testu
(McDonald & Kreitman, 1991; Egea et al., 2008), jez se obvykle pouziva na testovani vlivu pozitivni
selekce, ale miize odhalit také balancujici selekci. Porovnal jsem synonymni a nesynonymni mutace
v sekvencich sesterskych druhil bobra evropského a bobra kanadského. Je ale tieba mit na paméti, ze
vysledek MK testu mize byt ovlivnén recentnim bottleneckem populaci bobra evropského.

V programu PopART (Leigh & Bryant, 2015) jsem vytvofil sité alel fragmenti DRB a DQA
metodou median joining. Obrazky jsem nasledn¢ upravil v programu Inkscape (https://inkscape.org).

Vytvoril jsem tii fylogenetické stromy: konkatenat obou MHC lokusti, pouze druhy exon DRB
a CR mtDNA. Konkatenovat MHC lokusy jsem si mohl dovolit diky jejich velmi té€sné blizkosti, kdy
jsem v zadné populaci nenasel rekombinaci, a diky tomu, Ze vzorky kanadskych bobra byly monomorfni
pro DQA. Pro strom mitochondrialni DNA jsem pouzil v§echny znamé haplotypy kontrolni oblasti, jak
jsem je zrevidoval ve své bakalarské praci (Nahlovsky, 2019). Pro konkatenat MHC lokust jsem jako
outgroup nastavil sekvence kanadskych bobrt, stejné tak pro CR. U druhého exonu DRB jsem do
analyzy jako outgroup ptidal tii sekvence riznych poddruhii druhtt mysi domaci, jez jsem stdhnul z
databaze GenBank (Mus musculus musculus, alela MumuEbl; M. m. domesticus, MudoEbl; M. m.
castaneus, MucaEDb1). Nejlepsi schéma modell evoluce jsem nasel ptes PartitionFinder2 (Lanfear et al.,

2016), strom jsem spocital v MrBayes (Ronquist et al., 2012) ve dvou bézich po milionu generacich.
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Stromy byly upraveny V programu FigTree v1.4.4 (Rambaut, dostupné
z www.softpedia.com/get/Science-CAD/FigTree-AR.shtml).

2.6. Detekce probihajici selekce

Frekvence alel MHC v jednotlivych populacich jsem spocital v programu GenAlEx 6.503 (Peakall &
Smouse, 2006, 2012), tamtéz jsem vysetfil odchylky od Hardyho-Weinbergovy rovnovahy na jadernych
markerech. V programu GenAIEx jsem také spocital parova Fst mezi jednotlivymi populacemi, zv1ast
pro MHC a pro mikrosatelitové lokusy. Vazbu lokust jsem vySetfil v programu Genpop (Raymond &
Rousset, 1995). Z diivodu totalni vazby mezi DQA a DRB v analyzovaném datasetu jsem ve vétSing
populacné genetickych testl pouzil pouze lokus DRB. DQA jsem testoval pouze v analyze Fsr outliers
a itam jsem test zopakoval i s vynechanim DQA.

Pomoci programu BayeScan v2.1 (Foll & Gaggiotti, 2008) jsem na zaklad¢ Fsr jednotlivych
lokusti na nejmensich populacich zkoumal, zda se MHC geny napfi¢ populacemi chovaji jinak nez
neutralni markery. Analyzu jsem nejdiive spocital pouze s mikrosatelitovymi markery. Kdyz zadny
mikrosatelitovy lokus nebyl oznacen jako outlier, ptidal jsem MHC lokusy a analyzu zopakoval.

K testovani, zda ma hierarchické skalovani riizny vliv na podil vysvétlené variability u MHC a
u neutralnich lokust, jsem spocital hierarchickou AMOVA pro mikrosatelitové markery a pro druhy
exon genu DRB. Analyzu jsem provadél v programu Arlequin ver 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010)
s pouzitim 10000 permutaci.

Abych vysetfil, zda se lisi struktura MHC a neutralnich jadernych markerti v zavislosti na
geografické vzdalenosti populaci, vySetfil jsem u obou ,,isolation by distance™ (IBD). Jihomoravskou
populaci jsem nezahrnul, protoze zde nepfedpokladame tok genti navzajem s ostatnimi populacemi.
vzdalenosti mezi témito stfedy jsem spocital v R (R Core Team, 2020) za pouziti balicku geosphere
(funkce distGeo()). Jako genetickou vzdalenost populaci jsem pouzil parova Fsr. IBD mikrosateliti a
DRB jsem testoval v R pomoci bali¢ku adegenet (funkce mantel.randtest(), nrepet=9999).

Asortativni parovani zalozené na MHC by se mélo projevit porusenim vazebné rovnovahy mezi
mitochondrialnimi markery a MHC lokusy. Analyzoval jsem tedy cytonuklearni nerovnovahu mezi
kontrolni oblasti mitochondrialni DNA a fragmentem genu DRB. Pouzil jsem program CNDm
(Asmussen & Basten, 1994, 1996; Basten & Asmussen, 1997) uzptisobeny pro multialelické systémy a
analyzu jsem provedl zvlast pro zapadoceskou, vitavskou a jihomoravskou populaci.

Pokud na geny pusobi tzv. ,divergent allele advantage® (DAA), zavisi fitness heterozygoti
pozitivné na rozdilnosti nesenych alel. V populaci by se pak mé¢lo vyskytovat proporéné vice jedincl
svelmi rozdilnymi alelami, nez by odpovidalo frekvencim ocekavanych na zikladé Hardyho-
Weinbergovy rovnovahy. Parové divergence alel jsem spocital tfemi zplisoby: p-distance
nukleotidovych sekvenci (s Jukesovou-Cantorovou korekci), PAM distance, zohlediujici

pravdépodobnost zamény aminokyselin dle alignmenti velkého poctu proteinti, a Granthamovy distance
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reprezentujici miru rozdilnosti fyzikalné-chemickych vlastnosti aminokyselin. PAM a p-distance alel
jsem spocital v programu MEGA-X, Granthamovy distance jsem spocital pomoci perl skriptu z prace
Pieriniové & Lenze (2018). DAA jsem testoval dle skriptu z prace Talarica ef al. (2019). Analyzy jsem
provedl ve v§ech kombinacich hladin ¢ty parametrti: 1. distance alel (p-distance, PAM, Grantham); 2.
s celymi alelami / pouze s ,,antigen binding sites* (ABS), oznacenych na zaklad¢ krystalografie (Brown
et al., 1993); 3. rozdéleni populaci (cely dataset dohromady / velké populace (zdpadoceska, vitavska,
jihomoravskd) / kazdd zapadoCeskd subpopulace zvlast); 4. suzitim vSech jedinci / pouze

s heterozygoty (pro odfiltrovani vlivu excesu nebo snizeni poctu heterozygoti).

16



3. Vysledky

3.1. Sekvenace reliktnich populaci
Osekvenovany usek fragmentu genu DRB byl dlouhy 466 bp a zahrnoval i ¢asti intrond. Délka exonu
(respektive jeho prelozitelné ¢asti) byla 267 bp. Ze sedmi reliktnich populaci jsem ziskal sekvence 81
jedinct, z toho 39 pochazelo z dosud nezkoumanych vychodoevropskych populaci. Nalezl jsem deset
alel. Jedenacta alela, kterou jsem nasledné nasSel v nové zalozenych populacich, byla diive publikovana
z francouzské reliktni populace. Vzorky z této populace, jez byly dostupné v nasi laboratofi, se mi
al. (2005) krom¢ alely Cafi-DRB*10 ze zapadosibitské reliktni populace (C. f. pohlei). Dalsi dvé dosud
nepublikované alely (n1, n2) jsem nalezl ve vychodoevropskych reliktnich populacich. Z davodu vétsi
ptehlednosti zde nepouzivam publikované nazvy alel, ale pojmenoval jsem alely dle dfive popsanych
poddruhii pfislusnych jednotlivym reliktnim populacim po vzoru mitochondridlnich haplotypti. Pro
piehlednost uvadim tabulku nazvi zde pouzivanych a uZitych v praci Babika et al. (2005) (Tab.2). Ctyfi
populace nesly kazda pouze jednu alelu. Jedna alela (al) se vyskytovala v némecké reliktni populaci i
ve vychodni Evropé¢.

Obe¢ vychodoevropské reliktni populace nejsou na zaklade¢ ptitomnosti alel DRB rozlisitelné, na
rozdil od mitochondridlni DNA a STR markert (Albrechtova, 2011). Ve voronézské i minské populaci
se vyskytuji stejné alely (sp, n1, n2), méni se pouze jejich frekvence — sp je velmi vzacna kolem Minsku

a n2 ve Voronézi. V obou téchto populacich je
Tab.2 Nazvy publikovanych alel DRB a

jejich pojmenovani v této praci. Zaroven
je uvedena alela DQA, jeZ se vaze podaftilo rozfazovat pouze dva vzorky, obsahujici alely
k ptislusné sekvenci DRB.

nejcastéjsi alelou nl. Ve vitebské populaci se bohuzel

al a sp. DalSich pét vzorkii mélo jednotny genotyp velmi

Babik et al. (2005) | nazev zde DQA  hodobny heterozygotim al+sp. Ocekavéme tedy, Ze
Cafi-DRB*01 al z obsahuji jednu z téchto dvou alel a dalsi alelu, jeZ je
Cafi-DRB*02 fi z podobna druhé z této dvojice. Alela al je tak jedina, jez se
Cafi-DRB*03 sp S vyskytuje hned ve dvou reliktnich populacich, piivodné
Cafi-DRB*04 bi V byla popsana zlabského refugia v Némecku (C. f
Cafi-DRB*05 tu v albicus). Samoziejm¢ vyjimkou jsou vychodoevropské

Cafi-DRB*06 pol 7 populace, jez mezi sebou sdili své alely.
Cafi-DRB*07 ga 7 Bohuzel se mi nepodafilo ziskat dostate¢né
Cafi-DRB*08 002 v kvalitni vzorky z francouzské reliktni populace (C. f.
Cafi-DRB*09 003 y galliae). Na zaklad¢ mikrosatelitovych markerti jsem
Cafi-DRB*10 (nenalezena) vSak zachytil silny signal z tétovreliktni populace v nové
ustavené populaci v zadpadnich Cechach. Tomu odpovida
" > vysoka  frekvence alely ga, popsané diive

n2 v z francouzského refugia, v této populaci.
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Z reliktnich populaci jsem ziskal sekvence fragmentu genu DQA z 91 bobra. Délka
osekvenované a zaroven prelozitelné ¢asti byla 222 bp a pokryvala vétSinu druhého exonu. Nalezl jsem
jen tii alely. Ty jsem pojmenoval Z, V a S podle vyskytu v reliktnich populacich pfevazné v zapadni,
vychodni nebo stfedni Casti aredlu. Pouze reliktni populace z vychodni Evropy a zapadni Sibife
vykazovaly polymorfismus. VSechny alely byly dost podobné, navzajem se liSily o dva az pét
nukleotidd, respektive o jednu az tfi aminokyseliny. Neni tedy pravdépodobné, Ze by tato diverzita méla
adaptivni vyznam.

Prvni alela (Z) je fixovéna v reliktnich populacich zapadni ¢asti arealu (Némecko, Norsko a
s nejvetsi pravdépodobnosti také Francie). Druha alela (V) se zafixovala ve dvou asijskych reliktnich
populacich (Tuva, Mongolsko). VEtsi diverzita je, stejné jako u genu DRB, v reliktnich populacich na
zépadni Sibifi a ve vychodni Evropé€. Zapadosibiiska populace nese alely Z a V. Ve vychodoevropskych
populacich je mimo tyto dvé pritomna jeste treti alela (S), jez se v Zadnych jinych reliktnich populacich
nevyskytuje (Obr.2). Pocty alel MHC lokust z reliktnich populaci viz Tab.3, alignmenty alel MHC jsou
uvedeny v Obr.3 a Obr.4.

Obr.2 Rozsifeni alel DQA napfic¢ reliktnimi populacemi (Cern€). Modie — alela Z, ¢ervené — S,
zluté — V. Vzorky piimo z francouzského refugia nebyly k dispozici, pfitomnost alely Z jsem
odvodil z vazby s DRB alelou ga, jez byla jako jedina popsana z reliktni populace ve Francii.

Z péti vzorkl bobrt kanadskych byly jen dva homozygotni na DRB (jedinec z Voronéze a
z brnénské zoologické zahrady). Je zajimavé, Ze druhy jedinec z brnénské ZOO byl heterozygotni, stejné
jako oba vzorky od W. Durky. Vzhledem k malému poctu vzorkl nebylo mozné heterozygotni genotypy
rozfazovat. U kanadského bobra tedy mizeme predpokladat vysokou diverzitu alel, jak je obvyklé u
jinych savcet, byt’ by bylo vhodné tuto hypotézu ovéfit na vétsim poctu vzorkl. Zcela jina je situace na
lokusu DQA, kde vSech pét vzorkl obsahovalo pouze jedinou alelu. Ta navic byla dosti podobna

evropskym alelam, od nichz se liSila o pét az osm nukleotidd, respektive o tfi az pét aminokyselin.
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Obr.3 Alignment sekvenci aminokyselin druhého exonu genu DRB bobra evropského a bobra
kanadského. Hvézdi¢kou ozna¢eny pozice piedpokladanych ABS (Brown ef al., 1993). Zluté
zvyraznény jsou kodony pod vlivem pozitivni selekce.
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Obr.4 Alignment sekvenci aminokyselin fragmentu druhého exonu genu DQA.
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Tab.3 Alely nalezené v jednotlivych reliktnich populacich a jejich frekvence. N znaci pocet
osekvenovanych vzorkt. Béloruska reliktni populace je rozdélena na dvé subpopulace zjisténé na
zakladé mikrosatelitovych lokusti (Albrechtova, 2011, Munclinger et al., in prep).

populace N(DRB) | DRB | frekvence N(DQA) | DQA | frekvence

Norsko 15 fi 1,00 15 V4 1,00

Labe 2 al 1,00 4 Z 1,00

BE Minsk 21 sp 0,05 21 S 0,55
nl 0,50 A% 0,45
n2 0,45

BE Vitebsk | 2 al 0,75 7 Z 0,57
sp 0,25 S 0,43

Voronéz 16 sp 0,28 16 S 0,94

(RU) nl 0,66 A% 0,06
n2 0,06

Z Sibit (RU) | 6 pol 0,50 10 V4 0,45
po2 0,33 A\ 0,55
po3 0,17

Tuva (RU) 15 tu 1,00 15 A" 1,00

Mongolsko 4 bi 1,00 8 A\ 1,00

3.2. Admixované populace

V nové vzniklych (pfevazné) ceskych populacich jsem osekvenoval MHC lokusy 218 (sub)adultnich
jedincii. Nalezl jsem 6 alel DRB a 3 alely DQA. VSechny jsem jiz dfive identifikoval v reliktnich
populacich s vyjimkou alely z Francie, ktera vsak jiz byla znama z prace Babika el al. (2005).

Vsichni jedinci byli genotypovani na 11 lokusech STR, navic jsem ptidal dal§ich 68 mlad’at, jez
jsem nezahrnul do analyz MHC. Mikrosatelitové lokusy nesly v ¢eskych populacich jednu az sedm alel,
pramérné 3,42 alel na lokus. Monomorfni lokus Cca76 jsem vytadil z dalSich analyz.

Vsechny nalezené mitochondridlni haplotypy byly jiz diive publikované. V zapadoceské
populaci jsem nasSel 3x haplotyp fil, 73x gal a 38x jf7. V jihomoravské populaci byl zjistén 56x
haplotyp fil, 7x fi2, 23x jf7 a 3x nh5. V mensi vitavské populaci jsem zjistil 1x all, 1x fil, 6x gal a
7x jf7.

3.3 Rekombinace

Mezi obéma MHC lokusy jsem nenalezl rekombinaci, coz odpovida udavané velmi tésné vazbé (<0,01
cM, Mouse Genome Informatics, http://www.informatics.jax.org). Vazba jednotlivych alel odpovidala
uspoiadani, jez jsem nasel v reliktnich populacich. Pouze jedna metoda (Bootscan) nasla jednu
intralokusovou rekombina¢ni udalost ve fragmentu DRB, rekombinace tedy na formovani variability
tohoto lokusu ziejm¢ nema velky vliv. Lokus DQA jsem netestoval z ddvodu velmi nizkého poctu a

extrémni podobnosti alel.
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3.4. Selekce v minulosti
Tab.4 P-hodnoty Z-testli pozitivni

selekce. Testy byly provedeny za pomoci
signifikantni, pokud jsem bral v uvahu pouze ABS (19  dvou metod stanoveni dN/dS, se
zahrnutim nebo vyloucenim alel bobra
kanadského a s pouzitim celych alel,
pouze ABS a pouze nABS.

Z-test pozitivni selekce v minulosti vychéazel vzdy

kodonti). Naopak na nABS test vychazel vzdy
nesignifikantn€. Na celych alelach vychazel test

signifikantni jen tehdy, kdyZz byly zahrnu ouze
8 ! v, KOyE Yy ¥ P jen C. fiber Nei-Gojobori | Kumar

sekvence bobra evropského. Neiho-Gojoboriho i gjely 0,025 0,022
Kumarova metoda poskytovaly podobné vysledky. Afss (1)30002 (1)3002
V tabulce Tab.4 jsou shrnuty p-hodnoty jednotlivych séetné
kombinaci parametra. C. canadensis
o alely 0,146 0,220
Pomoci testll pozitivni selekce na kodonech ABS 0,0002 0,003
jsem na fragmentu DRB v sekvencich bobra nABS 1 1

evropského alespont jednou metodou nasel celkem 5 .
Tab.5 Pocty synonymnich (S) a
sedm kodonti pod vlivem pozitivni selekce. Kdyz jsem ptidal nesynonymnich (N)

sekvence bobra kanadského, vzrostl tento polet na devét.  polymorfismi (P) a divergenci

D i obéma druhy bobra.
Vsechny tyto kodony jsou ziroven piedpokladana ABS. (D) mezi obéma druhy bobra

Nalezené kodony pod vlivem pozitivni selekce, jak je oznacily P D | celkem

jednotlivé metody, ukazuje obrazek Obr.3. S 8 2 10
MK test selekce ukazal velké mnozstvi nesynonymnich N 45 2 47

polymorfismii mezi obéma druhy. Naopak nesynonymni celkem | 53 4 57

mutace fixované mezi druhy jsou relativné malo casté. Chi-kvadrat test ukdzal p-hodnotu 0,076, jez by
mohla naznaCovat slibny trend. Pozitivni selekce vSak pfedpokladd snizeni poctu nesynonymnich
polymorfismti a také hodnota a, jez reprezentuje podil substituci fizenych pozitivni selekci, nam vysla
zapornd, konkrétn¢ -4,6. Index neutrality (NI) vysel 5,6, hodnoty vétsi nez jedna znaci vliv balancujici
nebo negativni selekce. Vzhledem k tomu, Ze nesynonymni mutace byly skoro pétkrat Castéjsi nez
synonymni, naznacil MK test vliv balancujici selekce na lokus DRB. Hodnoty fixovanych a sdilenych

synonymnich a nesynonymnich mutaci ukazuje tabulka Tab.5.

3.5. Fylogenetické analyzy

Obr.5 ukazuje neighbor-joining sité fragmentu DQA, fragmentu DRB véetn¢ ¢asti intronli a pouze
druhého exonu DRB. Vsechny alely DQA vcetné sekvence z bobra kanadského jsou si velmi podobné.
V siti exonu DRB Ize ale odhadnout nékolik klastri, jez v§ak rozhodné nereflektuji tradi¢ni rozdéleni
na zépadni a vychodni linii, zndmé z mitochondridlniho markeru. Ob¢ alely z bobra kanadského tvori
spole¢né jeden klastr, odd€leni od sekvenci bobra evropského vSak vynikne, az kdyZz do sit€¢ zahrneme i

introny.
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Obr.6 Fylogeneticky bayesiansky strom a) konkatenatu obou MHC lokusti, b) druhého exonu DRB,
¢) kontrolni oblasti mitochondridlni DNA. Hodnoty u uzli znaci posteriorni pravdépodobnost.
Zobrazeny jsou pouze uzly s podporou vétsi nez 0,5. MumuEb1, MudoEb1 a MucaEbl jsou alely
mys$i domaci (viz Material a metodika). Modie jsou oznaceny sekvence z reliktnich populaci zapadni
linie dle mitochondrialnich haplotypti, oranZov¢ vychodni linie a ¢ervené sekvence pochazejici

z reliktnich populaci ve vychodni Evropé, jez néalezi do zdpadni i vychodni linie (viz text).

Fylogeneticky strom fragmentu kontrolni oblasti mitochondridlni DNA ma Casto slabé podpory
uzld. Haplotypy bobra kanadského klastruji spolu a jsou dobie odlisSeny od sekvenci z bobrl evropskych.
Mezi témi jsou dobfe rozliSitelné tfi skupiny: Tzv. vychodni linie je tvofena haplotypy z asijskych
refugii a nékterymi vychodoevropskymi haplotypy. Nejasné postaveni ma klastr dvou haplotypt
z norského refugia, na zékladé haplotypovych siti tradién€ tazenych do tzv. zapadni linie (viz
Naéhlovsky, 2019). Treti velkou skupinou je zbytek zipadni linie zahrnujici haplotypy ze
zapadoevropskych refugii a zbytek vychodoevropskych sekvenci. V ramci vychodni linie je dobfte
podpofien klastr tradi¢nich vychodnich haplotypti popsanych jiz v praci Ducroze et al. (2005), uvnitt
kterého jsou jasné patrné mensi skupiny sekvenci z jednotlivych refugii. Fylogenetické stromy jsou
zobrazeny na Obr.6.

Strom konkatenatu obou MHC lokusi ma opét dobfe odliseny klastr sekvenci bobra
kanadského. Velkou podporu ma klastr zahrnujici v§echny sekvence bobra evropského kromé alely
z mongolského refugia a obou nové popsanych alel z vychodni Evropy. V ramci tohoto klastru ma pak

velkou podporu skupina zahrnujici tuvinskou a dvé zapadosibitské alely.
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U stromu exonu DRB tvorily vSechny alely z bobrti jeden klastr, odliseny dobie od mysich
outgroups. Strom je logicky podobny fylogenetickému stromu z konkatenovanych lokust. Zajimavé je,
ze alely bobrii kanadskych tvofi vnitini klastr sekvenci bobrti evropskych. Nejblize jsou jim piibuzné
alela z Mongolska a nové popsané vychodoevropské alely. Opét je zde zietelné odliSena skupina
tuvinské a dvou zapadosibifskych alel. Ostatni uzly nemaji vysokou podporu. Rozhodné vsak stromy
z MHC lokusti na rozdil od mitochondridlnich sekvenci nemaji zieteln¢ rozliSenou vychodni a zapadni

linii.

3.6. Selekce v soucasnych populacich

Frekvence alel v admixovanych populacich jsou shrnuty v Tab.6. HW rovnovdha DRB vysla
signifikantn€ porusena v zapadoceské i jihomoravské populaci. Testové statistice vSak zdaleka nejvice
prispivaly pouze jeden az dva velmi vzacné genotypy, poruseni HW rovnovahy tedy nepovazuji za
vyznamné. Rozhodné vsak v bobftich populacich neni nadbytek heterozygotd, jak by se z povahy MHC
dalo ocekavat. Nekteré testy HW rovnovahy na mikrosatelitovych lokusech ojedinéle zaznamenaly jeji
poruseni. Vysledky vSak nebyly konzistentni napti¢ populacemi, takze je nepovazuji za vyznamné.

Totéz plati také o testech vazby lokust.

Tab.6 Frekvence alel MHC v nov¢ ustavenych populacich. N(msats) znaé¢i poc¢et vzorku
genotypovanych na jadernych STR markerech, N(MHC) je pocet jedinci s osekvenovanymi MHC
markery. BAV, CL, RAD, PLZ, SSU a JSU jsou subpopulacemi zapadoceské populace (viz Material a
metodika).

DRB DQA
N(msats) N(MHC) | ga fi sp al nl n2 Z S \Y
IM 109 89 - 0,30 032 - 0,10 0,28 | 0,30 0,42 0,28
VL |27 15 0,33 0,03 0,07 027 0,13 0,17 0,63 020 0,17
V4® 150 114 0,43 0,02 0,03 0,15 038 - 0,59 041 -
BAV | 12 12 0,67 - - 0,21 0,13 - 0,88 0,13 -
CL 80 58 0,36 - - 0,11 0,53 - 0,47 0,53 -
RAD | 15 9 0,44 - - 0,28 0,28 - 0,72 0,28 -
PLZ |6 6 0,33 - 0,25 025 0,17 - 0,58 042 -
SSU | 23 15 0,53 - - 0,17 0,30 - 0,70 0,30 -
JSU | 14 14 0,39 0,18 0,11 0,07 0,25 - 0,64 036 -
celk. | 286 218 0,25 0,14 0,15 0,09 025 0,13 ]048 040 0,13

MHC lokusy v analyzach nevysly jako Fsr outliers, maji tedy v populacich podobnou strukturu
jako neutralni jaderné markery. Podobné vysledky pfinesla také hierarchickh AMOVA. Rozd¢leni na
velké populace (zapadni Cechy, jizni Morava, Vltava) vysvétlilo zhruba 19 % variability neutralnich
jadernych markerti. Rozd¢leni zapadoceské populace na Sest mensich (BAV, CL, JSU, RAD, PLZ, JSU)
vysvétlilo dalsi 4 %. V DRB vysvétlily velké populace cca 21 % a malé populace 5 %. Mantelv test
IBD vysel nesignifikantni jak u mikrosatelitovych lokust, tak u fragmentu DRB.
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V jihomoravské i zapadoceské populaci vysla signifikantn€ porusena cytonuklearni rovnovaha
mezi mitochondrialni DNA a MHC lokusem DRB (p-hodnoty 0,013 a 0). Fisherovy testy jednotlivych
kombinaci alel ukéazaly, Ze tato nerovnovaha je zplisobena vyssim poctem jedinct s mitochondrialnim
haplotypem a MHC alelou pochazejicimi ze stejné reliktni populace. Test vitavské populace vysel
nesignifikantni, coz ale miZze byt zplisobeno také mensim poctem vzorkd.

Test DAA pii testovani datasetu nerozdéleného na dil¢i populace vySel pii zahrnuti pouze
heterozygotti signifikantni v péti ze Sesti kombinaci podminek (kromé testu s celymi alelami a
Granthamovymi distancemi). Naopak pokud jsem takto testoval dataset vCetné homozygoti, testy byly
vzdy vysoce nesignifikantni. V jihomoravské populaci vychazi signifikantné v§echny testy s pouzitim
Granthamovych distanci, ze zbytku testi vychazi pozitivné jen kombinace se zahrnutim pouze
heterozygotti a celych alel. U zapadoceské populace vychdzi signifikantni DAA pouze ve dvou
kombinacich z dvanacti, ale je tfeba brat na zfetel, Ze u této populace mtize vysledky ovliviiovat vnitini
struktura. V subpopulaci CL, jez tvoii zhruba polovinu zépadoceské populace, vychazi signifikantné
sedm z osmi kombinaci testd s PAM a p-distancemi. Naopak zadny test s Granthamovymi distancemi
zde nevysel signifikantné. V ostatnich subpopulacich je signifikantni jen minimum kombinaci. Kvuli
nizkému poctu vzorkl by zde vSak testy ziejme nemély dostatecnou silu. Nicméné dame-li dohromady
testy ze zapadoceskych subpopulaci, jihomoravské populace a vltavské populace, je ziskana testova
statistika v 63 z 96 pripadi vyssi, nez by odpovidalo neutrdlnimu modelu. Dle jednostranného
binomického testu (v R, funkce binom.test()) je p-hodnota rovna 0,001. Pozorovana mira divergence
alel v jedincich je tedy signifikantné Castéji vyssi nez predpokladand. P-hodnoty testd jednotlivych

kombinaci parametri ukazuje Tab.7.
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Tab.7 P-hodnoty testi DAA. V horni poloving€ jsou uvedeny testy zalozené na divergenci celych
alel, v spodni polovin¢ testy na zaklad¢ divergence pouze ABS. N je pocet vzorki v populaci, N het
pocet heterozygotl. p-dist, PAM a Grantham oznacuji metodu vypoctu divergence. C znaci test celé
populace, H pouze heterozygoti. Zluté zvyraznény jsou p-hodnoty mensi nez 0,05.

p-dist PAM Grantham

celé alely N N het C H C H C H
ZC subpop.
BAV 12 7 0,4336 0,8804 0,6509 0,9768 0,6462 0,9584
CL 58 40 0,0168 0,0237 0,0204 0,0788 0,8275 1,0000
JSU 14 11 0,2190 0,1951 0,1834 0,1842 0,6644 0,8335
PLZ 6 4 0,7482 0,4300 0,7695 10,4488 0,6838 00,2297
RAD 9 7 0,2519 0,2627 0,3360 0,3622 0,5963 0,9463
SSU 15 5 0,9936 0,7362 0,9935 0,8516 0,9955 0,9993
velké pop.
ZC 114 74 0,3846 0,1222 0,4247 0,2088 0,9983 1,0000
M 89 61 0,1314 0,0002 0,458 0,0134 0,0001 0,0001
VLT 15 11 0,4234 0,0892 0,4125 0,0813 0,5498 0,1631
dohromady

218 146 0,9875 0,0001 0,9925 0,0004 11,0000 0,4366
ABS p-dist PAM Grantham

C H C H C H

ZC subpop.
BAV 0,1799 0,0200 0,1676 0,2111 0,1792 0,3754
CL 0,0263 0,0414 0,0181 0,038 0,0746 0,7014
JSU 0,1699 0,1070 0,1519 0,0911 0,3239 0,3555
PLZ 0,5944 0,0703 0,4913 0,0889 0,7191 0,2498
RAD 0,1742 0,0431 0,0524 0,0507 0,2580 0,1468
SSU 0,9854 0,1871 0,9807 0,4898 0,9811 0,7586
velké pop.
ZC 0,2171 0,0021 0,1889 0,004 0,4919 0,3690
IM 0,9715 0,9910 0,998 1,0000 0,0001 0,0001
VLT 0,4716 0,1396 0,352 0,0865 0,5451 0,1944
dohromady

0,9983 0,008 0,9950 00,0201 0,9991 0,0039
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4. Diskuze

Variabilita MHC lokust v populaci bobra evropského byla ovliviiovana stfidavymi vlivy selekce a
driftu. Pomoci analyzy sekvenci a frekvence alel mnou studovanych gent jsme schopni nahlédnout do
této dynamiky v riznych casovych oknech historie bobtich populaci.

V obdobi pfed nedavnym bottleneckem byla diverzita MHC alel formovana tlakem ze strany
patogent, piipadné i pohlavnim vybérem a Ize prokazat pusobeni kombinace pozitivni a balancujici
selekce, jak je obvyklé u MHC naprosté vétSiny obratlovci (Piertney & Oliver, 2006). Vzacnou
vyjimkou z tohoto pravidla maze byt napiiklad absence zndmek pozitivni selekce na MHC I u svisté
horského (Kuduk et al., 2012).

V nedavné dobé¢ poslo k vyraznému poklesu velikosti populaci bobrl a druh jen tésné unikl
vyhynuti (Nolet & Rosell, 1998). Béhem tohoto bottlenecku byl hlavnim faktorem urcujicim variabilitu
MHC gent geneticky drift. Nutno vSak podotknout, Ze v nékterych ptipadech mize balancujici selekce
pusobit i béhem bottlenecku a udrzet tak v genofondu urcitou variabilitu (Marmesat et al., 2017; Hurt
et al., 2019). Obecn¢ ale pocet MHC alel klesa jeste rychleji nez u neutralnich markerti (Sutton et al.,
2011).

V soucasné dob¢ Zije po svéte pres jeden a pul milionu bobrd a populace dale rostou (Halley et
al., 2020). Lze tedy piedpokladat, ze na MHC bude opé&t mit stézejni vliv selekce. Prostor pro selekci se
muze projevit i pomérné rychle po prodélaném bottlenecku. Data z populaci lindusky kanarské (4nthus
berthelotii) naptiklad ukazala, Ze geneticka variabilita miize byt po bottlenecku rychle obnovena diky
genové konverzi (Spurgin ef al., 2011). Nicméné u bobrl toto nemizeme v takové mife ocekavat, za
prvé nema duplikované MHC lokusy a za druhé od nartstu jeho populaci ubéhl mnohem kratsi cas. Jiny
mechanismus nachazime u orla moiského (Haliaeetus albicilla), jenz si také prosel snizenim populace,
navic v podobné dobé jako bobr a jeho pocty také v posledni dobé narostly. Populace orla si vSak
zachovaly pomérné vysokou diverzitu na neutralnich markerech i MHC, bohuzel vsak probihajici
selekce u tohoto druhu nebyla zkoumana (Minias et al., 2019). Bohuzel neni mnoho druht, které by po
vyrazném snizeni velikosti populace prozily tak fenomenalné rychly navrat jako bobr, proto nemame
pro maS model dostatek moznosti porovnani. V nékterych ohledech mtzeme nalézt podobnost
s biologickymi invazemi — tam také geneticky ochuzené populace rychle expanduji. Na rozdil od invazi
ale bobr reexpanduje ve svém pfirozeném aredlu, v ramci néjz dlouhou dobu probihala koevoluce mezi
nim a zbytkem bioty. Pfikladem invazniho druhu mize byt myval severni v Evropé. V jeho populaci v
Némecku byl i pfes nizsi genetickou diverzitu potvrzen probihajici pfirodni i pohlavni vybér plisobici

na MHC (Santos et al., 2017, 2018; Biedrzycka et al., 2020a, 2020b).

4.1. Selekce v minulosti
Sekvence DRB bobra evropského nesou jasné znamky ptisobeni pozitivni i balancujici selekce
v minulosti. Diky novym primerim jsem byl schopen amplifikovat cely druhy exon genu DRB. Oproti

Babikovi et al. (2005) jsem tak v genofondu bobra evropského nasel devét dalSich polymorfnich
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nukleotidovych pozic (plus dal$i dvé v intronu), jez déavaji vznik péti polymorfnim pozicim
aminokyselin. Nové osekvenovana ¢ast exonu také obsahovala sedm ABS, dulezitych pro studium MHC
genl. Pii PCR s naSimi primery jsem nezaznamenal amplifikaci pseudogent publikovanych Babikem
et al. (2005). V kazdém vzorku byly nalezeny maximaln¢ dvé alely, lze tedy potvrdit jiz diive
predpovézenou absenci duplikaci na genu DRB. Stejnou situaci naznacuji i publikovana genomicka data
bobra kanadského (Lok et al., 2017).

Pozitivni a balancujici selekce zplisobuji protichiidné hodnoty nékterych statistik pouzivanych
k testim selekce, bylo tedy tfeba byt obezietny pii vybéru testl a jejich interpretaci. Pozitivni selekci
prokazal vysoky pomér nesynonymnich mutaci. Podobny test délali jiz Babik et al. (2005), avsak ja
jsem dataset doplnil prodlouzenim sekvenci a ptidanim nové nalezenych alel. Moje zavéry se shodovaly
s jejich, véetné sté¢Zejni role ABS, mist, jez nejvice ovliviuji afinitu MHC glykoproteini ke konkrétnim
antigeniim. O vyznamu ABS svédci také to, ze vSechny nalezené kodony pod vlivem pozitivni selekce
beze zbytku pattily mezi ABS, piestoze ty tvofi jen néco pies 20 procent celkové velikosti exonu.
Stézejni role ABS v pozitivni selekci byla potvrzena z populaci mnoha riznych druhti obratlovci,
vcetné téch, jez prosly nedavnym vyraznym bottleneckem (Radwan et al., 2007; Biedrzycka & Radwan,
2008; Zhai et al., 2017; Minias et al., 2019).

Balancujici selekce, zpusobujici dlouhé pietrvavani alel v genofondu, se miize projevit
napfiklad abnormalné vysokym poctem nesynonymnich polymorfismi sdilenych sesterskymi druhy
(Fijarczyk & Babik, 2015). U dvou druht kfecikli rodu Peromyscus napiiklad nebyly nalezeny zadné
fixované rozdily na MHC lokusu DQA (MacManes & Lacey, 2012). Velky podil nesynonymnich
substituci sdilenych napti¢ druhy byl nalezen i u jel¢ikt (Rhinichthys spp.) (Girard & Angers, 2011).
Moje data jsou stimto trendem v souladu, kdy témét 80 procent vSech substituci tvotily prave
nesynonymni polymorfismy. MK test vySel t€sné nesignifikantni s nejvetsi pravdépodobnosti kvili
malému poctu alel a hlavné nizkému poc¢tu mutaci fixovanych mezi obéma sesterskymi druhy. Praveé
nizka divergence mezi ptibuznymi druhy je dalSim typickym projevem balancujici selekce a mize vést
k nesouladu fylogenetickych stromt taxont a genti pod vlivem této selekce. Extrémnim, avsak nikoli
vzacnym projevem je pak mezidruhovy polymorfismus zptsobeny dlouhym pretrvavanim alel (Klein et
al., 1998). Sdileni identickych alel diky balancujici selekci je zndmo naptiklad od kamzikt (Rupicapra
spp.) (Cavallero et al., 2012) nebo od zubra a bizona (Bison bonasus a B. bison) (Radwan et al., 2007).
U dalsich druhti je popsano sdileni identickych alel diky introgresi, jedna se tieba o kozorozce a kozy
(Capra spp.) (Angelone ef al., 2018), ¢olky (Dudek et al., 2019) nebo o jestérky (Sagonas ef al., 2019).

Podobné piipady mizeme najit i v naSich fylogenetickych stromech a sitich. Sekvence DRB
bobra kanadského, ackoli jsou i ve velmi kratkych osekvenovanych ¢astech intronti jasné odlisitelné od
sekvenci evropskych bobrt, tvofi v analyze druhého exonu vnitini klastr v ramci ostatnich alel. To
odkazuje na jiz vySe zminénou nizkou miru divergence mezi sekvencemi obou druhil. V ramci alel bobra
evropského pak nevidime zadny jasny vzor, jaky je znamy z mitochondrialnich sekvenci, kde je zietelné

rozd¢€leni na tzv. zapadni a vychodni vétev podle refugii z obdobi posledniho glacialniho maxima. Také
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jednotlivé mitochondrialni haplotypy ze stejné reliktni populace jsou si obvykle blizce ptibuzné (Durka
et al., 2005; Senn et al, 2014). Samoziejm¢ je ale tfeba brat v tivahu vyssi mutacni rychlost
mitochondrialni DNA oproti jaderné. V ramci MHC jsou si naopak blizce piibuzné i nékteré sekvence
z velmi vzdalenych reliktnich populaci, naptiklad alely bi a n2 z Mongolska, respektive z vychodni
Evropy nebo ga a pol z Francie a ze zapadni Sibife. Velmi podobnou situaci Ize najit tfeba v populaci
nornika rudého, kde také mitochondrialni marker hezky odrazi fylogeografickou historii druhu, zatimco
MHC nikoli (Malé¢ et al, 2012). Nejzain¢€jsSim piikladem dlouhého pfetrvavani alel je pak
,mezipopulacni polymorfismus* v podob¢ alely al, jez jsem kromé& némeckého refugia nalezl také ve
vychodoevropské reliktni populaci v okoli Vitebsku. U jinych zvitat je sdileni alel mezi izolovanymi
populacemi samoziejmé naprosto bézné, u bobrl vsak jde o jedine¢nou zalezitost. Pouze v omezené
mife sdili své MHC alely britské a kontinentalni populace veverky obecné (Sciurus vulgaris) (Ballingall
et al., 2016). Naopak napfiklad ostrovni populace skokana &ernoskvrnného v Ciné navzijem sdileji
velkou cast alel (Wang et al., 2017).

Lokus DRB byl tedy v minulosti pod vlivem kombinace pozitivni a balancujici selekce, coz je
typickym jevem u MHC lokust v pfirodnich populacich (Radwan et al., 2020). Tuto situaci zjistili
napiiklad Biedrzycka & Radwan (2008), Morenova-Santillanovéa et al. (2016) nebo Biedrzycka et al.
(2020a). Proto ocekavame, ze diverzita v genofondu bobra evropského byla diive mnohem vétsi a nizky
pocet alel v soucasnosti je zplisobeny recentnim bottleneckem. To je v souladu se zjiSténimi, Ze diverzita
na MHC se béhem bottlenecku obecné snizuje stejné rychle, nebo dokonce jesté vyraznéji, nez je tomu
u neutrdlnich markert (Ejsmond & Radwan, 2011; Sutton et al., 2011).

Situace u dalSiho studovaného MHC lokusu, druhého exonu DQA, na prvni pohled potvrzuje
nase zaveéry z genu DRB. Vzhledem k tomu, Ze vSechny vzorky bobra kanadského nesou naprosto
totoznou sekvenci, je ale ziejmé, Ze selekeni tlaky plsobici na oba lokusy jsou dlouhodobé vyrazné
rozdilné. Bobr kanadsky sice v devatenactém stoleti také prosel obdobim snizeni velikosti populace,
tento bottleneck se vSak neprojevil ve snizeni genetické diverzity neutralnich markerti (Pelz-Serrano et
al., nepublikovéano). Rozmisténi tii alel DQA v ramci arealu (Obr.2) by odpovidalo jejich alternativni
fixaci v glacialnich refugiich v zdpadni Evrop€ a kdesi na vychodg, tfeti alela by pak mohla néalezet
refugiu v delté Dunaje, jehoZz mitochondrialni DN A nema zastoupeni v souc¢asnych populacich (Horn et
al., 2014). Tuto hypotézu by vsak bylo potfeba otestovat sekvenaci starobylé DNA.

V bobfim genofondu DQA je pomérné vysoky pomeér nesynonymnich mutaci, vzhledem
k velmi malému poctu substituci z toho vSak nelze vyvozovat zadné presveédCivé zaveéry. I véetné alely
bobra kanadského se zda byt sekvence v DQA dost konzervovana, coz je u obvykle hypervariabilnich
MHC gent, kde jsou casto selekéné zvyhodnény noveé vzniklé alely, jev vzacny a zajimavy. Jednim
z moznych vysvétleni by mohla byt vysoka afinita k mimotadné ¢astému patogenu. Kazdopadné je
ziejmé, ze konzervovana sekvence DQA piindsi svym nositelim vyhodu a ziejmé zde piirodni vybér
pusobi proti noveé vznikajicim alelam. U svisté horského byl nalezen podobné kontrastni vzor, jednalo

se zde vSak o rozdilné tfidy MHC: Zatimco lokusy MHC Il vykazovaly jasné znamky historické
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pozitivni selekce, u MHC I toto nebylo zjisténo (Kuduk et al., 2012). Rozdilné mechanismy formovani
diverzity u MHC I a II byly nalezeny také u koljusky tfiostné (Gasterosteus aculeatus), kde se u MHC 11
casto vyskytovala rekombinace mezi jednotlivymi lokusy, zatimco u MHC I nikoli (Schaschl & Wegner,
2007). Velmi podobny vzor jako bobii MHC lokusy vykazovaly geny MHC I u rakosnika
prouzkovaného, u kterého byly na nekterych lokusech nalezeny znamky pozitivni selekce, zatimco jiné
byly pod vlivem negativniho vybéru (Biedrzycka et al., 2017). Lokus DQA vykazoval u hryzce vodniho
znamky mnohem siln€jsi probihajici selekce nez DRB (Bryja et al., 2007) U volné Zijicich populaci
poddruhit mys$i domaci plisobi na oba homology genit DRB a DQA (tam nazyvané H-2Eb a H-2Aa)
rozdilné selekéni tlaky — DQA je pod vlivem silné pozitivni selekce, zatimco alely DRB perzistuji
v genofondu po mnohem del§i dobu (Cizkova et al., 2011). Je zajimavé, Ze situace na tdchto dvou
lokusech je tedy u bobra a mysi pfesné opac¢na.

V minulosti byl tedy kazdy MHC lokus vystaven naprosto rozdilnym selekénim tlakiim.
V nedavné dobé mel vSak na formovani genetické variability naprosto zasadni vliv geneticky drift
v dasledku dramatického sniZeni velikosti a kontaktu bobfich populaci. Tento bottleneck se odrazil

samoziejmé také ve snizeni diverzity alel MHC.

4.2. Vliv bottlenecku na variabilitu bob¥ich MHC genu

Jasné¢ jsem potvrdil nizkou variabilitu na MHC lokusu DRB. Poprvé zde byly sekvenovany MHC lokusy
vzorkil pochdzejicich ze dvou vychodoevropskych reliktnich populaci (Bélorusko a Voronéz, C. f.
belorussicus a C. f. orientoeuropaeus). Predchozi studie (Babik et al., 2005) pouzila vzorky z polskych
populaci admixovanych z téchto dvou refugii. Jedinou publikovanou vychodoevropskou alelu sp jsem
nalezl ve vSech vychodoevropskych lokalitach, nikde vsak nebyla moc casta.

Vzorky z vychodni Evropy se na zakladé jadernych mikrosatelitovych a mitochondrialnich
markerti daji rozdélit do tii skupin: voronézska reliktni populace a populace v okoli Minsku a v okoli
Vitebsku. Posledni dvé se tradicné tadi do jedné béloruské reliktni populace, tamni refugium vSak
nejspi§ bylo pomémé komplexni a sestavalo minimalné z dvou navzajem oddélenych subpopulaci
(Albrechtova, 2011). Na MHC lokusu DRB je situace odli$na a jednotlivé vychodoevropské populace
se 1i8i pouze frekvenci, nikoli pfitomnosti alel.

I pies popsani dvou novych alel plati, ze diverzita na lokusu DRB je velmi nizk4 v porovnani
s obvyklou situaci na MHC genech jinych druhd. Hned v péti reliktnich populacich je fixovana pouze
jedina alela (Némecko, Norsko, Francie, Tuva, Mongolsko). Nejvice polymorfni ze vSech reliktnich
populaci je se ¢tyfmi udavanymi alelami populace ze zapadni Sibite (C. f. pohlei). To je v souladu
s pfedpokladem, ze zde béhem vrcholu bottlenecku v 19. stoleti piezilo nejvice bobra ze vSech osmi
reliktnich populaci (Halley & Rosell, 2003). Jako druhd nejpocetnéjsi populace béhem vrcholu
bottlenecku je udavano béloruské refugium, kde jsem také nalezl hned n€kolik alel. Intenzita bottlenecku

tedy zhruba odpovida mife snizeni variability na MHC.
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Na rozsdhlém uzemi — od Francie po Mongolsko — zde tedy mame velmi maly pocet MHC alel.
To je jev velmi neobvykly, protoze i na malém tzemdi se u jinych druhti bézné nachazi i desitky alel.
Skoro Ctyfticet alel bylo nalezeno u jiného hlodavce, mySice kfovinné (Apodemus sylvaticus) (Musolf et
al.,2004). U nornika rudého bylo na genu DRB v severovychodnim Polsku nalezeno hned 58 funk¢nich
alel (Kloch ez al., 2010). Nékolik desitek MHC alel je bézn€ nalézano v jednotlivych populacich dalsiho
velkého evropského savce, vlka obecného (Canis lupus) (Hindrikson et al., 2017). Na vin¢ takto
vyrazné¢ho snizeni variability u bobrl je zajisté nedavny bottleneck, jenz bézn¢ snizuje genetickou
diverzitu (Radwan et al., 2010). Casto b&hem bottlenecku klesa variabilita dokonce jesté rychleji na
MHC nez naneutralnich markerech (Ejsmond & Radwan, 2011; Sutton et al., 2011). Redukce variability
MHC u bobrt je vSak enormni. Kupiikladu evropska populace myvali je v disledku efektu zakladatele
také geneticky ochuzena, potad vSak na DRB nese skoro tfi desitky alel (Biedrzycka et al., 2020a). I
populace orla moiského v severnim Polsku, ktera takeé prosla nedavnym vyraznym snizenim velikosti,
obsahuje vice MHC alel nez svétova bobii populace (Minias et al., 2019).

Proto je zvlastni, Ze bobti v poslednich letech rychle expandovali a znovu osidlili mnoha Gzemi,
kde vyhynuli ¢asto i ptfed vice nez dvéma sty lety (Halley et al., 2020). V téchto nové vzniklych
populacich se pak ¢asto k#izi bobfi s rozlicnym ptivodem. Bylo tedy zajimavé vysettit osud MHC alel

v takovychto populacich.

4.3. MHC geny v admixovanych populacich

Ukézalo se, Zze pro bobry je vyhodné nést co nejvice divergentni alely DRB. Tzv. ,divergent allele
advantage (DAA) byla nejvice zfetelnd, pokud jsem simulace provadél pouze na zakladé dat
z heterozygotll. Zahrnuti homozygoti do simulaci s sebou nese riziko fale$né pozitivnich vysledkt
v ptipad¢ jejich nadbytku v populaci. Na druhou stranu existuje také zvySené riziko faleSné negativnich
vysledkl pii malém poctu heterozygotii v diisledku vnitini struktury populaci (tzv. Wahlundiv efekt)
(Talarico et al., 2019). To byl zcela jisté i nas ptipad pii testech vSech vzorkli dohromady a riziko
existuje 1 pii testovani zapadoceské populace, jejiz vzorky pochdzi ze Sirokého uzemi. Zda se, ze
vysledky jsou presvédcCivejsi pii pouziti pouze ABS, coz je v dobré shodé s konceptem DAA. Tato
specialni varianta selekce ve prospéch heterozygoti piedpoklada, ze imunitni systém nositeld
rozdilngjSich alel bude rozpoznavat Sir§i spektrum patogenti (Wakeland et al., 1990). (DalSim
uplatiovanym mechanismem miiZze byt pohlavni vybér.) DAA je v pfirodnich populacich méné casto
studovanym jevem a vysledky nejsou jednoznacné. DA A byla recentné prokazana v lidskych populacich
(Pierini & Lenz, 2018), u ¢olkt (Talarico et al., 2019) a jiz diive u krys (Leopoldamys sabanus) a
lachtanti (Zalophus wollebaeki) (Lenz et al., 2009, 2013), naopak nebyla nalezena u sovy palené, kde se
zda, ze by selekce mohla spise optimalizovat nez maximalizovat divergenci alel (Gaigher et al., 2018).
Data ze sovi populace také ukazuji, Ze efekty spojené s MHC mohou byt slabé a je tfeba pracovat

s velkymi vzorky (Gaigher ef al., 2019). Ur¢ité je tedy zapotiebi dalsi vyzkum v této oblasti.
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Je zvlastni, ze pres prokdzanou DAA nebyl v populaci nalezen nadbytek heterozygotii. Jednim
z moznych vysvétleni miize byt nedostateCna prokiizenost uvniti populaci, to se vSak na zakladé
mikrosatelitovych markerti nezda byt pravdépodobné. Dalsi variantou by mohla byt vnitini struktura
populace, jez by nebyla nalezena nasimi neutralnimi markery. Kvili recentnimu bottlenecku a jiste i
efektu zakladatele pfi reintrodukcich je variabilita na mikrosatelitovych lokusech velmi nizka a tento
omezeny set markeri nam tak dava pouze hrubou pfedstavu. S nizkou diverzitou na neutralnich
markerech mize byt spojeno také nenalezeni ,,isolation by distance (IBD) jak u MHC lokust, tak také
na mikrosatelitovych markerech.

Ukazuje se, ze pii studiu MHC gent v ptirodnich populacich hraje dilezitou roli skalovani.
Rozdily mezi velkymi populacemi jsou obvykle na MHC mensi nez na neutralnich markerech. Pti
jemnéjSim rozdé€leni se ovSem mezi malymi populacemi Casto objevi vyraznéjsi rozdily v MHC. Pti
jemném Skalovani tedy vidime lokalni adaptace a plisobeni spiSe pozitivni selekce. Na hrubsich skalach
pak pozorujeme Uc¢inky balancujici selekce, jez je zde ziejmée dusledkem zmén sméru selekce v Case a
prostoru (napt. Rico et al., 2015; Talarico et al., 2019). Krom¢& populaci volné Zijicich zivocicht byl
tento jev recentné popsan i z lidskych populaci diky datim z projektu 1000 Genomes (The 1000
Genomes Project Consortium, 2015; Brandt et al., 2018). Situace u vrabct je ale naprosto opacna a
MHC ukazuje vyraznéjsi strukturu populaci nez mikrosatelitové markery (Loiseau et al., 2009) Dle
vysledkit AMOVA i analyzy Fsr outliers se bobii MHC lokusy chovaji podobné¢ jako neutralni markery.
Nenasli jsme zde tedy ani znamky lokalnich adaptaci, ani znamky selekce, jez by stirala rozdily mezi
populacemi zpiisobené driftem. VétSinou pfitom AMOVA u MHC a neutralnich markert vychazi
v publikovanych studiich velmi rozdiln€ (Biedrzycka & Radwan, 2008; Herdegen ef al., 2014; Rico et
al., 2015; Talarico et al., 2019).

To, ze frekvence alel a genotypl napfic jednotlivymi ¢eskymi populacemi neukézaly zadnou
odchylku od chovani neutralnich markerti, by mimo jiné mohlo byt zptisobeno také nizkym tlakem ze
strany patogent. Tento divod by byl také v souladu s tim, Ze bobii populace i pies velmi nizkou
variabilitu dokézala expandovat tak rychle, ze béhem sta let zhruba tisickrat znasobila svou velikost
(Halley et al., 2020). Pilotni pokusy provedené tymem doc. Jana Votypky neodhalily v naSich vzorcich
zadnou DNA krevnich parazitii. Vétsina publikovanych parazitologickych studii z bobtich populaci se
zabyva stievnimi parazity, ptipadné ektoparazity. Byt jsou nékdy nalezené prevalence vysoké, bylo u
bobri popsano jen malo druhii parazitii. Vyjimkou jsou pouze roztoci rodu Schizocarpus, jichz bylo
popsano u bobra evropského velké mnozstvi druhti (nalezené i potencialni bobti endoparazity shrnuje
Girling et al. (2019), seznam ¢lenovcl parazitujicich na bobrech uvadi Izdebska et al. (2016)). Velmi
podrobna recentni studie nové vzniklych populaci ve Velké Britanii nasla pomérné nizké prevalence
parazitli i bakterii, ktefi nejspi§ neméli vyznamny vliv na fyzickou kondici svych hostitel (Campbell-
Palmer et al., 2021). V Cesku byly publikovany parazitologické studie pouze s velmi malym vzorkem

vySetfenych bobrti a nalezly pouze u bobrti velmi ¢asto udavanou motolici Stichorchis subtriquetrus
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(Koubkova et al., 2002; Méca et al., 2015). Déle byla nalezena pomérné vysoka prevalence protilatek
proti prvoku Neospora caninum (Sedlak et al., 2018).

Kromé pfirodniho vybéru mtize byt diverzita MHC gent formovana také vybérem pohlavnim.
Mechanismem pohlavniho vybéru pak Casto byva asortativni parovani (Milinski, 2006). Pozitivné
asortativni parovani muze byt vysvétlenim cytonuklearni nerovnovahy mezi mitochondrialnim
markerem CR a MHC lokusem DRB. MHC proteiny dokdzou ovlivnit pach svého nositele riznymi
mechanismy, které zahrnuji tfeba pfimé vnimani MHC proteint nebo rozdily v mikrobiomu na zakladé
MHC (Penn & Potts, 1998). Je dokazano, ze bobfi reaguji s rozdilnou intenzitou na pachové znacky
(,,scent marks®) jedincl ze stejné a z cizi reliktni populace (Rosell & Steifetten, 2004). Bylo dokonce
zjisténo, Ze 1 cviceni psi dokazou rozeznat jednotlivé bobry podle vyméski analnich zlaz, které bobti
pouzivaji pfi tvorb¢ pachovych znacek (Rosell e al., 2020). Pachové znacky bobii pouzivaji ke znaceni
hranice obyvaného uzemi a jejich pocet je nejvyssi na jate, kdy si subadultni jedinci hledaji nova teritoria
(Rosell et al., 1998). Pokusy ukazaly, Ze ptitomnost vymeésku analnich zlaz v bobry neosidleném potoce
zvysuje frekvenci bobtich navstév (Vorel et al., 2020). Je tedy vysoce pravdépodobné, Ze pfi parovani
bobrt hraji chemické signaly velkou roli.

Cytonuklearni nerovnovdha muze byt také pozlstatek pivodu reintrodukovanych bobrt
z ruznych reliktnich populaci, kde jsou fixovany rozdilné MHC alely a mitochondridlni haplotypy
(,,ancestral linkage disquilibrium®). To je vSak v rozporu s vysokou nalezenou mirou prokfizenosti
v ¢eskych admixovanych populacich. Mimo to bychom v takovém piipadé meli zaznamenat i vazbu
mezi mikrosatelitovymi markery.

Kftizenci geneticky vzdalenych linii mohou mit snizenou fitness v disledku nekompatibility
mitochondrialniho a nuklearniho genomu (Burton et al., 2013). Experiment s klanonoZci (Copepoda)
ukazal, ze vztahti mezi mitochondridlnim a nuklearnim genomem se ucastni velké mnozstvi genl a
bariéry mohou vznikat i mezi blizce piibuznymi taxony (Pereira et al., 2021). V hybridni zéné dvou
poddruhti kralika divokého (Oryctolagus cuniculus) prostupuje mtDNA mezi obéma poddruhy
v mnohem mensi mife, neZ je tomu u autozomalnich markerd (Carneiro et al., 2013). Bizoni
s introgresivni mtDNA ze skotu maji zase v priméru nizsi hmotnost (Derr et al., 2012). Cytonuklearni
hybridii s mitonuklearnimi inkompatibilitami.

V Ceskych populacich jsem nalezl vSechny alely DRB, jez lze ocekavat na zakladé
mikrosatelitovych markerti, mitochondridlnich haplotypti (Albrechtova, 2011; Munclinger et al., in
prep.) a také predpokladaného pivodu ceskych populacich (Nahlovsky, 2019). Nejsou zde pfitomny
pouze alely z asijskych reliktnich populaci v Mongolsku, Tuvé a na zapadni Sibifi. Co se tyce lokusu
DQA, mame v Cesku zastoupeny v$echny tii alely. Je velmi nezvyklé, Ze reintrodukované populace
vykazuji vyssi genetickou variabilitu nez populace zdrojové. Naptiklad invazivni populace myvali
v Evropé ma mnohem nizsi genetickou diverzitu nez zdrojové americké populace (Biedrzycka et al.,

2020a), stejné tak reintrodukované populace rysa ostrovida (Lynx [ynx) maji niz$i genetickou diverzitu
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nez zdrojové populace (Bull ef al., 2016). Je to opét dikaz, Ze sniZeni variability v bobfich reliktnich
populacich bylo opravdu dramatické a i velmi malo jedinct z nékolika reliktnich populaci da vzniknout
nové populaci s vyssi genetickou diverzitou.

Hned pét alel DRB se vyskytuje v subpopulaci JSU, jez obsahuje hlavné vzorky z jizniho
Bavorska. Zde se nejspiSe setkavali bobti pochazejici z vice reintrodukénich udalosti uskuteénénych
v Bavorsku v druhé polovin€ minulého stoleti (shrnuje Zahner, 1997), mozny je také vliv reintrodukci
v Rakousku (Sieber & Bauer, 2001). Uvazime-li postupné Sifeni zapadoceské populace z Bavorska pies
Sumavu a Cesky les az do Prahy, pak vypada zajimavé vysoka diverzita v subpopulaci PLZ okolo Plzné
a na Berounce, kde se oproti potencialnim zdrojovym populacim RAD a SSU objevuje alela sp, jinak
ze zapadoCeské populace znama jen okrajové z jizniho Bavorska. Vysvétleni tohoto zdanlivého
paradoxu nam dava geografie, zdrojovymi populacemi PLZ jsou potencialn¢ vSechny Ctyfti feky, jejichz
soutokem vznika Berounka (Mze, Radbuza, Uhlava, Uslava).

Tak trochu zahadou je pfitomnost hned Sesti alel DRB v dolnovltavské populaci. Kromée
v zapadoceské populaci velmi vzacné alely fi ptivodem z Norska se zde vyskytuje i vychodoevropska
alela n2, jinak zndma pouze z jihomoravské populace. Dalo by se uvazovat o expanzi jihomoravské
populace az do Prahy, tato moznost vSak neni pfili§ pravdépodobna. Kolem soutoku Vltavy a Labe
mame unikatni moznost sledovat Cerstvé vzniklou kontaktni zéonu mezi expandujici labskou reliktni
populaci a admixovanou zapadoceskou populaci. Z pohledu studia MHC je vsak velka Skoda, ze alela
al se vyskytuje jak v labské, tak i v zapadoCeské populaci, kde ovsem jisté pochazi z b&loruské reliktni

populace.
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4.4. Mozna budouci témata vyzkumu

Tato diplomova prace ukazala mnoho potencialnich oblasti budouciho vyzkumu. V blizké dobé
planujeme ove¢tit vztah MHC alel a fyzické kondice bobri. Jako ukazatel fyzické kondice byla u bobrt
jiz n¢kolikrat Gisp€sné pouzita kombinace télesnych mér reprezentujicich ukladani tuku v ocasu (Parker
et al., 2017, Mortensen & Rosell, 2020). Dale se chceme zaméfit na analyzu disperze v bobiich
populacich s pfihlédnutim k moznému asortativnimu kfizeni. VySetiime rozdily v disperzi mezi
pohlavimi, miru promichéni ptivodnich genomut z reliktnich populaci ¢i detaily struktury noveé
zalozenych populaci. K tomuto ucelu jiz nepostaci zavedeny set mikrosatelitovych markert, hodlame
vyuzit celogenomové piistupy.

Rozdilnou vnimavost bobrit vi¢i pachim jedincG z rlznych reliktnich populaci by bylo
zajimavé overit s prihlédnutim k alelam MHC. To by mohlo mnohé napovédét o moznosti pohlavniho
vybéru na zéklad¢ MHC. Ztejmé by nebylo obtizné modifikovat k tomuto ucelu pokus Vorla et al.
(2020) s vyméskem analnich zlaz rozmichanym v mydle.

Jist¢ by nebyl od véci rozsahlejsi vyzkum patogenil rozsitenych v ¢eskych bobtich populacich.
Z evropskych bobiich populaci jsou hlaseny i velmi nebezpecni parazité, jako je méchozil bublinaty,
lamblie, svalovec (7richinella) nebo bakterie zptisobujici tularémii, leptospirézu ¢i yersiniézu (Girling
et al., 2019). V souvislosti s tim 1ze ovéfit vztah mezi pfitomnosti patogeni a nesenymi alelami MHC.
Vysledky takovéto studie by pak mohly byt pfinosem i pfi planovani reintrodukénich programd.

Bylo by pfinosné provéfit variabilitu také na MHC prvni tfidy, které jsem se zde nevénoval. O
ni mame pouze velmi kus¢ informace na zdklad¢ studia alozymu (Ellegren et al., 1993). Pravé MHC 1
vSak muze byt dulezité v obrané proti intracelularnim patogentim, jako je naptiklad piivodce tularémie
Francisella tularensis. Lze také provéfit situaci u dalSich gentl, jejichZ produkty se uplatiiuji v imunitg,
napiiklad TLR. Jednotlivé reliktni populace bobrl byly dels$i dobu navzajem izolované, mohlo by tedy
byt zajimavé vySetfit situaci u proteint Gc¢astnicich se molekularnich mechanismi oplozeni, o nichz je
znamo, ze podléhaji rychlé evoluci a spole¢né s MHC mivaji nejvyssi podil nesynonymnich mutaci
(Meslin et al., 2012).

Jist¢ bude zajimavé sledovat nove utvoienou kontaktni zonu mezi dvéma populacemi, jez se
ustanovila nedaleko Prahy. Pro sledovani chovani MHC alel vSak nejsou stavajici markery moc vhodné,
jelikoz vechny alely labské populace se nachazeji i v populaci ze zapadnich Cech. Zde by tedy bylo
nutné vysetfit situaci u dalSich MHC gen.

Nase prace tedy pfinesla nova zjisténi o chovani MHC genl v pfirozenych populacich a o
struktufe populaci bobra evropského. Mnohé dalsi otazky vsak zistavaji nezodpovézeny a bude potieba

dalsiho vyzkumu.
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5. Stru¢né shrnuti

1.

Lokus DRB byl u bobra evropského v minulosti pod vlivem pozitivni a balancujici selekce.
Pozitivni selekce se zde projevuje vysokym pomérem nesynonymnich mutaci, na balancujici
selekci ukazuje hlavné nizkd divergence mezi sesterskymi druhy a nesoulad fylogenetickych
stromu s historii druhu. Sekvence DQA jsou u obou druhti bobrti evoluéné velmi konzervované
a variabilita je zde extrémné nizka.

Nedavny bottleneck populaci bobra evropského se odrazil ve vyrazné redukci variability genu
DRB. Je obdivuhodné, ze i s takovymto snizenim genetické diverzity dokazali bobfi znovu
uspésné expandovat.

V nove¢ zaloZenych bobftich populacich piisobi na MHC geny piirodni vybér. Uplatiuje se zde
DAA a nalezl jsem poruseni cytonuklearni rovnovahy, jez by mohlo ukazovat na asortativni

ktiZeni.
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