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Proc je dulezita geneticka diverzita?

* Geneticka diverzita pro zdravi v populaci, zasadni pro toleranci a
rezistenci k sou¢asnym i budoucim nemocem, patogeniim a
predatorum,

* Soucasny stav lze prisoudit mimo jiné i ke snizeni diverzity,

* Diverzita vCel byla hodnocena morfometrickymi znaky (parametry
kridel, pigmentace...)

 Je popsano na 31 poddruht (plemen, ras) véely medonosné

* Pomoci analyz DNA (hlavné mitochondrialni) byly popsany evolucni
linie: Zapadni mediteranni M, severni mediteranni C, africka A,
orientalni linie O...
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GenBank

CMO00054.5

CMO00055.5

CMO00059.5

CMO00060.5

CMOO00058.5

CMO00056.5

CMOD00063.5

CMO000681.5

CMO00062.5

CMO00068.5

CMOO00057.5

CMOO00067 .5

CMO00064.5

CMO00065.5

CMO00066.5

CMO000069.5

na

RefSeq

MNC_007070.3

NC_007071.3

NC_007072.3

NC_007073.3

NC_007074.3

NC_007075.3

MNC_007076.3

NC_007077.3

NC_007078.3

MNC_007079.3

NC_007080.3

MNC_007081.3

NC_007082.3

MNC_007083.3

NC_007084.3

NC_007085.3

MNC_001566.1

Size (bp)

20 893 408
15 549 267
13 234 341
12718 334
14 363 272
18 472 937
13 219 345
13 546 544
11120 453
12 965 953
14 726 356
11902 654
10 288 499
10 253 655
10 167 229

7207165

16 343

GC content (%)

n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a

n/a

15

Genu celkem 12 398

9935
2421

Protein-kodujicich
Nekodujici geny

CHROMOZOMY
VEELY MEDONOSNE
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* Mitochondrialni DNA (mtDNA) vétsiny zivocCisnych druhl ma 16 az
20 kb,

* Mitochondrialni genom vcely medonosné zapadni ma priblizné
16,5-17 kb,

* Referencni genom NC 001566 ma 16 343 bp, Kompletni genom
MmtDNA karniolské rasy (MN250878) ma 16 358 bp,
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MtDNA

v * Kompletni sekvence mitochondrialni
DNA vcely medonosné (Apis mellifera) je
u sekvenovaného kmene dlouha

0 ’

w ¢ 13 genu kddujici proteiny

w o
o 22 genu tRNA

 * geny rRNA (s a [-rRNA)

<

* R HCrozier, Y C Crozier, The mitochondrial genome of the
honeybee Apis mellifera: complete sequence and genome

Barcod
sekvence

organization,, Genetics, Volume 133, Issue 1, 1 January 1993,

Pages 97-117, https://doi,org/10,1093/genetics/133,1,97

A

MT DNA se pouziva pro fylogeografii a genetické studie,
nejsou nebo nizké rekombinace, vyhodné pro studium
evoluce, konzervované struktury a uniparentalni dédic¢nost,

NorS
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Jakou variabilitu lze pozorovat?
Molekularni genetické markery

* bi-alelicky jednonukleotidovy
polymorfismus (SNP) v kédujicich nebo
castéji v nekodujicich intronovych Ci
intergenovych regionech

« inzerce-delece nukleotidu (indel)

. .ccccggoctgacaagtgtglggtocccacagg. - .
. .ggggccgactgttcacacBecagggtgteo. ..

. .ccccggctgacaagtgtgBggtcccacagg. - .
. .ggggccgactgttcacaclcoccagggtgtee. ..

SNP

delece C v oblasti sekvence ACA

..ccccggctgigiagtgtgcggtcccacagg...
- -ggggccgaclg

tcacacgccagggtgtce. ..

. .ccccggectgaaagtgtgecggtcecccacagg. . .
. .ggggccgacktttcacacgccagggtgtcc. ...

* X

) * *
W. ] * *

® .. ** . **
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>

Sekvenator

Kapilarni elektroforézou se jednotliva vliakna rtizné délky oddéli podle velikosti a
odecte se odpovidajici fluorescencni barva, ktera oznacuje bazi pritomnou v daném
misté DNA.

Napr, retézec dlouhy 100 nukleotid( vyzaruje zelené svétlo, tj, v pozici 100 templatu
se nachazel adenin.

\TATTCGCTCCRTCTTTGGA AAT
100 110 120

D],
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&Y SeqScape Software4 -  Genetika MENDELU is logged in
File Edit View Tools Analysis Window Help
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ldentifikace sublinii (mitotypy) v linii C (carnica)

v
Vyuzivaji se zejména tyto dve sekvence mtDNA

* Sekvenovani intergenové oblasti COI-COIl (tRNA'eY-cox2)

* se sklada ze dvou mitochondrialnich gent: transferové RNA (tRNA)-Leu,
a podjednotka cytochromoxidazy Il (cox2)

* Tento fragment obsahuje vysoké mnozstvi AT a vykazuje vyznamné
rozdily v délce a slozeni nukleotidi mezi populacemi véely medonosné,
Tento amplikon se stépi restrikcni endonukleazou Dral, ktera specificky
rozpoznava sekvenci TTTAAA, aby se urcila linie,Sekvenovani oblasti
barcodingu v genu COI (cox1)

A * To se porovnava se sekvencemi ulozenymi v databazich, jako je
BoldSystem a GenBank, Tento fragment DNA je v ramci taxonu vysoce
konzervovany a ¢asto se pouziva k rozliseni taxond. gz@ .
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Evolucni linie podle oblasti COI-COIll u A, m,

C-lineage
Q N I ]
. I Partial tRNAleu
A-lineage P, sequence
PoQ T [ l O3 P sequence
P,QQ W [ [ ] 1 Qsequence
[ ] Partial COIl
M-lineage
PQ [ ]
PQQ I I | ]
PQQQ NI I I l |
(FRPTTOOR PV TOV FOUPTTOVIN IOVOTTOR POV TV FYUNY TV FUOT TV FOVOTTUTIN FUUIY TV P TP
0 500 1000 bp

Figure 2. Schematic representation of COI-COII intergenic region of the mtDNA examined in this study. It is composed of
partial sequences of tRNAleu and COII genes, and a variable number of non-coding sequences P and Q. Bees of C-lineage

have only one Q-sequence and no P-sequences, while A- and M-lineages have up to three Q-sequences and one P-sequence,

which occurs in two variants, i.e., Py in A-lineage, and P in M-lineage.

Oleksa et al, 2021 &
ilSAGREEDj
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Jakoukoliv odchylku (v dlsledku
mutace) nerozpozna -> misto
nebude stépit

Vysledkem je vznik nékolika
fragment, jejichZ pocet a pozice se
vyuzivaji pro urceni evolucni linie
(M, C, A, 0O...)

M100 C1 A4 A4 A1 Cc2 M100

* PCR produkt oblasti tRNA®U-cox2 mitochondridlni DNA pomoci elektroforézy v agarosovém
gelu, M: 100 bp DNA ladder, C1 a C2 (Q), A4 (P,QQ) a Al (P,Q) linie

ggg?

| J
ilsgc .Egoy

Co-funded by
@ O the European Union



AGREED

SAB54. 789 nucleotides.

——————————————————————————————————————————————————— GATCTGGAaTACTAGGATCATCAATGAGA
CTTATTATTCGAATAGAAT TAAGATCCCCAGGATCATGAATTAACAATGATCARATTTATAATACAATTGTTACTAGTCA
TGCATTCCTAATAATTTTT T T TATAGT TATACCATTTTTAAT TGGRAGGATTTGRAAATTGGCTTATTCCTTTAATACTAG
GATCACCTGATATAGCATTCCCCCGAATAAATAATATTAGATTTTGATTACTTCCTCCCTCATTATTTATACTTTTATTA
AGAAATTTATTTTAT CCAAGAC CAGGAACTGEATGAACAGTATATCCACCATTATCAGCATATTTATATCATTCTTCACC
TTCAGTAGATTTTGCAATTTTTTCTCTTCATATATCAGGRAATTTCCTCAATTATAGGATCATTAMACTTAATAGTTACAA
TTATAAT AT AT TTTTCTAT AAATTATGACCARATTTCATTATTTCCATGATCAGTTTTTATTACAGCAATTTTA
TTAATTATATCATTACCTGTAT TAGCTGGEAGCAATTACTATACTATTATTTGATCGARATTTTAATACATCATTTTTCGA
TCCT AT AGGAGG T GEAGAT CCAATTCT T TATCAACATTTAT T T - - - mmm e m e e -

=AB71. 789 nucleotides.

————————————————————————— GATCTTGTATATTATTCTAGCTTTATGATCTGLGAATACTAGGATCATCAATGAGA
CTTATTATTCGAATAGAAT TAAGATCCCCAGGATCATGAATTAACAATGATCAAATTTATAATACAATTGTTACTAGTCA
TGCATTCCTAATAATTTTT T T TATAGT TATACCATTTTTAAT TGGAGGATTTGLAAATTGGCTTATTCCTTTAATACTAG
GATCACCTGATATAGCATTCCCCCGAATAAATAATATTAGATTTTGATTACTTCCTCCCTCATTATTTATACTTTTATTA
AGAAATTTATTTTATCCAAGAC CAGGAACTGEATGAACAGTATATCCACCATTATCAGCATATTTATATCATTCTTCACC
TTCAGTAGATTTTGCAATTTTTTCTCTTCATATATCAGGAATTTCCTCAATTATAGGATCATTAMACTTAATAGTTACAA
TTATAATAAT AT TTTTCTAT AAATTATGACCARATTTCATTATTTCCATGATCAGTTTTTATTACAGCAATTTTA
TTAATTATATCATTACCTGTATTAGCTGRAGCAATTACTATACTATTAT T TGATCGAAATTTTAATACATCATTTTTCGA
TCCT AT AGGAGG T GEAGAT CCAATTCT T TAT CAACATTTAT T T - - - mmm e m e e e e -

=A1826. 789 nucleotides.

————————————————————————— GATCTTGTATATTATTCTAGCTTTATGATCTGLRAATACTAGGATCATCAATGAGA
CTTATTATTCGAATAGAAT TAAGATCCCCAGGATCATGAATTAACAATGATCAAATTTATAATACAATTGTTACTAGTCA
TGCATTCCTAATAATTTTT T T TATAGT TATACCATTTTTAAT TGRAGGATTTGRAAATTGGCTTATTCCTTTAATACTAG
GATCACCTGATATAGCATTCCCCCGAATAAATAATATTAGATTTTGATTACTTCCTCCCTCATTATTTATACTTTTATTA
AGAAATTTATTTTATCCAAGACCAGGAACTGEATGAACAGTATATCCACCATTATCAGCATATTTATATCATTCTTCACC
TTCAGTAGATTTTGCAATTTTTTCTCTTCATATATCAGGAATTTCCTCAATTATAGGATCATTAMACTTAATAGTTACAA
TTATAATAAT AT TTTTCTAT AAATTATGACCARATTTCATTATTTCCATGATCAGTTTTTATTACAGCAATTTTA
TTAATTATATCATTACCTGTAT TAGCTGEAGCAATTACTATACTATTATTTGATCGAAATTTTAATACATCATTTTTCGA
TCCTATAGGAGGTGEAGATCCAATTCTTTATCAACATTTAT T T --- -~ -~ == - oo e e e oo -

*A1665. 789 nucleotides.

————————————————————————— GATCTTGTATATTATTCTAGCTTTATGATCTGLAATACTAGGATCATCAATGAGA
CTTATTATTCGAATAGAAT TAAGATCCCCAGGATCATGAATTAGCAATGATCAAATTTATAATACAATTGTTACTAGTCA
TGCATTCCTAATAATTTTT T T TATAGT TATACCATTTTTAAT TGGAGGATTTGGAAATTGGCTTATTCCTTTAATACTAG
GATCACCTGATATAGCATTCCCCCGAATAAATAATATTAGATTTTGATTACTTCCTCCATCATTATTTATACTTTTATTA
AGAAATTTATTTTATCCAAGACCAGGAACTGGATGAACAGTATATCCACCATTATCAGCATATTTATATCATTCTTCACC
TTCAGTAGATTTTGCAATTTTTTCTCTTCATATATCAGGAATTTCCTCAATTATAGGATCATTAAACTTAATAGTTACAA
TTATAATAAT AAAAAATTTTTCTATAAATTATGACCAAATTTCATTATTTCCATGATCAGTTTTTATTACAGCAATTTTA
TTAATTATATCATTACCTGTAT TAGCTGEAGCAATTACTATACTATTATTTGATCGAAATTTTAATACATCATTTTTCGA
TCCTATAGGAGGTGEAGATCCAATTCTTTATCAACATTTATT T - - -~ = == m e e oo -

Individualni

sekvence

tRNA'€U-cox2

e
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The Dral restrikéni spektrum tRNA'€U-cox2
fragmentu byly analyzovany in silico
pomoci programu Unipro UGENE

Dral test pro oblast COI-COll
Linie C

—————————————————— AACTTAAGATTCAAATATAAAGTAT T:CTTTTAT TARAATTTCCC-ACTTAATTCATAT TAAEATAAAT TAATAACAATTTTTAATARRATARATAATTAATTTTAT

1 5 10 15 20 25 30 a5 40 a5 50 55 &0 85 70 75 80 g5 %0 95 100 108 110 15 120 125 130 136
—————————————————— TTGAATTCTAAGT'I‘TATATTTCATAAAAA‘TTTGAAAATAATTTTAAAGGG—TGA.’AT TAAGTATAATTAAATTTTTATTTAATTATTGTTAAAAATTATTTTATTTATTAATTAARATA

TTTTATATTGAATETTCAATCTTAAAGATTTAATCTTTTTAT TAAAATTAATARAATTAATATAARATAAAACAMAATATARCAGAATATATTTATTAAAATTTAATTTATTAARAATTTCCACATGATTCAT

137 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 250 265 272
AR AT AT AR T T AR A A T T T A A G T T AGA AT T T C T AR AT T AGA R A A A T A A T T T T A AT T AT T T AA T A AT T TTAT T T TG T T T TAT AT TG T C T TATAT AR ATAATTTTAAATTARATAATTTTARAGGTGTACTAAGTA

ATTTATATTTCAAGAATCAAR T TCATATTATGCTGATAATT TART T TCAT TTCATAATATAGT TATAATAATTATTATTATARTTTCAACATTAACTGTATATATTATTTTAGATTTATTTATAAACARATTTTCA

273 280 285 280 295 300 305 30 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 70 ETE) 380 385 390 395 400 405 408
TAAATATAAAGTTCTTAGTTTAAGTATAATACGACTATTAAATTAARAGTAAAGTATTATATCAATATTATTAATAATAATATTAARGCGTTGTAATTGACATATATAATAARATCTAAATAAATATTTGTTTAAAAGT

AATTTA'I‘TTTT..ILTTA.!'—LAAHHTCATAATATTGAAATTATTTGAL"—LCAATTATTCCAL"—LTTATTATTCT..ILTTAATTATTTGTTT'I‘CCATCATTAAAAATTTTATATTTAHT'I‘G.E"—LTG.!'—‘:.E'—LATTGTAAATCCTTTTTTTTCAA

409 415 420 425 430 435 440 445 450 455 460 465 470 475 480 435 490 495 500 505 510 515 520 525 530 535 540 544
TTARAATARARATAATTTTTTAGTATTATAACTTTAATARACTTGTTAATARGGTTAATAATAAGATAATTAATAARCARAARGCGTAGTAATTTTTAARATATAARATTAAC TACTTTAACATTTAGGAAAAAAAAGTT

T A A A T O A A T T — = — = — = —— — — — o —

45 g50 B85 560 EB5 ET0 BT5 Ea0 B85 250 595 500 805 810 615 820 825 830 6837

B AT T T AG T T A A~ — —— ——— ——— — o m e m
B DCral Restriction Site 45..50
B DCral Restriction Site 26..91
B DCral Restriction Site 149,154
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Linie A

—————————————————— ARCTTAAGATTCAAATATARAGTAT T:CTTTTAT TARAATTAATARATTAATATAARATAARARCARAARTATAACAARATATATTTATTAAAATTTAATTTATTAARAATTCCCC

1 5 10 15 20 25 3o 35 40 45 50 55 60 65 Ta 75 aa 85 50 95 100 105 110 115 120 125 130 136
—————————————————— ITGAART T AAGT T TATAT T T AT AR A A A T T T GA A R A T A AT T T T AR T T AT T T AA T TA T AT T TTAT T T TGT T T TAT AT T GTTTTATATARATARTTTTARATTAAATAATTTTAAGGGE

ACTTAATTCATATTAA:AATAAAT TAATAACAATTTTAATAARAATAAATARATTARATTTATTTTTATATTGAATTTTTAATTCAATCTTAARAGATTTAATCTTTTTATTAAAATTAATAAATTAATATAARRA

137 140 145 150 155 150 165 170 175 180 185 190 185 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 250 265 272
TGCARATTAAGT AT AA T T AR AT T TTTAT TT AR T TAT T GT T AR A AT TAT T T TAT TTAT TAA T TA A AT AR A A AT AT AACTTAR A A AT TARGTTAGAATTTCTARAATTAGARARATARATTTTAATTATTTAATTATATTTT

TAAAACAAAATATAATAGARATATATTTATTAAAATTTAATTTATTARAAATTTCCACATGATTCATATTTATATTTCAAGAATCAAATTCATATTATGCTGATAATTTAATTTCATTTCATAATATACGTTATAATAR

273 280 285 280 295 300 305 310 35 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 370 &7 380 385 390 395 400 405 408
ATTTTGTTTTATATTATCTTATATAAATAATTTTAAATTARAATAATTTTAAAGGTGTACTAAGTATAAATATAAAGTTCTTAGTTTAAGTATAATACGACTATTARAATTAAAGTAAAGTATTATATCAATATTATT

TCATTATTATAATTTCAACATTAAC TG TATATATTATT T TAGAT T TATTTATARATARATTTTCAARTTTATTTTTATTAAARAAATCATARATATTGARATTATTTGAACAGTTATTCCAATTATTATTCTATTAAT

409 415 420 425 430 435 440 445 450 455 450 465 470 475 450 485 480 495 500 505 310 515 525 330 335 340 544
AGTAATAATATTAAAGTTGTAATTGACATATATAATAAAATCTAAATAAATATTTATTTAAAAGTTTAAATAAARATAATTTTTTAGTATTATAACTTTAATAAACTTGT CAATAAGGT TAATAATAACGATAATTA

TATTTGTTTTCCATCATTAAAAATT'I‘TATATTTAATTGATGAAATTGTAAATCCTTTTTTTTCAATTAAATCAATT —————————————————

545 550 555 560 565 570 575 580 585 590 595 600 605 610 615 620 625 630 ‘837
ATAAACAAAAGGTAGTAATTTTTAAAATATAAATTAACTACTTTAACATTTAGGARAAAARAGT TAATTTAGTTAR—————————————————

B Dral Restriction Site 45..50
B Dral Restriction Site 153..158
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* Haplotypy identifikované v obou oblastech byly
charakterizovany pomoci vicenasobného

prirovnani sekvenci s pouzitim Kalign
www,ebi,ac,uk/jdispatcher/msa/kalign

i ¢ Dalsi vhodné MSA nastroje vhodné pro stredné
L velké zarovnani

ae Clustal Omega (ktery ke generovani zarovnani pouZivé nasazené
vodici stromy HMM profile-profile techniky k tvorbé alignment)

O
< * MAFT (pouziva Fast Fourier Transforms)
* www,ebi,ac,uk/jdispatcher/msa

* Programy MEGA, Unipro UGENE

[ New Project* UGENE

m MX: Alignment Explorer (MSAhemoglob.fa)

File Actions Settings Tools Window Help
A Data Edit Search Web Sequenc B o 3G Sanger data analysis YlE g o
B NGS data anal »
1l = B |||| W Align by ClustalW | @ ELASTE o onayse . e
. Align by ClustalW {(Codons) % . Multiple sequence alignment  * [] Align with MUSCLE...
&
Protein Sequences l 6 Align by MUSCLE | H'—w " Cloning » EJ Alignwith ClustalW...
Species/Abbry Align by MUSCLE (Codons) w Primer » ) Alignwith ClustalO... A
1. HBA1_Danio_rerio - . A Search for TFBS » B Align with MAFFT... 1
2. HBA1_Xenopus_tropicalis B Mark/Unmark Site r HPO1 HMMERtuu\s » b Align with TVC.DFFEE .
_ . — Align Marked Sites HPO2 Build dotplot... K Align with Kalign...
3. HBA1_Microcephalophis_gracilis| 20 LA EE = HPO3 | Eremereern T T AEEE
4. HBA1_Galus_gallus Unmark Al Sites 01
= - - HPO4 £ Query Designer. AACTTA
5. HBA1_Monodelphis_domestica Delete Gap-Only Sites HPOS  Wordlow Designer. [ 1AACTTA
§. HBA1_Ornithorhynchus_anatinug v Auto-Fill Gaps HPO6 [ 1AACTTA
7 HRA1 | nxndnnta africana

Nastroje pro multiple sequence alignment - MSA

TTTTATTAAAATTtccccAcTtAatTcAtATtAAtttAAAaATAAattAATAacaaTtTTtAAtaaaAtaaataattAATTEtatt

™72 74 76 78 & &8 2 s 95 100 102 104 106 108 10 12 114 116 115 120 122 126 126 126 130 132 134 137
ﬁTTTTATTAAAATTTCCCCACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTTATT1U
FTTTTATTAAAATTTCCC-ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTITATT 120
FTTTTATTAAAATTTCCC-ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTT - AATAAAATAAATAATTAATTTTATT 119
FTTTTATTAAAATTTCCC- ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTT - AATAAAATAAATAATTAATTTITATT 119
FTTTTATTAAAATTTCCC- ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTT - AATAAAATAAATAATTAATTTITATT 119
FTTTTATTAAAATTTCCC-ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTITATT 120
S#TTTTATTAAAATTTCCC-ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTITAATAAAATAAATAATTAATTTITATT 120
#TTTTATTAAAATTTCCC-ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTITATT 120
FTTTTATTAAAATTTCCC- ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTITATT 120
¥ TTTTATTAAAATTTCCCCACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTITATT 121
FTTTTATTAAAATTTCCCCACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTITATT 21
FTTTTATTAAAATTTCCCCACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTTATT 21
FTTTTATTAAAATTTCCC- ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTITATT 120
FTTTTATTAAAATTTCCC- ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTT - AATAAAATAAATAATTAATTTITATT 119
FTTTTATTAAAATTTCCC-ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTT -AATAAAATAAATAATTAATTTITATT 112
S#TTTTATTAAAATTTCCC-ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTT -AATAAAATAAATAATTAATTTITATT 119
FTTTTATTAAAATTTCCC-ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTT - AATAAAATAAATAATTAATTTITATT 119
FTTTTATTAAAATTTCCC- ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTITATT 120
FTTTTATTAAAATTTCCC- ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTITATT 120
FTTTTATTAAAATTTCCC-ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTITATT 120
34TTTTATTAAAATTTCCC ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTTATT 120

S TTTTATTAAAATTTCCC- ACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTITATT 120
”TTTTAIIAAAAITAATAAAIIAATAIAAAATAAAACAAAATATAACAAAATAIATTTATTAAAATTTAATTTATTAAAATTCCCCAlﬂ
FTTTTATTAAAATTTCCCCACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTTAATAAAATAAATAATTAATTTITATT 21
STTTTATTAAAATTTCCCCACTTAATTCATATTAATTTAAAAATAAATTAATAACAATTTTITAATAAAATAAATAATTAATTTITATT 21
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Restriction site Dral
[RNAM = gray; Po— orange ; Q - blue (2" duplication of Q - black ); cox2— purple

e ition by Franck et
Site position without Py and Q insertion 25
Cla
c21
C2e
c2d
c2c
c23
C2s
cod? |
c2i

c2y

Alha

Ads AACTTAAGATT TATAAAGT
Adna

Site position with 0 and @ insertion 25

cla
c21
Cc2e
c2d
c2c
c23
c2s
c2d7
c2i
c2y
Alha
Ads
Adna

112 115
112 - parsimony informative site

11 12 13 14 5§

Cla
c21
c2e
cad
c2c
c23
c2s
c2d7
c2i
c2y AATTCATATT?
Alha TTTAAAAATAAATTAATA
Ads TAATTTAAARATAAATTA
Adna

116
Cla TTTATTTTTATAT

c21 T TTTATAT TTTT ARATT

ATTGAATTTT ARATTCAATCT

c2d T 2 T AAA] \TTTAR’

c2c TTTTATATTGRATTTT ARATTCAATCT GATTTAATCTTTTTATT.
€23 T TTTAATCT'

C2s

c2d7
c2i

c2y

Alha
Ads

Adna

201, 202 -

Cla
c21

c2d TAATATAARAT,
C2c TAATATAARAT.
c23 : | B
c2s
c2d7
c2i
c2y
Alha
Ads
Adna A AR, V. A \CAGAATATAT
254 256 212 274

Cla
c21
c2e
cad
c2c
c23
c2s
c2d7
cei
c2y
Alha
Ads
Adna

Cla
c21
c2e
c2d
c2c
c23

c2d7
c2i
c2y
Alha
Ads
Adna

Cla
c21
Cc2e
c2d
c2c
c23
c2s
c2d7
c2i
c2y
Alha

Adna

Cla
c21
C2e

ATTCCCCACTTAATTCATATTAATTT: TAAATTAATAACHRTTTTAAT:
2 ATTECCCACTTAATTCATATTAATTTARARATAAATTAATAATAATTTTAAT:
/308 B0 /347

TAARTAATTAATTTTATTTTTATATTGAATTTTTAATTCAATCTTARAGATTTARTCTTT
TAAATAATTAA- TTATTTTTATATTGAATTTTTAATTCAATCTTAAAGATTTAATCTTT

TTATT: TTAATAAATTAATAT T: Ci TATARCAGAATATATTTATTAR

TTATTARAATTAATAAATTAATATAAARTARA. ARTAT. GAATATATTTATTAR

21

ATATTTAT:

51
a

BAATTTAATTTATTAAA 7

CCACATGATT CAAGAATCAAAT

511 - parsimony informative site

cla
c21
Cc2e
c2d
c2c
€23
c2s
c2a7
c2i
c2y
Alha

Adna

586 - parsimony informativ

TTATGCTGATAARTTTARTTTCATTTCATAATATAGTTATAATAAT TATTATTATAATTTC

TTATGCTGATAATTTAATTTCATTTCATAATATAGTTATAATAAT TATTATTATAATTTC

GATAATTTAATTTCATTTCATAATATAGTTATAATAAT TATTATTATAATTTC

TTATGCTGATAATTTARTTTCATTTCATAATATAGTTATAATAAT TATTATTATAATTTC

TTATGCTGATARTTTARTTTCATTTCATAATATAGTTATAATAAT TATTATTATAATTTC

TTATGCTGATAATTTAATTTCATTTCATAATATAGTTATAATAAT TATTATTATAATTT
. ca ;

TTAT!

AATATAGTTATAATAAT TATTATTATAAT

TTATGCTGATAATTTAATTTCATTTCATAATATAGTTATAATAAT TATTATTATAATTTC
AT: TCATAATATAGTTATAATAAT TATTATTATAATTTC

AATTTAATTTCATT

TAR'

TCA!

'CATAATATAGTTATAATAAT TATTATTATAAT

ATAR'

TTATGCTGATAATTTAATTTCATTTCATAATATAGTTATAATAAT [BATTATTATAATTTC
AATAAT @ATTATTATAATTTC

TTATGCTGATAATTTAATTTCATTTCATAATATAGTTATAATAAT @ATTATTATAATTTC

TTATGCTGATARTTTAATTTCATTTCATAATATAG

586

site
23 24 25

381 387

ARCATTAACTGTATATATTATTTTAGATTTATTTATARA CRAATT CTCRAATTTATTTTT
TTATTTTAGATTTATTTATAAA CAAATT CTCAAATTTATTTTT

ARCATTAACTGTATE

ARCATTAACTGTATATATTATTTTAGATTTATTTATARA CAAATT TCAAATTTATTTTT
ARCATTAACTGTATATATTATTTTAG! 'ATTTATAAA CAAATT @TCARATTTATTTTT

ARCAT'

640 646

parsimony informative site

252
ATTTCCACATGATT TATATTTATATTTCAAGAATCAAATTCATA
ATTTCCACATGATT TATATTTATATTTCAAGAATCAAATTCATA
ATGATT IATATTTATATTTCAAGAATCAAAT” ATA

TTTCCACATGATT @ATATTTATATTTCAAGAATCAAATTCATA
ATTTCCACATGATT TATATTTATAT ARGAATCAAATTCA
ATTTCCACRTGATT @ATATTTATATTTCAAGAATCRAATTCATA

ARGAATCRAATTCATA
ATATTTATATTTCAAGAATCARATTCATA
ATATTTATATTTCAAGAATCARATTCATA
TATATTTATATTTCAAGAATCAAATTCATA
- ATTTCCACATGATT [@ATATTTATATTTCAAGAATCARATTCATA
AATTTAATTTATTAAAR ATTTCCACATGATT @ATATTTATATTTCAAGAATCRAATTCATA

\ACTGTATATATTATTTTAGATTTATTTATARA CRARTT CTCRAATTTATTTTT
ARCATTAACTGTATATATTATTTTAGATTTATTTATARA CRAATT BTCRAATTTATTTTT
ARCATTAACTGTATATATTATTTTAGATTTATTTATARA CAAATT MTCAAATTTATTTTT
ARCATTAACTGTATATATTATTTTAGATTTATTTATAAA CAAATT ETCAAATTTATTTTT
ARCATTAACTGTATATATTATTTTAGATTTATTTATARA CAAATT ETCAAATTTATTTTT
ARCATTAACTGTATATATTATTTTAGATTTATTTATARA CRAATT CTCRAATTTATTTTT
ARCATTAACTGTATATATTATTTTAGATTTATTTATAAA [BAAATT BTCAAATTTATTTTT
ARCATTAACTGTATATATTATTTTAGATTTATTTATAAA [WAAATT MTCAAATTTATTTTT
ARCATTAACTGTATATATTATTTTAGATTTATTTATAAA |RAAATT MTCAAATTTATTTTT

2
436

Cla ATTARAARATCATAATATTGARATTATTTGAACA ATTATTCCAATTATTATTCTATTAAT
c21 ATTAAAARATCATAATATTGARATTATTTGAACA ATTATTCCAATTATTATTCTATTAAT
C2e ATTAAAARATCATAATATTGARATTATTTGAACA ATTATTCCAATTATTATTCTATTAAT
c2d ATTAAAARATCATAATATTGARATTATTTGAACA ATTATTCCAATTATTATTCTATTAAT
c2c ATTAAAARATCATAATATTGAARATTATTTGAACA ATTATTCCAATTATTATTCTATTAAT
c2j ATTAAAARATCATAATATTGAAATTATTTGAACA ATTATTCCAATTATTATTCTATTAAT
C2s ATTAAARAATCATAATATTGAAATTATTTGAACA ATTATTCCAATTATTATTCTATTAAT
c2d7 ATTARAARATCATAATATTGARATTATTTGAACA ATTATTCCAATTATTATTCTATTAAT
c2i ATTAAAARATCATAATATTGARATTATTTGAACA ATTATTCCAATTATTATTCTATTAAT
c2y ATTAARARATCATAATATTGARATTATTTGAACA ATTATTCCAATTATTATTCTATTAAT
Alha ATTARAARATCATAATATTGARATTATTTGAACA @TTATTCCAATTATTATTCTATTAAT
Ads ATTAAARAATCATAATATTGAAATTATTTGAACA @TTATTCCAATTATTATTCTATTAAT
Adna ATTAAAARATCATAATATTGARATTATTTGAACA GTTATTCCAATTATTATTCTATTAAT
695

695 - parsinony informative site

2

Cla TATTTGTTTTCCATCATTAAAAAT "TGATGARATTGTARATCC

c21 TATTTGTTTTCCATCATTAAAARTTTTATATTTAATTGATGAAATTGTARATCCTTTTTT
c2e TATTTGTTTTCCATCATTAAAARTTTTATATTTAATTGATGARATTGTARATCCTTTTTT
c2d TATTTGTTTTCCATCATTAAAAATTTTATATTTAATTGATGARATTGTARATCCTTTTTT
c2c TATTTGTTTTCCATCATTAAAARTTTTATATTTAATTGATGAAATTGTARATCCTTTTTT
c2j TATTTGTTTTCCATCATTAAAARTTTTATATTTAATTGATGAAATTGTARATCCTTTTTT
c2s TATTTGTTTTCCATCATTAAAARTTTTATATTTAATTGATGARATTGTARATCCTTTTTT
c2d7 TATTTGTTTTCCATCATTAAAARTTTTATATTTAAT TGATGAAATTGTARATCCTTTTTT
c2i TATTTGTTTTCCATCATTAAAARTTTTATATTTAATTGATGAAATTGTARATCCTTTTTT
c2y TATTTGTTTTCCATCATTAAAARTTTTATATTTAATTGATGARATTGTARATCCTTTTTT
Alha TATTTGTTTTCCATCATTA TTTTATATTTAATTGATGAAATTGTARATCCTTTTTT
Ads TATTTGTTTTCCATCA? y TTTAATTGATGARATTGTAAATCC T
Adna TATTTGTTTTCCATCATTAAAARTTTTATATTTAATTGATGAAATTGTARATCCTTTTTT
Cla TTCAATTAAATCRATT

c21 TTCAATTARATCAATT

C2e TTCRATTARATCAATT

c2d TTCAATTAAATCAATT

C2c TTCAATTAAATCAATT

c2j TTCAATTARATCAATT

C2s TTCAATTAAATCAATT

c2d7 TTCAATTARATCAATT

c2i TTCAATTARATCAATT

c2y TTCRATTARATCAATT

Alha TTCAATTAARATCAATT

Ads TTCAATTARATCAATT

Adna TTCAATTARATCAATT

Zarovnani vicenasobného
sekvenovani pomoci Kalign
a rucniho zpracovani

tRNAeu-cox2

U ]

o
“ISAGREEDY
®e .";_LOO Co-funded by

e ®¢ =0 the European Union




AGREED

Pro detekci polymorfismU DNA a haplotypu v obou oblastech mtDNA s vyuzitim
vSech sekvenci z vicenasobného zarovnani sekvenci (ve formatu FASTA) byl

ouzit program DnaSP
p p g DNA ‘n'a/ulil(<'/)U[}/Hlt.'l}l/ll.\/ll

Nukleotidové substituce a inzerce/delece pro kazdy haplotyp byly uréeny
porovnanim pozic se sekvencemi bez primeru a referencnim genomem
NC 001566, (www,ncbi,nlm,nih,gov/nuccore/NC_001566 )

K identifikaci specifickych haplotypl tRNA€“-cox2 linii C a A byly vyhledany
referencni sekvence se 100% identitou, (BLAST,
blast.ncibi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) v nukleotidové databazi Narodniho centra pro
biotechnologické informace (NCBI) (GenBank),

K ovéreni haplotypt cox1 byl pouzit BLAST, Sekvence cox1 byla také ovérena

pomoci databaze BOLD(boldsystems.org/index.php/IDS Identificati%ﬂgﬁle_quest) S
r ® @ P ** . **
ISAGREEDg
e et O Co-funded by
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_001566
https://blast.ncibi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://boldsystems.org/index.php/IDS_IdentificationRequest

Detekované haplotypy tRNA€U-cox2

EROkYRE accession ral spectrum {dp (bp) accession number -
(% similarity) designated as

Q Cla PP350804 47, 41, 64, 420 572 JQ97769.1 (100) carnica
) Q c2l PP350810 47, 40, 64, 419 570 OR761864.1 (100) carnica
LL Q C2e PP350812 47, 40, 63, 420 570 1Q977702.1 (100) carnica
L Q c2d PP350805 47, 40, 64, 420 571 JF723977.1 (100) carnica
aa Q C2c PP350806 47, 40, 64, 420 571 JF723976.1 (100) carnica
O Q C2j PP350807 47, 40, 64, 420 571 KX463941.1 (100) carnica
< Q C2s PP350808 47, 40, 63, 421 571 JF723979.1 (100) carnica

Q C2d7* PP397042 46, 40, 64, 420 570 JF723977.1 (99,81) carnica

Q C2i PP350809 47, 40, 64, 420 571 JQ977703.1 (100) carnica

Q C2y PP350811 47, 40, 64, 420 571 JQ754650.1 (100) carnica
A “ P,Q Alha* PP430326 47, 108, 482 637 KX463739.1 (99,83) iberiensis

n P,QQ Ads PP430327 47,107, 192, 483 829 MW939597.1 (100) n,a,

n P,QQ Adna’ PP430328 47, 108, 190, 482 827 KX463793.1 (99,75) iberiensis

P g vou-unueu by
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C haplotypy COI-COll intergenove oblasti

Pozice/

Haplotyp

- 4 A4 » A4 A A4 A4 4 +

> > » » = > >» > > P

del

> > » » > > > P

O > 60 O 6 O 6 60 60 o

> > » >» > > > > P

a4 0O 0O O 0O 4 0o o 4 +H

g[8

A/T | A/del | g/ A/del T/C C/T
185 187 225 221 250 385
A

- -4 24 A4 0o -4 -4 0o o

c I
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Haplotypy v sekvenci pro barcoding (v COl)

Pozice/
Y Haplotyp

C/A A/G T/C
448

421

C/A
274
C

271

<L
=

T/C
259

C/T G/A
142 196

A/G
99

G/A
52

G/A
1

C

G

G
G
G
G
G
A
G

HpB_11

-

(o))
IR B B
e
Q.

T

dijydv

A

SIDAURECED
L
L
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Frekvence zjisténych haplotypl u A, m, v Ceské republice
tRNA'€U-cox2 cox1

HpBO1
Cla 155 0,5032 _ 64 0,2078

a2l 25 0,0812 o 0.2110
C2e 58 0,1883 " 0,0779
c2d 12 0,0390 p 0,0130
47 0,1526 4 0,0130
1 0,0032 a 0,0130
4 0,0130 1 0,0032
a7 R 0,0032 1 0,0032
c2i 1 0,0032 1 0,0032
C2y 1 0,0032 1 Ll
"~ Atha [ 0,0032 1 0,0032
B 0,0032 | HpB13 [ 0,0032
" Adna [ 0,0032 1 LI
" Total  [RELE 1,0000 1 0,0052 P

ED;
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Parametry diverzity haplotypl tRNA€U-cox2 a cox1

Haplotypova diverzita Hd
Molekularni diverzita it
Tajima’s D

tRNA'ev-cox2 (796 bp) 308 0,68186  0,00172 (1,38726-06)  -3,02386 (0,00249)
cox1 (658 bp) 308 16  0,71866  0,00203 (1,96124e-06) -1,60658 (0,10815)

Indexy genetické diverzity, v€etné nukleotidové diverzity

i, haplotypové diverzity Hd a Tajimova D pro testovani

hypotézy neutralni mutace, byly vvhodnoceny pomoci

balicku pegas v programu R,

Lze pouzit také DnaSP, MEGA, Arlequin g%@ .

..::._Zf.':‘:—foo Co-funded by.
™0 the European Union
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Haplotypove sité

* RMST (the randomized minimum spanning tree) haplotypové sité
znazornujici frekvence a vztahy haplotypa tRNA€U-cox2 a cox1
zjistenych v Ceské republice.

* Fylogeografické sité byly generovany metodou RMST s 1000
iteracemi pomoci funkce rmst v balicku pegas v R
e Muze byt pouzit program:
* PopART (Leigh, Bryant, 2015)

. Co-funded by
e "9 ™0 the European Union
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1 25

155

* Analyza haplotypové site
RMST mezi studovanymi 308
sekvencemi tRNA'eU-cox2

* Velikost kruht je Umérna poctu jedincu a
rizné barvy predstavuji rizné kraje

Adna

* g0 Co-funded b
Ath @& _-e-— o y
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* Analyza haplotypové site RMST mezi
studovanymi 308 sekvencemi cox1

HKK
JHC
JHM
L KVK

LBK
o hisk 7
T OLK i 44 134 HpB15
PAK
PHA “
PLK HoB16
STC P HpB14
ULK
VYS
ZLK

HpB12

HpB .

A
G ® °
(x\ ®
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Fylogeneticka analyza na zakladé sekvenci

1. MSA

2. Fylogeneticka analyza

* Konstrukce fylogenetickych stromu pro urceni evoluénich vztahl mezi
haplotypy A, melifera (tRNA'€U-cox2 a cox1) byla odvozena pomoci metody
Maximum Likelihood a Tamura-Nei modelu v programu Mega X.

e Bootstrapovy konsenzualni strom byl odvozen z 10 000 replikatu, Vétve
odpovidajici oddilim reprodukovanym v méné nez 50 % bootstrapovych
replikatu byly zhrouceny, Procento replikacnich stromd, v nichzZ se
souvisejici haplotypy shlukovaly v bootstrapovém testu (10 000 replikatu),
je uvedeno vedle vétvi.

e Pocatecni strom pro heuristické vyhledavani byl ziskan automaticky
pouzitim algoritmU Neighbor-Join a BioNJ na matici parovych vzdalenosti
odhadnutych pomoci modelu Tamura-Nei a naslednym vybérem topologie s
nejvyssi hodnotou logaritmické pravdépodobnosti. e

¥ ..;
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38 13 HpBO08

Ads
15 o —— HpB10
17 o 52— HpB13
((:321d7 1 HpB 11
a
o HpBO03
86 CZC 1 HpBO7
46 c2y 18
53 HpB12
C2s HpBO6

11 C2j " HpB16
13 C2i " — HpB14
73

Clineage are in red and A lineage in blue,

* Bootstrap konsenzualni strom * The bootstrap consensus tree cox1
haplotyp(l tRNAe¢-cox2 v Ceské haplotypes in the Czech Repubilic,
republice, Analyza zahrnovala 13 Analyza zahrnovala 16

nukleotidovych sekvenci, A total of
658 positions were included in the
final dataaset,

nukleotidovych sekvenci, Do
konecného souboru dat bylo
zahrnuto celkem 796 pozic,

Bootstrapovy konsenzualni strom pomoci metody maximalni vérohodnosti a modelu

A
Tamura-Nei, vedle vétvi je procento replikatd, u kterych bylo zjisténo shlukovani gfg?.;
odpovidajicich haplotypU (bootstrapovy test - 10 000 replikat(). QISAGR.EED
. irO Co-funded by
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Mikrosatelity (cc),,

velikost PCR

J primer primy mikrosatelit
’ n=8
5 (N) . AGCGCGCGCGCGCGCGCT(N),, 3152 bp
< 3 n=3
(N),AGCGCGCT(N),, 142 b
o (N) ., ,AGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCT(N),, 3
n=10
156 bp
Genotyp
166/156 152/152 142/142 156/152 156/142 152/142
— — — — — —/
<
‘0 156 bp| ~ -— p— =
STENS) 152 b — — —
€0 | P
e~
] 142 bp =
o
Y  §
rizné kombinace genotypu, které mohou byt v populaci s vyskytem uvedenych 3 alel mikrosatelitu (3 ?)6?0 ;
homozygotni, 3 heterozygotni) ‘F\ISAGR.EE[BQ
& .'M_Oo Co-funded by
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Priklad variability ve dvou populacich

154/156
154/160
154/156 156/160
154/156 154/156
156/156
154/154 ~ 126/160

154/160  154/154

154/154 154/160

154/156
156/156

populace malo variabilni
(3 alely, nizkd heterozygotnost)

154/160

160/162 /162
158/160

/162
158/162 158/160 164/
154/156 158/158
154/160  156/162
158/164

hodné variabilni
(9 alel, vysoka heterozygotnost)

&
IS.AGRFE[?jo
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* Mikrosatelity zUstavaji cenové dostupnym genetickym markerem se schopnosti
zachytit multilokusovou genotypovou informaci, kterou lze nasledné vyuzit k
odhadu genetické diverzity, populacni struktury, s vyuzitim v konzervacni
genetice a Slechténi Siroké skdly organismu.

o Co-funded b
L P S e o y
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Fragmentacni analyza

Kapilarni elektroforéza + fluorescencni detekce (pro presné urceni
velikosti fragmentu - alel)

Fragmenty se déli podle své velikosti v kapilare, Snimac detekuje
pruchod molekuly - jeji barvu a intenzitu signalu v urcitém case -
mensi fragmenty doputuji ke snimaci drive nez vetsi, Zaroven se
zkoumanymi vzorky jde velikostni standard, software vykresli
kalibra€ni kfivku a podle ni urci velikost i zkoumanych fragmentu,

Pristroj: geneticky analyzator

Analyza fragmentu byla provedena pomoci genetického analyzatoru
ABI PRISM 3500 (Applied Biosystems) za standardnich podminek
(polymer POP-7, matrice G5), velikost fragmentu byla presné
stanovena pomoci GeneScan™ 600 LIZ™ Size Standard a vyhodnoceg%@ .
pomoci softwaru GeneMapper v 6,0 (Applied Biosystems), L%,

* *
* 4 *

[ ]
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Mikrosatelitni lokusy a skupina multiplexnich primeru

Length Range Fluorescent

Primer sequence (nt) (bp) label Author Podminky cyklovani byly nasledujici:
95° C (2 min); 30 cykl(: 20 s
CGAAGGTTGCGGAGTCCTC 19 L () o o1l S5 denaturace pfi 95 ° C, 20 pfi 57
- - stoup et al, o D
GTCGTCGGACCGATGCG 17 1 P G 30s elongace pfi 72 * Ca
zavérecny krok prodlouzeni pfi 72
GAATATGCCGCTGCCACC 18 ) ° Cpo dobu 60 min
161-187 6-FAM (CT)y, Solignac et al,, 2003
TTTCGTTGCATCCGAGCG 18
AACGGTGTTCGCGAAACG 18 _
228-248 6-FAM (CT)g Solignac et al,, 2003
AGCCAACTCGTGCGGTCA 18
CCCTTCCTCTTTCATCTTCC 20
94-136 VIC (CT),(T),CTTCG(CT),, Estoup etal, 1994
GTTAGTGCCCTCCTCTTGC 19
AAAATGCGATTCTAATCTGG 20 -
249-309 VIC (GA);s Shaibi et al,2008
TTGCCTAAAATGCTTGCTAT 20
TGTCTGCCCTCCTCTCTGTT 20 _
147-169 NED (CT),5(TA)g Solignac et al,, 2003
CACATCGAGCGAGAAGGC 18
GTGTCGCAATCGACGTAACC 20
214-247 NED (CT),5(GGT), Estoup et al, 1994
GTCGATTACCGATCGTGACG 20
TCGTACAACGTCGCGCAA 18 _
147-182 PET (T)s(C),A(T)6(Cs) Solignac et al,, 2003

GCCGCTCGCCTGTATCTG 18




Vysledek mikrosatelity
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Variabilita - mikrosatelity

T Samples Plot
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A(B)024
A088
Ap043
Ap113
Ap218
Ap249
A007
A014
A079

Ap068

HB-C16-01
A(B)124

AP019

Ap273
Ap289
HB-C16-05

Ap049
Ap288

545

546

543

550

542

550

548

548

548

548

547

549

549

511

532

541

551

552

546

541

541
541

1,86

4
10
10

16

15
22
13
11
11

20

17

7

4

24

17

8

6
4

2,605
2,296
3,984
1,770
2,700
1,847
4,374
2,023
6,169
1,975
3,589
1,744

3,093

10,98
9

4,283
2,815
1,466
1,942
2,305
2,250
1,767
1,218

1,018
1,174
1,593
0,934
1,060
0,832
1,765
1,298
1,992
1,076
1,514
0,796

1,310

2,582

1,844
1,290
0,624
1,317
1,379
1,162
0,926
0,382

0,591
0,551
0,729
0,438
0,546
0,467
0,765
0,500
0,816
0,484
0,702
0,439

0,676

0,738

0,774

0,647
0,318
0,476
0,535
0,505
0,370
0,174

0,616
0,564
0,749

0,435
0,630
0,459
0,771
0,506
0,838
0,494
0,721
0,427

0,677

0,909

0,767

0,645
0,318
0,485
0,566
0,556
0,434
0,179

0,037

0,617
0,565
0,750

0,435
0,630
0,459
0,772
0,506
0,839
0,494
0,722
0,427

0,677

0,910

0,767

0,645
0,318
0,485
0,567
0,556
0,434
0,179

0,037

0,041
0,023
0,026
-0,007
0,133
-0,019
0,009
0,011
0,026
0,020
0,027
-0,029

0,001

0,188

-0,010
-0,003
0,001
0,018
0,055
0,092
0,148
0,031

0,012

ns

ns

ns

* %k %

% %k

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

% %k %

* %k %

ns

ns

ns

ns

ns

* %k %

% %k %k

ns

1,29 0,454 0,104 0,035

* \lypocty byly provedeny v
prostredi GenAlEx verze 6,5

* Byly vypocteny nasledujici
parametry: pocet alel (Na),
efektivni pocet alel (Ne),
Shannonuv informacni index
(1), pozorovana (Ho),
oCekavana (He) a
nezkreslena ocekavana
heterozygotnost (uHe) a
index fixace (F)
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* Wrightovy F statistiky (F.;, F,c @ F/;) navrzené Weirem a
Cockerhamem a rozlozeni genetické diverzity byly analyzovany
pomoci analyzy molekularni variance (AMOVA),

Locus

A(B)024
A0SS
AP043
Ap113
Ap218
Ap249
A007

A079

HB-C16-01
A(B)124
APO019
Ap273
Ap289
HB-C16-05

Ap049
Ap288

mn
=
I
(%]
|

-0,041 0,047 0,085
-0,096 0,000 0,087
-0,067 0,021 0,083
-0,092 -0,005 0,080
0,059 0,150 0,097
-0,100 -0,011 0,081
-0,067 0,017 0,079
-0,085 0,004 0,082
-0,061 0,030 0,086
-0,060 0,024 0,079
-0,063 0,028 0,086
-0,124 -0,031 0,082
-0,110 -0,008 0,092
0,082 0,186 0,113
-0,108 -0,018 0,080
-0,084 0,005 0,083
-0,072 -0,007 0,060
-0,064 0,019 0,078
-0,030 0,058 0,085
0,018 0,110 0,093
0,039 0,155 0,121
-0,066 0,015 0,076
0,054 0036 008
0,012 0,013 0,003

GenAlEx

Sum of ' gf" Estimated | Percentage of
squares squares variance | variation (%)
1

Between regional
populations

Among Individuals
Within Individuals

Total

77

476
553
1105

619,940 8,157 0,095

3231,345 6,789 0,388 6
3325,000 6,013 6,013 93
7176,285 6,496 100

A
G o °
5\ L ]
ISAGREED¢
®e 2 F°, Co-funded by
«®e =0 the European Union



AGREED

Byly vypocteny parové Neiovy nestranné a parové F.; genetické distance mezi populacemi
a pouzity pro analyzu hlavnich komponent (PCA),

¢) Principal Coordinates(PCoA) -1 vs2; based on Nei s pairwise distances - populations from flowers

GenAlEx
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d) Principal Coordinates(PCoA) - 1 vs 2 - Fst pairwise distances - populations from flowers
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* Kanalyze genetické diverzity a miry pfimési populaci v€ely medonosné byla pouzita bayesovska
metoda shlukovani STRUCTURE ver, 2.3.4. Bylo provedeno deset nezavislych simulaci, z nichz
kazda zahrnovala 10 000 burn-in krokd a nasledné 100 000 iteraci Markovova retézce Monte
Carlo (MCMC). Nasledné jsme pouzili programy Clumpak a Structure Selector, které
implementuji Evannovu metodu a Puechmailleovu metodu, abychom zjistili optimalni pocet
shluki (K), ktery nejlépe odpovida datim (AK, MedMeaK, MaxMeaK, MedMedK a MaxMedK).

Population from flowers
K=3 Population from flowers

a) Puechmaille Method b) Evanno method
MedMed K MedMean K Delta K

© * 020
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for MedMeaK, MaxMeaK, MedMedK, MaxMedK (Threshold=0.5) = 3
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* Pro urCeni genetické struktury a odvozeni genetické primeési byla
provedena diskriminacni analyza hlavnich komponent (DAPC)
pomoci balicku adegenet R (v ramci programu R).

PCA eigenvalues
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