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Uvod a cile re3er3ni prace

Mravenci jsou v mnoha terestrickych ekosystémecttokm elementem. Maji
znany vliv nejen na biotickou, ale i na abiotickou pbw prostedi v mis¢ svého vyskytu.
Vyznamré ovliviiuji popul&ni dynamiku jinych druth organisnd (nejen Ziva@ichu, ale i
rostin a hub), tok Zivin @mig’ovanim mdy a fizného organického materialu) a
dekompozini procesy. Jsou vhodnymi kandidaty pro monitoréwzénen Zivotniho prosedi.
Diky své unikatni socialni organizaci jsou talestym gedmétem vyzkumu zarteného na
poznani druhové a socialni diverzity této skupiny.

Tato reSersni prace fgdstavuje shrnuti publikovanych studi jako podklad
budoucimu vyzkumu rod®Rhytidoponerav ramci vyzkumu ekologie a evoluce mravien
fauny Melanésie, prové&dého Entomologickym Ustavem AR a Rirodowdeckou fakultou
JU. Zabyva se zhodnocenim molekularnich metod ésedwani DNA, popukné-genetické
metody) vhodnych k rekonstrukci popéméch a fylogenetickych vztéhu novoguinejskych
zastupé@ mravence rodiRhytidoponera ohledem na jejich distribuci v Austronéské otblas

V celkovém objemu fylogenetickych a poptria-genetickych praci, které byly
publikovany natznych druzickéeledi Formicidae, f@dstavuji studie na rodehytidoponera
jen velmi malowast. Prace &nujici se zhodnoceni fylogeneze a fylogeografiototdruhu
nejsou publikovany dbec. Z celkow 104 popsanych druhbylo dikladrgji z populané-
genetického hlediska prostudovano jen velmi malohitra to pouze ty, vyskytujici se
v Australii. Na zaklad tohoto dosavadniho poznani vSak #&uteydanych praci
piedpokladaji, ze vSech 12 déukiyskytujicich se na Nové Guineji (z toho 6 povaojch
za endemickeé) je ve své socialni organizacictéamiformni (polygynie s &Sim mnozstvim
gamergates). To je do jisté miryepvapive, nebdr. Rhytidoponerase vyznauje pongrné
vysokou variabilitou v socialni organizaci jednejith druti (Ward 1983; Tay & Crozier
2000; Chapuisat et al. 2000)figgmZ patrd nejpozoruhodgjsi zvlastnosti je existence
morfologicky neodliSenychd&hic schopnych rozmnozZovani tzv. gamergates.

Mozné rozkryti vztath mezi druhy a populacemiRhytidoponerana Nové Guineji by
meélo rozsfit sowtasny stav poznani této bezesporu zajimaveé skupiayand: a také pspet
k aktualni problematice studia vlilovéka na pralesni ekosystémy.

Jak bude detaitiji popsano dale, specificka Zivotni strategie ré&thytidoponerana

za nasledek eventualni omezeni migrace jéddw okoli. Proto by vztahy mezi populacemi



vybranych drubi r. Rhytidoponeramohly byt vhodnym indikdtorem vlivu fragmentace
biotopu na zivotaschopnost diéut naruSeném prastdi tropického pralesa.

Cilem této reSersSe je uvest vyhody a nevyhody myale molekularnich markérmpro
sledovani gibuzenskych vztahv ramci populacti na mezidruhové drovni. Pro pochopeni
fylogenetickych vztalh mezi mravenci na uarovni populace i vysSi je nicen@otebné
pochopit socialni organizaci sledovanych druktera ma vyznamny vliv na dalSi aspekty
Zivotni historie a evoluce (migrace, speciace).t@’fsem se pokusil shrnout a vyhodnotit
dosud publikované pracemujici se rodiRhytidoponera hlediska popukmé-genetického i

sociobiologického.

Detailngji by tato reSerSe tta odpowdét na nasledujici otazky:

1) Je polymorfismus na arovni mitochondrialni aeja@ DNA vhodnym markerem
pro mapovani vztah mezi populacemi a druhy rodRhytidoponerana velkych
prostorovych skalach?

2) Jaké molekularni markery pouzit pro mapovanahiztnezi populacemi na nizSich
prostorovych Skalach a jaky vliv m& komplikovanaciami organizace rodu
Rhytidoponerana jejich pouZiti?

3) Je rodRhytidoponeravhodnym organismem pro sledovani vlivu fragmentace

degradace biotopu a pokud ano, takifro

Nize uvedeny text jélenén na dva oddily a z&wetné shrnuti s odp@d’'mi na vySe
poloZzené otazky. Prvni oddil se podrélminuje sodasnému stavu poznaniRhytidoponera
s pihlédnutim na publikované popudl&-genetické studie. Druhy zhodnocuje molekularni
markery aplikovatelné ve studiu vztamezi druhy a populacemi a vybrané prace prénéd

pomoci &chto markeit na mravencich.



1. Biologie roduRhytidoponera (Mayr, 1862)

1.1 Taxonomicky status

Prvni druhy dnes rozeznavaného rddhytidoponerabyly popsany v polovi& 19.
stoleti a zeazeny do rodl Ponera(Latreille 1804; Le Guillou 1842; Smith 1858; Rod&60,
1861) aEctatommgSmith 1858, 1859; Mayr 1876; Emery 1883, 189Rdjytidoponerdyla
nasledg Mayrem (1862) zZ@mzena jako jeden z# podrodi Ectatomma

V roce 1897 Emery ustavRhytidoponerajako samostatny rod se @wa podrody
Rhytidoponera ChalcoponeraNasledi Wheeler (1922) povysChalcopterana samostatny
rod. Zasadni porovnani odliSnosti mBhiytidoponeraa Chalcopteraproved| Brown (1953) a
stanovil, Ze se nejedna o rozdilné skupiny a symigyval je.

Prvni revizi roduRhytidoponeragpublikoval Clark (1936)AvSak Brown (1958) tuto
revizi nepovazoval za z#llbu. Duvodem byly nejash definované odliSovaci chakteristiky
druhi. Sam v roce 1954 ¢&it a prezkoumal skupintR. impressgMayr 1876) a publikoval
poznamky ke skupiR. metallica(Smith 1858). V praci&nované tribu Ectatommini Brown
(1958) proved! pedk¥Znou revizi a evidenci vSech dosud popsanychidRimytidoponera a
zarover popsal ti australské a dva novokaledonsk#hy. Wilson (1958) zrevidoval druhy
vyskytujicici se v zapadni Melanesii a na Moluk&clpopsal jeden novy. Ward (1980a)
piezkoumal skupinu drudhz okoli R. impressas vyuzitim allozymové elektroforézy a
morfologickych charakteristik. DalSi jeho studie 98%) se ¥novala revizi drub
Rhytidoponeravyskytujicich se na Nové Kaledonii. Nejri8i praci vypracoval Andersen
(2000), zabyva se taxonomii dfukeverni Australie.

Dosud vSak nikdo nepublikoval zadny text, ktery by \¥noval klasifikaci a
fylogenetickym vztaim druhi rodu Rhytidoponerana podklad DNA, tak jak je v
souwasnosti BZné. Jedna z nepublikovanych praci zabyvajici se moéekulfylogenezi
australskych druhje od Reichel (2003). Studie je zaloZzena na jednaitotochondrialnim
(cytochrom b) a jednom nuklearnim genu ( el@ngafaktor 1 alpha). Vysledky tohoto
vyzkumu potvrdily monofylii roduRhytidoponeraa jeho nejblizSi fibuznost s rodem
Ectatomma. Zarovestanovuje dvanct kladzajimavych pro blizsi kvalifikaci rodu, nicmg&n
vztahy v ramci jednotlivych liniiipliS nerozesuje.

Tribus Ectatommini ustanovil Emery (1895b) jako gadz gti tribu podieledi

Ponerinae. Akoliv se v nésledujicich studiich v ramci Ectatomin{\WWheeler 1922; Brown



1958; Lattke 1994) mmily pocty rodi, Rhytidoponerar ném zistavala vzdy zazena.

Brown (1958) navrhl jako sesterskou skupinu ré&hytidoponeraod Heteroponera
ktery se vyskytuje v Jizni Americe, Australi a rmdovém Zélandu. Naproti tomu
fylogeneticka studie (Lattke 1994), zaloZena na fatogickych datech, stanovuje jako
nejbliz8i gibuzné tribuRhytidoponerarody Gnamptogeny$Jizni Amerika a Jihovychodni
Asie) a Ectatomma(Stredni Amerika a severrdst Jizni Ameriky). Vzajemné vztahy mezi
témito t'emi skupinami neuvadi. Keller (2000) v jeho kktm ezkoumani Lattkeho prace
uvadi jako nejblizSiho fibuznéhoRhytidoponerarod Ectatomma k této dvojici pak jako
sesterskou skupinu r@g@namptogenys.

Rozséahla prace Brown (2003), zgena na fylogenezieledi Formicidae na zakla&n
molekularnich dat, n@v ustanovuje patkled’ Ectatomminae zahrnujigity#i rody (mimo
trech vySe zmigtnych také rodTyphlomyrmex Ectatomminae je zde, spolu s dalSinii p
skupinami (Amblyoponinae (9 r&)l Heteroponerinae (3 rody), Paraponerinae (1 rod),
Ponerinae (25 ragd a Proceratiinae (3 rodyjazena do seskupeni tzv. poneromorfnich
pocteledi. Naproti tomu prace Saux et al. (2004), gidata vychazeji z uziti 28S rDNA
sekvenci, povaZzuje klad “poneromorfnich” pekkdi za polyfyletickou skupinu a &enuje z
négj Ectatomminae do “formikoidniho” kladu (tj. bliz&e skupinamFormicinae a
Myrmeciinae).

Toto podporuji i Brady et al. (2008/loreau et al(2006), kt¢i se zabyvaji fylogenezi
pievazné ¥tSiny rodovych linii mravenc Ob¢ prace vychazeji ze sekvenac#siho pdétu
genmi: Moreau et al. vyuZivaép nuklearnich gein (18S RNA, 28S RNA, wingless, long-
wavelenght Rhodopsin a abdominal-A) a jeden mitadnidlni (cytochrom 1), Brady et al.
(2006) naopak sedm nuklearnich §€mimo vySe zmiénych také elongai factor 1 alpha
F1 a elongéni factor 1 alpha F2). Mimoto se prace také shoduj@azeni roduEctatomma
jako nejblizsiho fibuzného kRhytidoponeraa roduHeteroponera(Heteroponerinag jako
nejblizSiho pibuzného ke skupé Ectatomminag a zaroveé urcuji nejblizSi gibuznost
seskupeni ectaheteromorfnidieferoponerinae + Ectatomminp&e skupig Formicinae +
Myrmicinae VySe uvedené poznatky praci z roku 2006 patdpoNard (2007) ve svém

¢lanku shrnujicim saiasné poznani fylogeneze a klasifikace skupiogmicidae



1.2 Ekologie roduRhytidoponera

V oblasti svého vyskytu jsou zastupciRhytidoponera rozsfeni ve velkém
mnozstvi rozmanitych habitabd pousti pes destné pralesy az p@stské oblasti. Hnizda se
nachézeji téri vyhradré v padé nebo v tlejicich stromechfipemz pidni hnizda jsodasto
pod kameny nebo stromy. Hnizda, ktera jsou nekriéii vétSinou malé, neupravené
hromady az velké kupy, které jsou pokryty listimglyimi castmi &tviécek a kaminky. Druhy
obyvajici destné pralesy mohou vzétmizdit ve stromechafww.ausralianants.ojg

Vyhledavani a siy potravy provadi kazda ébhice osamoceh V suchych
oblastech fedevSim veéer a v noci, v zalesnych mistech i fes den. Kooperativni transport
neni dobe vyvinut, vzaca vSak byl tento jev pozorovan u vstuplo hnizda. Svolavani
jinych &lnic k potravnimu zdroji v blizkosti hnizda priesinictvim chemického signalu
popisuje Ward (1981) u drihlR. chalybaeaR. purpureaDruhym pozorovanym svolavacim
signalem je stridulace (Ward 1981; Pamilo et al85)9Rhytidoponerapati v r¢kterych
oblastech svého vyskytu, nddad v Austrélii, k velmivyznamnym predaton a
mrchozZroutm. Jako dalSi potrav&dhto mravent se uvadi semena, duznina ovoce a také
medovice, kterou produkuje hmyzadu Hemiptera (Wilson 1958; Ward 1981),ip&tdy k
typickym potravnim generalist.

Transport dosfici, pii kterém je jedna d&nice prenasSena druhou, je Fippdk
pozorovartasto i u jinych drubh mravené. Casté sthovani hnizd je dokumentovano u diuh
R. metallica(Thomas 2002)R. confusaR. chalybaegWard 1981) a&Rhytidoponerasp. 12
(Pamilo 1985).



1.3 Biogeografie rodu Rhytidoponera

Distribuce rodu Rhytidoponera je omezena na Ausktmal oblast a naast Orientalni
oblasti nazyvané Indonéska, kde s vyjimkou dr&diytidoponera araneoides/skytujici se
na Filipinach, nef@sahuje do oblasti zapadond Wallaceovy linie (Bolton 1995). Ze 104
popsanych druh se jich 76 nachazitimo v Australii. Z této skutamosti Wilson (1959)
usuzuje, Ze mistem vzniku skupinghytidoponeraje pra¥ Australie, odkud doslo
k migracim do ostatnich oblasti vyskytu. Stanowijenigracni viny. Prvni, kterd umoznila
roz8teni na Novou Kaledonii, kde se v gasnosti nachazi 18 popsanych drufard
1984), a na Novou Guineu (12 popsanych drWilson 1958)), druha migéai vina
zahrnujici druhyR.nexaa R. araneoidesz Nové Guineje na ostrov Nova Britanie ratit
migratni vina druhuR. araneoidesktera probhla ze dvou oblasti: Z Nové Britanie na
severi od ni leZici ostrov Nové Irsko a z Nové Guinejehgdré na Salamounovy ostrovy a
zapadsg na indonéské ostrovy a Filipiny. Bolton (1995)ii#nje na indonéském ostré&wru
také druhyR. strigosaa R. subcyaneaPo jednom druhu ma Novy Zélan@.(chalybaeapn
Timor (R. hanieli).Nicmére je nutno podotknout, Ze Wilson nezalozil své&gwna zadné
exaktni biogeografické analyze, ale na pouhém pw@nolv morfologie a distribuce drih
austronézke oblasti . Je protelia tyto hypotézy povazovat za rfdig podloZzené.

Box 1. Druhy rodiRhytidoponeraryskytujici se na Nové Guinei a dalSi oblasticjejvyskytu (Bolton
1995).

R. abdominalis

R. aenescens

R. araneoides (Ceram, Aru, Australie, Nova Britanie, Nové losiSalamounovy
Ostrovy, Sulawesi, Filipiny)

R. celtinodis

R. hanieli (Timor)

R. inops

R laciniosa

R. nexa (Nova Britanie)
R. purpurea (Australie)

R. rotundiceps

R. strigosa (Aru)

R subcyanea (Aru)




1.4 Popula&né-genetické vztahy rodu Rhytidoponera

1.4.1 Obecné popul&né-genetické vztahy v ramci skupiny Formicidae

VSechen socialni hmyz Zije ve vysoce organizovarsi€enstvich, které se vSak u
jednotlivych druli i jejich jednotlivych populaci pozoruhog&gnodliSuji. Variabilita
v socialnim uspi@dani, nejen Ze ovliwje genetickou strukturu populaci, ale také&mvést
ke vzniku nového druhu pokud dojde k vyraznééminv socialni struktte, jez nasledn
ovlivni genofond sociakhpoznenénych populaci (Avise 2004).

Jednim z dleZitych faktofi, ktery m& vliv na odliSnou genetickou strukturepplaci
je mnozstvi samic (kraloven) v hn&dchopnych reprodukce (Ross 2001). Mnoho druh
mravend je typicky monogynni, tzn. Ze v hnizde nachazi pouze jedna kralovna, zatimco
jiné druhy maji kolonie polygynni s mnoha kralovinaschopnymi pét se a produkovat
potomstvo. Pr&y piitomnost mnoha kraloven péich se s &Sim mnozstvim sanicma vliv
na pokles genetickéfipuznosti mezi jedinci v porovnani s monogynnimaigganim (tzn.
pro idealni monogynni uspadani pibuznost mezi kradlovnou &ldicemi vyjadena jako b =
0.75, gibuznost dinic a p&icich se sanic vyjadiena jako b = 0.25 afipuznost mezi
délnicemi (sestrami) vyja@nda jako b = 0.50, stejna i pro samce (bratry))isDdsti v p@&tu
krédloven jsou spojeny s mnoZzstvimileZitych rysi Zivotni historie jako najklad s
agresivitou srérovanou k jediném nesdilejicich spot@é hnizdo nebo s disperzni schopnosti
kralovny (Hsldobler & Wilson 1990).

Ve tSing pripadi jsou samice produkované v monogynnich hnizdecbpsehletu a
sva hnizda zakladaji nezavisle, coz vyzadujSivmnozstvi dinich zasob (Stille 1996),
protoZze ¥tSina kraloven plodi prvniéthice v aplné izolaci (ldldobler & Wilson 1990).
Nekteré druhy mravericvSak maji alternativni Zigob reprodukce, ktery obchazi solitérni
zakladani hnizd (bldobler & Wilson 1990). Mladé kralovnydsto z polygynnich kolonii)
zakladaji kolonie v doprovoduhhic v blizkosti mateské kolonie (zavislé zakladani kolonie)
(Keller 1991), nebo jsou adoptovany do niského hnizda (bldobler & Wilson 1990),
piipadré se pokouseji proniknout a vyuzivat riépzné kolonie (inter- nebo intraspecificky
parasitismus). Takovyto #pob zakladani hnizd nepebuje kralovny nebo oplodné
délnice schopné reprodukce, s velkyndinimi zasobami, a proto mohou byt dispergujici
samice malé (Stille 1996). Mimo redukcé&ni velikosti je sekundarni polygynigasto
provazena procesem nazyvanyrpsnicéi “puceni® matéské kolonie (Hldobler & Wilson

1990). Posledni jmenovana strategi@Zm vést k shlukovaniiypuznych koloniia timto



dochazi ke zvy3eni tak zvané pogulaviskozity (vzdjemna blizkd genetick&ilpuznost
sousednich kolonii respektive hnizd) (Seppa & Rarhd95; Chapuisat et al. 1997Mento
stav pak mize ovliviiovat lokalni vztahy mezi koloniemi (napsnizeni miry agresivity) a
nasleds vést k lepSi poziciip mezidruhové kompetici (o prostor, potravu apola. druhou
stranu vSak rize dojit v polygynnich koloniich, kde sasto pé kralovny s vice nez jednim
samcem, ke sniZeni miryipuznosti mezéleny kolonie (Fbldobler & Wilson 1990).

U rady druli nachazime socialni polymorfismus, kdskteré kolonie v populaci jsou
funkéné monogynni, jiné funkné polygynni. Takovéto specifické usf@olani je popsano u
invazniho druhuSolenopsis invictdRoss et al. 2007), uckterych druli mravence rodu
RhytidoponergWard 1983) a také titdruhi roduFormica (Goropashnaya et al. 2001).

Clenové samostatné kolonie u monogynnich tlrédsto obyvaji pouze jedno hnizdo
(monodomie). Naproti tomu mnoho fufik polygynnich kolonii méacasto hnizd vice
(polydomie) (Hbldobler & Wilson 1990).

1.4.2 Popul#&né-genetickeé vztahy mravence rodu Rhytidoponera

U nekterych druti mravené (n¢kdy anglicky ozn&ovanych jako queenless ants)
diive fazenych do pagkledi Ponerinae, ktera je dnesder¢na na gt samostatnych skupin
(viz. kapitola taxonomie), zastava reprodoikfunkci ¢ast dlnic tzv. gamergates,iigemz
rozmnoZujici a nerozmnoZzujictéldice se morfologicky nelisi (Peeters 1991).

Gamergates mohou zcela zastavat funkci kralovnyo reb vyskytovat v populaci
spole&né s pravou kralovnou. Vifpadt, Ze populace ma oba typy rozmnoZujicich se jédinc
pievazuje usp@dani, kdycast kolonii obsahuje pouze pravé kralovnyast gamergates.
Nicmeérg jsou jsou také znamyipady jejich koexistence v jedné kolonii (Ward 198283).
Kolonie obsahujici gamergates mohou byt monogynmpiolygynni. ObvyklejSi je vSak
piitomnost vice gamergates v hriizd pokud jiné kolonie stejné populace jsou monagyn
s pravou kralovnou (Komene et al. 1999).

U rodu Rhytidoponerge popsano pozoruhodmsiroké spektrum socialni organizace a
p&icich systém (Crozier & Pamilo 1996). OR. purpureas pravymi kralovnami,igs dosud
nepojmenovany druRhytidoponerasp. 12(Crozier & Pamilo 1986 (nachazi se v Australské
National Insect Colection, CSIRO, Canberra) s pghydmi koloniemi gamergates, pravé
kralovny zde nejsou znamy, (Ward 1983b; Crozierlet1984) az po skupinu draihR.

impressa(R. purpureaR. confusaa R. chalybaepns polymorfnimi koloniemi obsahujicimi



jak polygynni kolonie gamergates, tak i monogynaiokie s pravymi kralovnami (Ward
1983). Kralovny skupinyr. impressgsou schopny samosté&tnakladat kolonie (Ward 1981).
Naproti tomu uR. metallicas gevazre funkéné polygynnimi koloniemi gamergates (Ward
1986) jsou snahy zalozit kolonii krdlovnou Zn&neusgsné (Crozier & Pamilo 1986; Ward
1986). U vSech ostatnich diiuhodu Rhytidoponeranebyly dosud kralovny popsany &ktexi
autdi predpokladaji, Ze jejich rozmnozovani probih& vyh&éadrostednictvim gamergates
(Tay & Crozier 2000).

Podrobgji budou geneticko-poputaich vztahy r.Rhytidoponerarozebrany v nasledujicim
popisu vybranych studii zalozenych na DNA markerdcipredevsim mikrosatelity a
mitochondrialni DNA). Jejich volba ma reflektoval této bakaléské préace.

NejstarSi prace (Ward 1980) zaloZend na elektraéoregnzyni odkryla rozdleni
celkového poétu 22 lokus u druhového komplextr. impressado 7 lokusovych skupin.
Vzorky pro tuto popukné-genetickou analyzu pochazely z 35 ,populaci” (ydapi je v této
praci mirén shluk kolonii obvykle na 100 az 200 ha, kde bydjezeny nejmeanctyii kolonie
pro kazdou oblast) sedmi odhadovanych drahoblasti prales podél pobezi vychodni
Australie.

Ward (1980) uvadi, Zze odhad heterozygosity odpoviadpisovanym nizkym
hodnotam uvaghych u jinych drubi fAdu Hymenoptera a liSi se o&siny diploidnich druh
hmyzu u nichZz je nachdzena vysSi Ufovallozymové variability. Nicméh dikazy
podporujici hypotézu, Ze haplodiploidni usjtani je odposdné za redukci variability, je
slaba. Urova odlinosti genovych frekvenci pro v3echny sledévéokusy ukazuje, Ze
vétSina populaci se navzajem ndrrodliSuje, coz Ward vystluje moznym vlivem
stochastickych procés(efekt zakladatele, ale i vysoké variability naabjch vzork) a
selekce. Podle autora vysledky odpovidaji zrychl#iferenciaci populaci u haplodiploidnich
druhi.

Roku 1983 Ward publikoval rozsahlou studii genedigktibuznosti a organizace
kolonie u druhového komplex® impressapricemz nejvice dat pro tuto praci ziskal u dvou

sesterskych druhR. confusaR. chalybaea



Vzorky byly ziskdny ze dvou tyipkolonii, které oznéuje jako typ A) monogynni
kolonie s pravou kralovnou, kter&ige byt okidlena i neokidlena a typ B) monogynni nebo
obvykle polygynni kolonie s netikllenymi gamergates (velmitidka produkce pravych
kraloven). Typ B méa zarowienensi velikost kolonie, aletsi patet samé (Ward 1983). Oba
typy kolonii se mohou vyskytovat v jedné populaci.

Analyzou dat uR. confusaa R. chalybaeanezjistil Zadné tkazy pro reprodulni
izolaci mezi déma uvedenymi typy socialni organizace — frekventdd ma rekolika
polymorfickych lokusech enzyiin(celkem zpracoval 22 proteinovych lokli®yly v podstat
identické u sympatrickych kolonii A a B. Genotygomodely jednotlivych tyjp kolonii
ukazaly vysSi genotypickou diverzitu v koloniiclyamergates, kdy u typu A pouze 1 z 101
dosglcti obsahuje &nice s vice nez 2 genotypy, zatimco vice nez podox 135 dosfici
kolonie typu B vykazuje 3 nebo vice genaty@ toho zjiséni Ize usuzovat, Ze existence ne
vice nez 2 genotypna lokus u prakticky vSech kolonii typu A nejere @kazuje na
monogynni usp@dani kolonii, ale také na fakt, ze kralovna $emto typu uspiadani pé&
pouze jednou a je matkou vSedana kolonie wetné sama.

Na druhou stranu, ztiaa genotypova diverzita v typu Bite znamenat
mnohonasobné péni jedné reproduktivni samice. Nicrgew takovémto fipadt musi byt
jedna ze dvou alelffiomna v kazdé @nici, coZ se pro vSechna hnizda nepotvrdilo. Kéom
toho multilokusova genotypovéada neni v mnoha hnizdech shodna s mnohonasobnym
pa&enim jedné samice. Toto by nazoealo vyntnu clnic mezi hnizdy nebo vzajemné
nahrazovani se gamergates. Také podle etologickpdorovani usuzuje autor na nizsi
piibuznost mezi &nicemi (analyzou allozymovych markerziskal hodnotu b = 0.30):
v koloniich s gamergates séi marusSeni hnizda ukazuje m¥émagresivni chovani ( coz by
mohlo charakterizovat ,sobecké” chovani), nez whkbltypu A ( velmi vysoka fibuznost
mezi cElnicemi b = 0.70), kde jsou sterilnéldice vice agresivni (nejagresiygi jedinci jsou
u druhuR. purpurease zcela monogynnim usi@oldnim s pravymi kralovnami).

RozliSeni samic schopnych ifidse je mnohem obtiZjsi nez detekce kréaloven u
kolonie typu A. Gamergates jsou rozpoznany podlvahi @i naruSeni hnizda, kdy oproti
jinym délnicim nejsou agresivni a jsou vzdy uvnskupiny individui, proto fesné uteni
gamergates Ize provést pouze pitvou neagresiveitingi. | kdyz rekteré samice se chovaji
jako cElnice navzdory jejich reprodgkimu potencialu. Je row¥h nejasné, jaky faktoti
faktory omezuji pgeni a diploidni reprodukci (Ward 1983).

DalSi prace vyuzivajici stgjnako predchozi studie molekularnich metod (allozymy),

se ¥nuji druhuRhytidoponera sp. 1Zpracovali je R.H. Crozier, Y. C. CroziarP. Pamilo



vroce 1984 (Rhyt.sp 12je zde oznéovana jakoR. mayr), kteti pro analyzu jednoho
allozymového markeru vybrali plochu s velkou hustohnizd tohoto druhu (celkem 117
kolonii). Vysledky ukazaly, Zetfbuznost mezi &nicemi stejného hnizda je nizka, (b = 0.15
az 0.16), stejn jako @ibuznost mezi jednotlivymi sousednimi hnizdy. Autee v diskuzi
zabyvaji fiznymi moznostmi vzniku tohoto jevu. Uil Ze hodnota fibuznosti mezi
hnizdy by mohla byt &ekavana vyssi, protoZze u tohoto druhu neni popgéit@mnost
okridlenych jedind samtiho pohlavi, proto je roz&vani kolonii pravépodob omezeno
na migraci po zemi. Nicmé€npopsana situace odpovida stavu, kdy pozorujemkoniz
piibuznost v rdmci jednotlivych kolonii a nizkodilpuznost mezi koloniemi — kdyebhice

z odlisnych hnizd si jsou mé&mpiibuzné nez énice ze stejného hnizda.

V roce 1997 (Tay et al.) byly poprvé publikovanysigdky vyzkumu australskych
zastup@ Rhytidoponeravyuzivajici mtDNA markeru, ktery je povazovan ashodny pro
studium matrilinearniho pohybu (Avise 2004). Aliteyuzivaji PCR amplifikovanych uUsék
geni pro cytochrom b a serin tRNA mitochondrialni DN#tDNA) analyzovanych metodou
DGGE, k rozkryti popukni struktury Rhytidoponerasp. 12. Detekce shluk haplotym
(kombinace alel dvou nebo vicéste vazanych genovych loktispienasenych mezi
generacemi spateé) mezi koloniemi a plochami by #a ukazovat nasledky disperze
neokidlenych samic —ifitomnost vice nez jednoho haplotypu v kolonii b§larukazovat na
vyménu jedin@ mezi hnizdy.

Studie vychazi zidve publikovanych zjigni o Rhyt.sp. 12 kter&a je povaZzovana za
funkené polygynni s jedingm hnizdem na kolonii (Peeter81)9 pi¢cemz okidleni samci se
p&i s nepibuznymi gamergates uvhitizich kolonii. Urové pribuznosti mezi mravenci z
navzajem sousedicich kolonii je relativmizka (Crozier 1984), nicmérpresun jedint mezi
jednotlivymi hnizdy zmiuje Pamilo et al. (1985), avSak Peeters (1987) aklad
pozorovani Gttného chovani ipslusniki jednotlivych hnizd to povazuje za
neprava@podobné.

Studovana oblast byla roddna na Sest ploch,fipemz kazda plocha obsahovala
rozdilny p@et kolonii. Celkovy p&et kolonii byl 75. Z kazdé kolonie bylo sebranoat’20
délnic (minimalni p@&et dlnic pro stanoveni dostateé miry polymorfismu byl wen na 14
z kazdého hnizda). Vzdalenost mezi jednotlivymichkimi se pohybovala od 1 do 5,8 km.
Vzdalenost mezi hnizdy nebyla uvedena.

Ve sledovanych koloniich byly odhaleny celketyii haplotypy. Kombinace dvou
raiznych haplotyp nalezena v téait 35 % koloniich ukazuje, Ze geneticka struktuémid

v koloniich je komplikovasi nez givodni gredpoklad (pro mtDNA byla zji§ha gibuznost



mezi koloniemi b = 0.448). Naopak Crozier et aB84) pomoci allozyrin odhalil Grove
sousedskych kolonii. To nazhge moznost migrace samic mezi blizkymi hnizdy.
Pozorovana tendence k shlukovani haplotye nicmér v souladu s omezenou disperzi
neokidlenych samic.

W. T. Tay a R. H. Crozier vroce 2000 rg#Bisvé studieRhyt. sp. 12 analyzou
piibuzenskych vztah gamergates prastdnictvim dat z @i vysoce polymorfnich
mikrosateliti. Vysledky ukazuji pedevSim zn&ou variabilitu na fibuzenskych drovnich
gamergates, ktera se pohybuje od@asterskych gamergates az po nizsi tr@iitbuznosti.
Rozpoznand vyssitipuznost mezi gamergates (0,772 az 0,746 — nalroddiruhého typu
kolonii, kde byla pibuznost gamergates, stjjako clnic, nizka 0.368 az 0.179), spolu
S pozorovanou hizkouipuznosti mezi &nicemi a genetickymi znamkami migrace ukazuje
nacasty bottleneck efekt.

R. H. Crozier a M. Chapuisat se naopak ve svéi provali druhuR. metallica
( Chapuisat & Crozier 2001). Uzitim mikrosatelitmimarket, které dive navrhli (Crozier a
Chapusiat 2000), stanovuji Chapuisat a Cro. (200y pibuznosti mezi neg&cimi se
délnicemi jak vjednom hnizg tak i mezi ticeti hnizdy nachazejicich se na ploSe o
rozmerech 500 x 200 mair(vzdalenost mezi hnizdy se pohybovala od 0,5 domp

Autori vychéazeli z pedpokladu, Ze WR. metallica jako u jinych mravenc bez
morfologicky odlisné kralovny seckteré dlnice p&i a stavaji se gamergates. Nicr&en
mnoZstvi gamergates v hnéjp pravaépodobré vyssi nez u druhRhytidoponeras velkymi
délnicemi, nap. Rhyt. sp. 12Haskins a Haskins (1983) uvgid Ze 5 aZz 15 % samic seRu
metallica stdva gamergates. V hnizdtohoto druhu se pmérné nachazi 500 dosfych
samic(Chapuisat & Crozier 2001). Z tohotdvddu je mozné &kavat relativd nizkou
genetickou fibuznostclena kolonie. Pokud je gamergates mnoho, Utop&Ebuznosti mezi
¢leny kolonie bude zavisla na sile genoveho tokuirmezdy. Ke genetickému toku mezi
hnizdy, ktery zpsobuje nizkou fibuznost mezi obyvateli hnizda R. metallica, mize
dochéazet iemi niznymi faktory. Za prvé, kintenzivnimu genovému uokiize dochazet
prostednictvim sami, ktefi mohou Iétat mezi vzdalgsimi hnizdy a pat se tak s novymi
gamergates (Holldobler & Haskins 1977). Za druhékud se gamergates ifig
s negibuznymi samci, sila genového toku mezi hnizdy &yisela na ob¥né gamergates.
Ocekavana je vysoka ohima gamergates, protoze Zziji kratce (Keller 1993ak#® dochazi
k castému &ipeni kolonie, coz vyZzaduje produkci novych gamesgaZa tteti, mohlo by také

dochazet k witému pohybu dnic nebo gamergates mezi jednotlivymi kolonienak jpylo



zdokumentovano Rhytidoponera sp. 1ZPamilo et al. 1985; Tay et al. 1997). Pohyb
gamergates v3ak vyiuji Tay a Crozier (2000).

Na druhou stranu, jiné prvky rozmnozovaciho syst&nmetallicamohou gispivat
k zvySeni pibuzenstvi mezi obyvateli hnizda, ieg velké mnozstvi gamergates (Hamilton,
1972). Ribuznost mezi gamergatesube byt vysoka, pokud je jejich mnozZstvi v kolonii
periodicky sniZzovano na jednu nebé&kalik gamergates. Tento jev jeéqupokladan u dvou
druhi rodu Rhytidoponeras velkymi dlnicemi (Komene 1999; Tay & Crozier 2000). Za
druhé, jedna nebo¢kolik gamergates by si mohly monopolizovat repramukytvorenim
dominargni hierarchie. Zareti, je zde moZnostiibuzenského féni, protoze nap R.
metallica gamergates se fi& blizkosti matéského hnizda (Hoélldobler & Haskins 1977) a
kolonie mohou byt udrZzovany jako uzemwé rodové jednotky v labordt@z 14 let (Haskins
& Haskins 1983). Zatvrté, aiekdvana je viskozita, protoZze nové kolonie jsougaihs
vytvareny SEpenim a disperze je omezena. @pdéha hnizda by tedy ¢la byt geneticky
podobna blizkym matekym hnizdm, pfinejmensim kratkodab

Vysledky @inesly negekavané zary. U studované populace byly nalezeny dva
odliSné genofondy, které prasgbdobré reprezentuji fibuzné druhy. Auth tak usuzuji ze
zjisteni vysoké genetické odliSnosti meziédvi skupinami hnizd a nalezené vlastni typické
skladby alel u kazdé skupiny. Nalez kryptickéhtbpzného druhu neni vSakekvapuijici,
neba’ jiz diive seR. metallicapovazovala za komplex driatifWard 1981, 1983). Bmérna
piibuznost mezi nestmates byla potvrzena jako velakan(pro jeden typ genofondy082,
pro druhy 0,037), coZz by ukazovalo na maldibpznost gamergates vétsiné hnizd.l kdyz,
jak autdi uvadtji, u malého mnozstvi hnizd data ukazuji vy&§bywnosti dlnic, proto je
v téchto hnizdech takécekavana i vysSiifbuznost gamergates. Data neodhalila pajmila
viskositu, ani znamky inbreedingu. Tato zjifitukazuji Ze gamergates sdimanepibuznymi
odliSnosti a geografickych vzdalenosti neprokdzaldna izolovanost kolonii - hnizda, ktera
jsou vzdalena par métrod sebe si nejsou vice genetickiibpzna nez hnizda vzdalena
n¢kolik stovek metil. Toto je pondrné odliSna situace v porovnani s mnoha studiemi finyc
druhi mravend s pravymi kralovnami, kde sequpoklada, Zze polygynie kolonii je spojena
s omezenou disperzi, lokalnimipaim a podstatnou popdfd viskositou. Autéi poukazuji
na fakt, Ze pozorovana hodnotdlgpiznosti mezéleny kolonie je nejnizsi popsanou hodnotou
u socialniho hmyzudbec (v ramci usp@dani, kde &nice maji moznost fFé se, produkovat
potomstvo a nejsou nuceny k tloze helgejich morfologii). NiZSi hodnotyfjbuznosti byly

zaznamendany u invazni&@olenopsis invictéRoss & Shoemaker 1997) amepithema humile



(Krieger & Keller 2000). Nicmé&# clInice €chto drulii nemaji jinou moznost neZ pomahat
kralovre s produkci potomstva, protoZe postradaji spermatéivaria. Toto omezeni iie
byt divodem zachovani altruismu échto druli i pres nizké hodnotyifbuznosti nesmates.
U R. metallicaje to vSak pekvapivé, a je v rozporu stgdpoklady Hamiltonovy teorie
piibuzenské selekce u sociadlniho hmyzu (Bourke & ksd®95).

Celkow, obecné vzorce popuiaE-genetickych vztaln nelze stanovit beziilédnuti
k habitatovym preferencim konkrétnich diuRhytidoponeraData, které ziskal Ward (1983)
na pralesnich druzicR. confusaa R. chalybaeaukazuji na vySSi get kolonii zavislych na
reprodukci dinic (gamergates) pokud se kolonie vyskytuji v nohlyizolovanych populacich.
Podobny vzorec Ize ¢ekavat také u druhu vyskytujicich se v aridnichastdch nebo
v mistech svelkou nachylnosti k disturbanci {hafasté pozary) (Ward 1983), kde je
piedpokladana migrace samic mezi blizkymi hnizdy (€agl. 1997) a samianezi hnizdy
vzdalerjSimi (Chapuisat & Crozier 2001). Tento mechanisrhysnel zajif'ovat stabilitu
kolonii Rhytidoponera s polygynnim ugpadanim s gamergates, protoze uitge zachovat

razné urovi genetické variability.



2. Molekularné-genetické metody
2.1 Historie markera

Az do poloviny 60. let 20. stoleti, kdy &y byt rutinre aplikovany metody tzv.
.biochemické genetiky" (tj. elektroforézy protéinna volr Zijici populace zivéichi, nebylo
aZz na vyjimky mozno studovat uspadani a dynamiku genetické prémtivosti v populacich.

Prvnimi markery, které se vyuzivaly, jsou viditelfggskrétni) polymorfizmy.
Tyto markery dovolovaly odhalovat jen mal@ast genetické variability, byly relati¥n
vzacneé a&asto obtiza zaznamenatelné. Jsou diskrétni, protoZze ve fenatygji jen ®wkolik
malo variant (obvykle 2 az 3) a jsou pod#miy jednim nebo ¢kdy dwma lokusy. Nejsou
zpravidla ovlivieny prostedim. Viditelny polymorfizmus neni reprezentativorio cely
genom a neodhaluje dostatek genetické variabif§koliv byly viditelné polymorfizmy
vyuzivany jedt v Sedesatych letech minulého stoleti, doSlo vaéootidobi k podstatnému
posunu ve vyvoji markérdiky poznatkm molekularni biologie.

Prvnimi molekularnimi markery byly proteiny, obvgkenzymy, kterym se takéka
allozymy nebo isoenzymy. Pomoci elektroforézy hilkobyl odhalovan polymorfizmus
mléinych bilkovin (kaseiny, albuminy, ...), bilkovinékmiho séra a pod. BylaiZité, aby
mezi alelami byl vztah kodominance, aby mohl byteznan heterozygotni genotyp. Negi
nevyhodou proteinovych markeje, Ze odhaluji jen malotast skuténé variability v DNA
sekvencich mezi jedinci.

Zasadni pilom v oblasti molekularnich markerprinesly metody pro odhalovani
variability v DNA sekvenci, které se objevily v sedesatych letech minulého stoleti. Prvni z
vytvoienych technik pracuje s rozstipanyettzcem DNA na maléasti pomoci specifickych
enzymi a tyto kousky DNA se nasleéinseparuji na gelu a vizualizuji radioaktivnim
znaenim, pozdji fluoresceknimi znakami. Tato technika se nazyva polymorfizmus délky
restrikinich fragment (RFLP). RFLP markery jsou kodominantni, takZze bmthalovat
heterozygotni genotypy. Ve spojeni s polymerazaetrovou reakci (PCR), kterd dokaze
namnozit na miliény kopii specificky Usek DNA, vkid Siroce pouzivana metoda PCR-
RFLP pro odhalovani bodovych mutaci v DNA. V nasjatch desetiletich byla vyt¥enaci
objevena cel&ada dalSich DNA markéy které spolu s vySe zn@imou technikou zasadni
merou prispely k rychlému vzestupu molekularnich studii geredigiibuznosti, fylogeneze,

populani dynamiky, genového a genomového mapovani uradiézivaichi.



2.2 DNA markery

Molekularni, resp. molekulaérgenetické metody jsou nejmladsi, &asriE vSak
nejdynamétéji se rozvijejici sotdsti metodologického aparatu zoologie. &ené trendy
aplikace DNA markear v rozmanitych oblastech studia rozmanitych orgafisikazuiji, Zze
mitochodrialni DNA (mtDNA), mikrosatelity, nahodnamplifikova polymorficka DNA
(RAPD, random amplified polymorphic DNA), polymaifhus délek amplifikovanych
fragmentt (AFLP, amplified fragment length polymorphism) al& metody molekularni
biologie podstaté prispivaji k pokroku v oblastech genetiky, ekologisystematiky,
popul&ni biologie, etologie a dalSich biologickych oibor

Vedle tchto vSeobech rozStenych markar existuji no¥jsi, také ¢asto uzivané,
techniky jakymi jsou pedevSim VNTRS (variabilni get tandemovych opakovani), ktera
identifikuje minisatelity a mikrosatelity a metodatanoveni jednonukleotidovych
polymorfizmi (SNP, single polymorphism nucleotide). Zarmbvee vSak dnes rozvijeji
progresivijSi piistupy zahrnujici transpozabilni elementy, polynsonius amplifikovanych
specifickych sekvenci (S-SAP), a dalSi, které rgbialternativu k Bzrné¢ pouZzivanym
markefim.

Vybér ¢asti genomu, které jsou z hlediska naSictigiobptimalni, zavisi nackolika
kritériich, predevSim na rychlosti evoluce auspbu @di¢nosti. DalSim kritériem je, zda
potrebujeme znat pouze prostorovou distribuci jednytlivalel, nebo takeé jejich fylogenezi,
neba’ vhodnost Bkterych metod ndjiklad pro fylogenetickou analyzu je omezena. U
Zivocichu je to zpravidla mitochondrialni DNA (mtDNA), ktejé charakterizovana absenci
rekombinace (Rokas et al. 2003) a vysokou frekvandileotidovych substituci a tedy
rychlou evoluci, pedevsim v #kterych ¢astech kontrolni oblasti. V jaderném genomuipat
k nejrychleji se vyvijejicim¢astem nekddujici oblasti, v kdédujicich oblasteabujso pak
synonymni substituce. Vysoka méta rychlost VNTR je vyhodna pro studium

rozmnoZzovacich systé@mpaternity a struktury blizceipuznych populaci.



2.2.1 Mitochondrialni DNA

Obecné informace o pouZziti mitochondrialni DNA

Mitochodrialni DNA (mtDNA) je genetickou informaahitochondrie, eukaryotni
burg¢cné organely vzniklé endosymbiézou z prokaryotick@rganismu, ktera pro kku
piedstavuje respitai tovarnu generujici ATP. Ma obvykle kruhovy tvarna rozdil od
genomu prokaryot m& mensi velikost (vice nez 90%ognich prokaryotnich génse
piesunulo do jadra (tzv. jaderné pseudogeny) nehbohjdunkce byla nahrazena jinymi
jadernymi geny). Replikace probiha nezavisle naeraél DNA (nDNA). Velikost
mitochondrialnich genotn se u jednotlivych organisinznané liSi. Piaimérna velikost
MtDNA Zivocichi je ~16 kb, zatimco u rostlin se pohybuje mezi 2@@500 kb . Velikost
MtDNA hub se pohybuje v rozmezi 19 kb az 176 k&tSWa mitochondrii obsahuje 5 — 10
kopii své mtDNA, kter4 kéduje rRNA obou podjednotdbosoni, 22 tRNA molekul a 13
polypeptidi.

Analyza mitochondrialni DNA byva a8pnou metodou umagjici odliSeni
jednotlivych geografickych ras¢i poddruhi. Mitochondrialni DNA je vynikajicim
~Substratem” pro studium popuai struktury a historie, genového toku a evolua@nici
blizce gibuznych skupin, nebojeji striktni matéska ddicnost zarduje v kazdé noy
vzniklé linii hromadni mutaci v mitochondrialnim genomu (Avise 2004Molekularni
evoluce mtDNA probih& také daleko rychleji — jgbpzné 5x - 10x vysSi - nez u jaderné
DNA. Duvodem je nefitomnost opravnych enzyimpro chyby v replikaci a pro opravy
poSkozené DNA. Mutace jsou oproti jaderné DNA (daBBNA) piitomny pedevSim
v podolg nukleotidovych substituci. te to byt zfisobeno malo iesnou replikaci,
neefektivnimi repatmimi mechanismy a zvySenou koncentraci mutagénagiklad
kyslikové radikaly) v dsledku metabolickych procggrobihajicich v mitochondrii. Tranzice
pievazuji nad transverzemi v je$&tSim pongru nez u nDNA. Mimo to jsodastjsi tranzice
mezi pyrimidiny nez mezi puriny (Graur & Li 2000piky zmiréné rychlosti evoluce na
arovni mtDNA je zaji&na dostaténd rozliSovaci schopnost pro systematicka a éwndho
studia vnitrodruhovych forem. Vyhodou pouziti mtDN@ fakt, Ze v ramci jejiho genomu
témet neprobiha rekombinace, jeji pdm¢ snadna izolace a také existence univerzalnich
primeru pro mnoho jejich vysoce konzervovangeimi (Hoy 2003).

| ptes uvedené vyhody neni vyuZiti mtDNA Gploez komplikaci. Najklad rekteré
univerzalni primery wené pro mtDNA mohou stale jéSpzna&ovat ugitou nukleotidovou

sekvenci i vjaderném genomu v mistech, kde jegmtgna mitochondrialni geneticka



informace (v ja#e se vyviji jinak neZ jeji obdoba v mitochondriin§ rychlosti vyvoje
raznych pozici kodondi genu a celko¥ pomalejsi vyvoj v jaik). Tento nize komplikovat
analyzu apro popul&né genetické studie je tato situace nezadd@dbiang & Hewitt 2003).
Nicmeére existuji metody, které umagji zasah pseudogérz nDNA omezit. Pseudogeny
pouze limituji rozliSovaci schopnosti analyz, coa @a nasledek snizeni efektivnosti uziti
MtDNA v popul&né-genetickych studiich. Primery by prot@&lmnbyt co nejvic specifické na
cilovou mtDNA (Zhang & Hewitt 2003). Dale, &kterych skupin Zivéichi mohou existovat
sekvence ve velkém mnoZstvi kopii s malou odliSnostzi jednotlivymi jedinci daného
druhu, (nap. popsano u &kterych rovnokidlych), coz ma za nasledek malou hodnotu
takového markeruipmapovani genetiky populace (Zhang & Hewitt 19%&)kud nebereme
na wdomi tyto zakladni problémy mitochondrialnihno DNAarkeru, nfize nam to vyznanin
zkomplikovat vyhodnocovani vysledlanalyz (Zhang & Hewitt 2003). DalSi problémyize
zpasobit gitomnost ®gkterych mikrobialnich symbiofita/nebo parazit (nag. Wolbachig,
ktefi mohou zgisobit zménu distribuce mtDNA bez vlivu na nuklearni DNA, fode
cytoplasmaticky genom e byt ovlivien negimou selekci spojenou s materialnim
pirenosem mikroorganismu (Hurst & Jiggins 2005). Vyameé-genetickych studiich diky
tomuto jevu nize dojit k chybnému vykladu pozorovani, hapokud je pozorovana vysoka
diverzita mtDNA mezi populacemi je klasickym vyflenim historicka izolace populace,
avSak alternativnim vysgtlenim mize byt gitomnost odliSnych kmensymbionti, ktera
zachovéava danou strukturu haplaiypavzdory genovému toku.

MtDNA markery maji i dalSi omezenfigejich pouziti (Zhang & Hewitt 2003).

1. MtDNA predstavuje pouze jeden lokus; divame se jen jedrkinero evoluce.
Odrazi pouze maternalni historii, kterd by se tabhla odliSovat od historie celkovych
populaci nebo druh Coz mize zkreslovat poputai ¢i druhovou historii.

2. Efektivni populani velikost je pouze&tvrtinova oproti jadernym autozomalnim
sekvencim, i proto je evalni rychlost v. genomu mitochondrii mnohertsi ( etnd vySsi
rychlosti vytraceni alel).

Nasledky &chto omezeni jsou nasledujici: 1) Vyvojové vztahy kmohly byt ilis
zjednoduseny. 2) Geneticka diverzita hodnocena mMtDivrkery miZze byt podhodnocena.
3) Nejistota v genealogickych analyzacliza byt zvySovana dikyistu pravépodobnosti
vysSich ztrat spojitosti u mitochondrialnich hapbdt 4) Vzdalené poputai procesy

nemohou byt s timto markererregré detekovany.



Oblasti mtDNA vyuZzivané k rekonstrukci populaénich a fylogenetickych vztali

Geny pro ribozomalni RNA

U blanokidlého hmyzu steghjako u &tSiny Zivaiicht se na mtDNA vyskytuji dva
geny pro rRNA. Je to gen malé ribozomalni podjekindi2S rRNA, oznéovany jakol2S
rDNA, a gen velké podjednotky 16S rRNA6S rDNA. Geny neobsahuji mezerniky a
nachazeji se na molekule mtDNA jen v jedné kopéa.svovnani s jadernymi geny pro rRNA
jsou mensi a jednodusidRS rDNAmMA délku asi 800 bA,6S rDNAasi 1500 bp.Hoy (2003)
ukazuje, Ze 16 rRNA je nejvice informativni nejero gylogenetické studie na urovnich
druhovych a vysSich, ale také pro studie na Urpapulaci. Tento marker Bunebyva pro
objasréni mezipopulanich vztali u blanokidlych pouzivan, nebo studie nanm zaloZzené

nejsou publikovany.

Geny kdoduijici proteiny

Na mtDNA lezi 13 gei kddujicich enzymy, respektive podjednotky eniyide to
cytochrom b (Cytb), 7 podjednotek NADH-dehydroggn@gD 1-6, ND 4L, tii podjednotky
cytochrom-c-oxidazyQO I-Ill) a dw podjednotky ATP-syntetazyAg, A§.

Z jejich geri se v ptiméru nejpomaleji vyvijiCO I, nejrychleji naopalND 2 a ND 6. Je to
dano rozdilnym funknim omezeniméchto enzyni. Bylo zjiS€no, Ze se rychlost vyvoeO

I 1i8i u miznych fylogenetickych liniiCO | ¢asto spolu s Cytb nel@O II, jsou v popul&ng-
genetickych a evolinich studiich nejpouzivaj$i mtDNA markery, protoZe se jedna o
nejwtsSi podjednotku a zarowesekvence proteinu obsahuje &ma konzervované furdni
domeény a variabilni oblasti (Hoy 2003).

Studie mravent zaloZzenou pouze na mtDNA markerech tgdddujicich proteiny
publikovali nap. Strehl a Gadau (2004). ¢Wuji se pibuznosti izolovanych populaci
Pogonomyrmex badiusa Floric, ktery je povazovan za endemicky druh mravenoétor t
oblasti USA (Deyrug Trager 1986). Pomoci mtDNA (COl, Cytb) vyted vlastni pohled
na fylogeografii tohoto mravence. Stanovili hypetéktera pedpovida, Ze vztahy mezi
dnesSnimi izolovanymi populacenfl. badiusby mely odpovidat minulé dlouhé separaci
vedouci pimo k omezeni genového toku mezi jednotlivymi paepemi. Vysledny
kladogram by r8l odpovidat historickym udalostem ustoupeni dréthubadiusdo refugii
pied a po fichodu invaznich drdhmravené. Genetické vzdalenosti zj&té analyzou by se

mély zvySovat s geografickou vzdalenosti, pokud jéodgneticky model osivkovitych



populaciP. badiuszalozen na davné koloniad udalosti tohoto druhu, spiSe nez na el
jeho Siroké popukai zény a naslednych ndhodnych, ale nesouvislydiasmich udalostech.

Do analyzy bylo zahrnuto celkem Sest popuRdbadiusnasbiranych ndf Floridou,
piicemz podob& byly sbirany druhy slouzici jako outgroupsPogonomyrmex
(Ephebomyrméxmberbiculus Pogonomyrmex californicu®. occidentalisP. barbatusa P.
huachucanus Vysledky ukazaly existenctitodliSnych linii: 1) jizni linii zahrnujici vzorky
z Lake Placid a Situsville, 2)tedni linii zahrnujici oblast Withlacoochee &sto Ocala a
jeho okoli a 3) severni linii &ésto Tallahassa a jeho okoli.i&lni linie je prav&podobré
blizce gibuzna K linii severni. Tento pohled je také pa#@popozitivni korelaci genetické
vzdalenosti s geografickou.

Celkow fylogeneze mitochondrialnich gena piikazna korelace genetickych a
geografickych vzdalenosti, které, jak bylieg@pokladano, odpovidaji hypotéze, odkazuje na
davny pohybP. badiusod severu k jihu s velmi omezenym tokem igeapet k severnim
populacim, nebo mén pravdEpodobr, na vy3Si mutmi/fixacni rychlost na hranici
rozSkujicich se populaci (Edmonds et al. 2004). Stégk odkryva mozné paleo-klimatické
udalosti Bhem niz dosSlo k dlouhé trvalé separaci populacitounalezli nejmén tii
populace, které vykazuji vyraznou mezi-pogula variabilitu mtDNA sekvenci. Tyto
fylogeneticky separované linie, které jsou omezeaysvé geografické distribuci by mohly
byt charakterizovany jako EQUEvolwné stabilni jednotky). Toto zji8hi, i vzhledem
k endemismu druhu, fde byt chapano jako opraumi k ochrag téchto populaci, protoze
mohou obsahovat podstatné sloZzky evoithistorie druhu (Strehl & Gadau 2004).

Zajimavou fylogeografickou studii drunDecophylla smaragdinémravenec tkalec)
vyuZzivajici COIl a Cytb, ale i jednoho jadernéhowédW Rh gen), publikoval Azuma et al.
poétu vzorki (Azuma et al. 2002). Dodateé vyuziti LW Lh genu je ad/odreno jeho
mnohem pomalejSim vyvojem oproti pouzitym mtDNA keaifi. Navic Cameron a Williams
(2003) ukazuji, Ze tento gen je informativiii modelovani fylogeneze blaniddlého hmyzu
na mezidruhové urovni.

Celkow bylo pro analyzu vnitrodruhové divergen@ecophylla smargdinavoleno
35 lokalit se 152 koloniemi z Indie, jihovychodn&id, Indonésie, Filipin (Luzon, Negros,
Mindanao) a australské oblastiig@mz na kazdé lokaditbylo sbirano od jedné k deviti
kolonii. Jako outgroup byl zvolen druBecophylla longinodavzorek pochazeji z jedné

kolonie v Kamerunu.



Pro mtDNA bylo rozpoznano 30 haplotypro Cytb (v pedchozi studii Azuma et al.
(2002) nalezl 26 haplotyppro Cytb) a 52 haplotyppro COI. Fylogram vytvien na zéklagl
MtDNA ukazal, Ze haplotypy jsou jasmozdleny do sedmi skupin. Kro#&ntoho, byly
nalezeny uO. smargdinadva haplotypy pro gen LW Rhfipemz jeden z haplotypbyl
nalezen u skupiny ,2“ (Inddna, Velké Sundy spolu s ostrovy Lombok a Sumbawjny u
v8ech zbyvajicich skupin. Srovnani hapldtyp jinych drulii blanokidlych umozuje
vyslovit domrénku, Ze skupina ,2“ je mladSi nez zbylé skupinpluBova analyza sedmi
detekovanychhaplotypi odpovida geologickym ttkazim rozmisgni kontinend, ostrowi a
mori béhem posledni glacialni periody.

Obdobré vyuZila sekvence mtDNA také Goropashnaya et @042) pro studium
piibuznosti Sesti mravc druhového komplexdrormica rufana Uzemi Eurasie, u kterého
nejsou zcela jasné vztahy mezi jednotlivymi druhyastd mezidruhova hybridizace i
piitomnost smiSenych kolonii.

Pro odkryti vazeb mezémito druhy pouzila sekvence celkeattyt mitochondrialnich
gerni (cytochrom b, transferova RNA pro serin, intergamigion 11 a NADH dehydrogenasy).

Vysledny kladogram ukazuje, Ze Sest dritormica rufa groupsi je navzajem velmi
blizkych ve srovnani s druhy pochézejicich z jinpoidrodi, které byly uZity jako outgroup
(F. truncoruma F. frontalis). Autorka porovnanim distribuce socialniho ugmani na
fylogenetickém stroth ukazuje, Ze fechod od monogynie k vysokému stupni polygynie
vznikl béchem evoluce vice nez jedenkrat. Srovnanim mezididovergence &. rufa group
(2.2 %) s odhady jinych dridbhmyzu (pro sevlika roduCarabusje jeji mira uvaéna mezi
2.9 - 5.2 % , pro cikadu roddarocicada6.5 %), ukazuje, Ze je tato divergence mezi druhy

F. rufa grouprelativré nizka.

Nekodujici sekvence

Kratka A+T oblast je variabilni segment kontrolrdlasti mtDNA hmyzu s vysokou
arovni polymorfismu. U hmyzu se tyt@sti nazyvaji na A+T bohata oblast, protoZze je zde
obzvla¥ vysoky obsah adeninovych a thyminovych nukleotid rozdil od obratlovc kde je
obsah &chto dvou nukleotil mensi (Simon 1994PDuenas et al. (2006) ve své praci na
strukturni organizaci kontrolniho regionu koméaratdr Aedes aegyptuvadi, Ze tato oblast
genomu jejedna z nejvice variabilnickidsti mtDNA: a to nejen diky vysoké rychlosti
substituce a inserce-delece nuklebtidle také protoze vykazuje pozoruhodnou variabu

velikosti u blizce pibuznych skupin a i mezi jedinci stejného druhuntde délkovy



polymorfismus je ¢asto vysledek iftomnosti prominlivého mnoZstvi tandemév se
opakujicich jednotekA diky svému polymorfismu se jedna o vhodny maniker popul&né
genetické studie.

Naproti tomu vS8ak Zhang a Hewitt (1997), ve svacpisrovnavajici A+T bohaté
oblasti mezi druhy, poznamenavaji, Ze i kdyZ tamake repetice vykazuiji intenzivni evoluci
a mnozstvi rozdilnych kopii ukazuje na @mau rychlost mutaci,ipsto zde je prawgodobré
shizena rychlost substituce nukleétidiky pritomnosti velkého mnozstvi adeninu a tyminu a
piimého mutaniho tlaku. Proto A+T kontrolni oblast neni nezkyirejvariabilr€jSi oblasti
genomu Vv pozadavku nukleotidové substituce atZense vyvijet rychleji nez samostatné
kopie jadernych nekddujicich sekvenci. VySe zménzjiseni maji vliv na uziti této oblasti
MtDNA v evolinich a molekularh ekologickych pracich — tedy omezenad$smwst analyz
vyuZivajicich tohoto regionu DNA. Déle, srovnavattidie také odkryla, Ze hmyzi kontrolni
oblasti mohou byt klasifikovany do dvou odliSnyckhugin: Skupina 1 u druh rodu
Drosophila a skupina 2 hmyziho kontrolniho regionu, ktery sgomdluje do odliSnych
konzervovanych nebo variabilnich domén; misto tgdou kratké konzervované sekvence
rozmistny po celém kontrolnim regionu.

Jediné dv publikované prace uvdd vyuziti tohoto markeru i studiu populéné-
genetickych vztaln u hmyzu. A to spolu s mikrosatelity Vargo (2003) termita

Reticulitermes flavipea Atkinson a Adams (2003) u termita druMasutitermes corniger

2.2.2 Mikrosatelity

Obecné informace o mikrosatelitech a jejich pouziti

Mikrosatelity jsou tandemavse opakujici Useky DNA n&jstji o délce 2-6 par
bazi. BZr¢ jsou pro & pouzivany zkratky STRs (short tandem repeats), $SRple
sequence repeats), nebo VNTRs (variable number aoflein repeats). &koliv se
mikrosatelity vyskytuji v genomu négr¢jSich  organism ve velkém mnozstvi, jejich
biologicka funkce je stale nejasna. Diky vysoké atnit rychlosti jsou mikrosatelity velmi
polymorfni . To znamen@, Ze se nachézejianych variantach v ramci jedné populace. Tato
rozmanitost alel je v laboraiosnadno zjistitelnd a dovoluje nam sledovat geketi
variabilitu mezi jednotlivymi druhy, v ramci jednoldruhu,¢i v ramci jediné uvnitt jedné
populace. Mikrosatelitove markery (tj. Gseky DNAsahuijici repetitivni sekvenci ohr&ané
sekvenci primar pouzitelnych i PCR reakci) je mozno vyhledavat z tzv. genomitkyc
knihoven pouzitim hybridizace s oligonukleotidovysondami, nebo metodou tzv. cross-



amplifikace, coz je pouziti prim&popsanych u blizcauznych drubi. Nasled# je nutno u
nalezenych markérmpopsat Urovie polymorfismu.

Vyuziti mikrosateliti je velmi Siroké. Jako kodominantni markery relativmalé
velikosti jsou jednoduse amplifikovanghiem PCR. Své uplaini nachazeji f@devsim fi
studiu pibuzenskych vztah urgovani paternity, nebofp studiu parameir popula&né-
genetické struktury, jako je tok gera jeho bariéry, efektivni velikost populace nebo
odchylky od Hardy Wienbergovy rovnovahy.

Mikrosatelity jsou Useky DNA, které jsou sloZzenk&ratkych opakujicich se jednotek
o délce 1-10 par bazi (nejastji 2-6bp). Podle délky repeticeéldime mikrosatelity na
dinukleotidové (napp CACACACA), trinukleotidové (naip ATGATGATGATG), pipadre
tetranukleotidové (nap CATGCATGCATGCATG) atd. ¥tSinu mikrosateliti v genomu
(30-60%) tvai pravaEpodobr dinukleotidové repetice.

Mikrosatelity se nachazeji v celém genomu eukackgth i prokaryotickych
organisnii (Avise 2004). Okoli mikrosatelit (tzv. flanking regions) je tieno gesnym
sledem bazi, ktery je vzdy stejny pro dany lokusté¥6 oblasti je pak mozno navrhnout
primery, pouzivané ip PCR amplifikaci daného mikrosatelitu. Muta rychlost
mikrosatelifi, ktera je zodpatdna za vysokouiznorodost mikrosatelit je pon&rné vysoka
102 - 10° na lokus a generaci (Avise 2004), oproti ntofarychlosti na kéduijici oblasti

genomu.

Mikrosatelity jsou vysoce polymorfni diky vysoképxnlivosti v paitu repetici (Hoy
2003). Jednotlivé alely tak mohou byt snadno a leycletekovany metodou PCR pouzitim
dvou oligonukleotidovych primér které ohrardiuji mikrosatelitovy lokus. ProtoZze sedi
kodominantg (délka kazdého mikrosatelitu j€dtna mendelisticky), jsou kratké, nachazeji
se na celém genomu, jsou multialelické a rel&tiviojné. Dale se u mikrosatelitovych
markefi "a priori" predpoklada, Ze jsou neutralni Kinodnimu vykru, nicmér nekteré
lokusy mohou lezet v sousedstvi vyznamnych &amith geri a mohou také podléhat
selekénimu tlaku.

Pri popul&né-genetickych analyzach je také nutné stanovit,ykteoreticky mutani
model by ndl byt aplikovan, aby spraénurcil genetické parametry populace ziskané
z mikrosatelitovych dat. Bohuzel vSechny modely im&jé nevyhody i aplikaci na
mikrosatelitova data. DalSi nevyhodou jefitgmnost tzv. nulovych nebo také

neamplifikujicich se alel, které mohou negatiavlivnit analyzu mikrosatelitové DNA.



NejvétSi nevyhodou mikrosatelitvSak je nesnadnost jejich nalezeni. Mikrosatelity
jsou ohranieny tzv. flanking regions {péhajicimi oblastmi). Tyto oblasti jsou stejné pro
dany mikrosatelit u vSech jediindaného druhu, a proto v této oblasti byvaji navwaeghodné
primery. EXistuji d¢ moznosti jak nalézt sekvence priitebud’ je mozno je vyhledavat a
designovat ,de novo“ skenovanim genomovych knihovesio je mozno pouzit primery jiz
nalezené u jinych, blizcetipuznych drub. Této druhé metadsefika cross-amplifikace.
Cross-amplifikace znamena pouziti genetickych nrarkkteré jiz byly zoptimalizovany u
jiného vice ¢ mére pribuzného druhu. Usggnost amplifikace klesa s fylogenetickou

vzdalenosti linii.

Mikrosatelitni markery pro rod Rhytidoponera

V souwtasnosti jsou jiz znamy mikrosatelitni markery pr&tSinu zastupi linie
Ectatomminagrod Rhytidoponeranevjimaje Prozatim je pro roRhytidoponeradostupnych
14 publikovanych mikrosatelit AvSak jen 8 Ize vyuzit v ramci celé skupiny (T&yCrozier
2000).

Tay a Crozier (2000) navrhli celkem 5 markeale \&tSina je pouzitelna pouze pro
jediny druhRhytidoponera sp. 13ak poukazuje ve své praci Chapuisat et al. (ROK@ry
zjistil, Zze z @ti vySe uvedenych mikrosatelitu jsou pouze dva iwtglrZé i proR. metallica
Proto navrhuje 8 novych markeru pro dRihmetallica které by ndli byt vyuZzitelné i pro jiné
druhy ,ponerinnich linii mraverni¢ . Zarover zvaejinuje také jeden mikrosatelitni marker,
ktery navrhli Tay a Crozier (2000) pro svou praaiRhytidoponera sp. 1ale tento marker
ve svemtlanku neuvedli.

Mikrosatelity navrzené Capuisat et al. (2000) wigapii testovani na jinych druzich
»poneroidnich mravericmalou vyuZitelnost. Polymorfismus megmi jedinci byl zjiS&n na
jednom markeru dtyiech druli fylogeneticky odliSnych od Rhytidoponeratj. v 9% ze 45
testi. Naopak, mnohem lepsi vyuzitelnost se ukazujencr&kupiny r.RhytidoponeraKdy
u kazdeho testovaného druRinytidoponerabylo 3 az 8 markérvysoce polymorfickych a
tento péet by se nil zvySovat pokud bychom zahrnuli do analyzy viadinei.

Jak auté uvadji, vSechny mikrosatelitni markery, které jsou usey v jejich studii
jsou pouzitelné pro detailni rozbor popir&genetickych vztain v ramci celé skupiny rodu

Rhytidoponera



Srovnani populané-genetickych studii mravend vyuZivajicich mikrosatelity

Typickou préci, ktera se opira o data ziskana paunérosatelil, a ktera ukazuje jak
jsou mikrosatelitni markery vyuzivany je studieeri@ kté¢i se snazi zjistit genetickou
strukturu a frekvenci géni invazniho mravenceinepithema humilgKrieger & Keller
2000). Pomaoci 8 vysoce polymorfnich U8dBNA aplikovanych na nasbiranyckldicich a
kralovnach z #kolika z hnizd na transektu o délce 200m zjissle@ovana hnizda byla od
sebe vzdalena 20-30m), Ze genotypy spermii ze spékmstudovanych kraloven byly
shodné. Pravgbodobnost vicenasobnéhoigdi byla nizka, coz by &b znamenat, Ze jen
velmi malo nebo tbec 7Za&dné krélovny se népés vice samci. DalSi analyzou byly
detekovany rozdily v allelovych frekvenci ¥kterych hnizdech.
cizich hnizd a p& se v nich. Zatimco jini istavaji v matisském hnizd a p& se tam.
Odlisnosti v alelovych frekvencich byly pozorovany jinych druli mravendé (Pamilo
1993). Jak uvadi Pamilo (1993) vznik toho jevu melalativni. Existuji d& mozna
vyswtleni. Zaprve, jak jiz bylo naztano vysSe, samci mohou pochéazet z jiné populaag lisi
se alelovymi frekvencemi. OdliSnost alelovych frekei se vtomto fijpact projevi na
vétSing nebo vSech lokusech. Druhé vydeni je, Ze dominantni faktor, ktery eliminuje fjed
sadu chromozoinhu diploidnich potomik, je nerovnhondrné propojen s alelou na sledovaném
lokusu. V tomto pipact by samicim skuta¢ sledovana alela chyla.

Dale Krieger a Keller (2000) zjistili, Ze genetickdliSnost mezi hnizdy je nizka a
neodliSuje se od nuly. Stejny vysledek biilgorovnani pibuznosti mezi &nicemi v jednom
hnizck. Interpretace vySe zminych vysledk byla, Zze tato populack. humile mize byt
povazovana za unikolonialni. | kdyz je mozné, zslegky pro komplexni geni populani
struktury byly zkresleny malou vzdalenosti mezdeleanymi hnizdy.

OdliSnou praci z hlediska vyuziti mikrosatélpublikovali Gyllenstrand et al. (2004).
Jde o analyzu socialni organizace a genetické tamulku dvou blizce fibuznych druh
lesnich mravenc ze skupinyF. rufa, které Ziji sympatricky a je mezi nimigdpokladan
genovy tok. F . polyctenaby se zarove méla vyznaovat polygynnim usg@danim a naopak
F. rufa monogynnim uspg@danim (Seifert 1991).

Vysledky potvrzuji vySSi Urovepolygynnie uF . polyctena avSak vyvraceji, Z€.
rufa ma gevazre monogynni usp@dani — ukazuji naopak na jistou miru polygynien@s
tok obzvlag zprostedkovany samicemi je mnohem nizSi mezi polygynme# mezi vice

monogynnimi populacemi a sousedni populacéigiado stejného druhu (tzv. konspecifick&



populace) mze vykazovat vyznamné genetické odliSnosti, jak bgké popsano . execta
(Liautard & Keller 2001Xi Solenopsis insvictéShoemaker & Ross 1996). Tyto odliSnosti
jsou velmi Zzejmé u mtDNA, ktera odrazi omezeny genovy tok uisam

Mikrosatelity jsou jist vhodnym gen. markerem pro studium jak popuieh, tak i
druhovych vztah, avSak milo by byt brano v Uvahu varovani ohl€dnterpretace poputai
struktury zaloZzené na vysoce polymorfnich genetibkynarkerech, kdy je genovy tok
redukovany (Balloux et al. 2000). Pproto je v mnoha pracich vyuZzita kombinace

mikrosateliti s jinymi gen. markery.
2.2.3 Jiné vybrané markery — restrikni metody a RAPD
Markery zaloZené na restrikénich metodach

V zoologickych a populmé-genetickych  vyzkumech vyuZzivajicich restnk
endonukleazy jetasto vynechana kompletni konstrukce tzv. re&tith map. Restriini
mapa je schematickym znazénim polohy restriknich mist na DNA, které se uvid
v paitech nukleotid (vétSinou v kilobazich), a jako takova je v podst&brmou fyzické
mapy. A pra¥ pritomnostéi absence restréniho mista na zkoumaném Useku DNAZ®& byt
rovnez pouzita k rekonstrukci fylogeneze (restrictiotesidata). AvSak konstrukce
restrikinich map nize byt pomdrné narana a jejich pouziti j¢asto gedevsim molekular
genetické.

Proto se v molekularni ekologii misto informac@aloze restriknich mist pouziva
informace o délce restdkich fragment (restriction-fragment data). Jestlize totiz
v rozpoznavaci sekvenci dojde k mutacijsfusny restrikni enzym ho jiz nerozezni a
molekulu DNA v tomto mist neroz&pi. Lze si pedstavit i obraceny proces vzniku nového
restrikknino mista. Ke vzniku restdkiho mista vSak dochazi s nizSi prgwadobnosti. Ke
zmeénam v délce restrinich fragment vSak miize dojit i inzercici deleci jednohai vice
nukleotidi (oba typy mutace setkdy souhrng oznauji jakoindelg, aniz by doslo ke z#éme
rozpoznavaci sekvence a tim ke vznikatrat restrikkniho mista.

Praw pronmenlivost velikosti restriknich fragment, podléhajici v populaci
mendelovské segregaci, se ohkecozn&uje jako polymorfismus délky resttikich
fragment, zkrace® RFLP (restriction fragment length polymorphism&halyzy RFLP jsou
pouzivany ke studiu genetické prémtivosti v populacich i mezi nimi, a to jak u mtDN#fak
i jaderné DNA (Hoy 2003). Podle Behury (2006) sekvéiejedna o metodu vhodnou pro



evolwni a fylogenetické studie mtDNA. Mimoto RFLP analyeyZaduji relativis velké
mnozstvicisté DNA, kterou v skterych gipadech nelze u hmyzu ziskat z malého mnoZstvi
jedinai. Nasledna analyza vysletllobsahujicich velké mnoZstviiznych fragmerit vSak
s sebou také imasi rekteré technické a statistické obtize: 1. specifil@@menty nelze
pritadit konkrétnimu lokusu a tim identifikovat jedriedl alely a u&it genotypy; 2.
nehomologni fragmenty mohou migrovat do stejné herdsti; 3. diky vazbmiZze dochazet

ke korelacim mezi lokusy (Hoy 2003).

Modifikaci této klasické metody je nazyvana PCR:=RFktera eliminuje mnohé jeji
nevyhody (Karl & Avise 1993). Pro PCR-RFLP nemusimig¢ pro analyzu &Si mnozstvi
jedinai, stai pouze jeden, lze navrhnout alelam specifické erima také je tato metoda
rychlejSi a mé&nakladna nez RFLP (Hoy 2003).

DalSi metodou vyuZivajici &ené restriknimi enzymy a PCR je nazyvana PCR-
AFLP (amplified fragment length polymorphisms). \églou této metody je, Ze dokaze rychle
vygenerovat velké mnoZstvi polymorfnich matkepro popul&ni studie (Mueller &
Wolfenbarger 1999). Hlavni nevyhodu shledava Hoy0@ v obtizné identifikaci
homologickych marker, coz &la tuto metodu nevhodnou pro studie, kde jeigim
identifikovat heterozygotni jedince. Black (1993)adi, Ze AFLP neni vhodna prakteré
popula&ni studie, protoZe je tato metoda malo spolehlivdpakovatelna. | kdyz, Mueller a
Wolfenbarger (1999) ukazuiji, Ze je nejvh&@ih uziti této metody pro teni miry genetické
odliSnosti mezi jedinci, populacemi a druhy. Beh(2806) navic uvadi, Zze AFLP je lepSi

marker ve srovnani se RAPD a RFLP.

RAPD

RAPD (randomly amplified polymorphic DNAge metoda zalozena na PCR, kieré
se pouzivaji velmi kratké primery (dlouhé okolo etesukleotidi). Nag. Haymer (1994)
vyhodnotil sekvenceteznych RAPD primear uzivanych u hmyzu a sestavifepled 55
obzvla¥ informativnich. Do reakni snesi pro PCR seifdava jen jeden primer, ktery ma
diky své malé délcégadu komplementarnich mist naznych mistech genomu. S velkou
pravdEpodobnosti se pak stane, Ze dva primery nasedndomalementarni vlakna DNA
ponerné blizko sebe (zhruba do 1000 bp) a takto ¢eng fragment se namnoZfi f°CR.
Obvykle se f jedné PCR takovych dvojic najde vice a vznik&sifinagmeni o rizné délce,
které lze elektroforeticky analyzovat. Soubor piauda gelu, pedstavujicich jednotlivé

fragmenty, nize vytv&et druho¢ specificky vzor, pofipact — i pouziti vice primar —



mohou byt v Bkterych gipadech rozliSeny jednotlivé populace nebo dokgedmci. Podle
nekterych autair (Packer & Owen 1992), je Urovegenetické variability zjighé RAPD u
blanokidlych vySSi nez ip pouziti allozynmii. Hadrys et al. (1992) ozéaje tuto metodu za

nejvsestrangji vyuzitelnou v molekularni ekologii hmyzu.

Mimo uvedenych vyhod, vSak existuji i feplédnutelné nevyhodyipgpouZiti tohoto
markeru. Black et al. (1992) RAPD marker pro popwiastudie nedopotje a uvadi, ze
vaznou komplikaci je jak nizka opakovatelnost expenti, tak i mala hodna¥rnost
vysledki. LiSi se nejen vysledky stejnych protokgrovadnych v iznych laborattich, ale
nékdy i opakovani pokusve stejné laboratopii zcela shodnych podminkach. Metoda je
totiz velmi citliva i na sebemensi 2Zny i na nepatrné kontaminace (Edward$i&y 1993).
Jak uvadi Hoy (2003), jinou komplikaci jédinost RAPD fragmeiit jako dominantnich
znaki u diplo-diploidnich organisiy coz normald znemo#uje rozliSeni heterozygdtod
dominantnich homozygbt Také, u haplo-diploidnich blantilych je obtizné fekonat
analyzy @lané pouze na haploidnich samcich nebo testovabtgendiploidnich samic
testovanim jejich saéiho potomstva (Edwards &oy 1993). Jiny nazor na vyuziti RAPD
maji Lu a Rank (1996), kiteve své studii i geograficky izolovanych populadiegachile
rotundata(Hymenoptera: Apoidea) uvéd, Ze tento marker je vhodnym nastrojem pro odhad
genetické diverzity (heterozygosity, divergence laakidi a genetické vzdalenosti) nejen u
haploidnich populaci tétoc¢ely (autdi pracovali s haploidnimi samci), ale s dostagan

mnoZstvim vzork je pouzitelny pro odhad genetické divergenceiploginich populaci.

Populaéné-genetické studie mravend vyuZzivajici restrikénich metod a RAPD markeii

VySe uvedené restdki metody jsou do jisté miry vyuZzivany fippopula&nich
studiich mravenc Nicmér¢ dosud existuje jen malo praci které tyto metodykajp (Farau
et al. 2001; Vucetich et al. 2001). Md pripadh jde navic o studie detailnifipuzenské
struktury v rdmci dané kolonie spiSe nez o analyapul&ni struktury na vetSi prostorové
Skéle.

Bickel et al. (2006) analyzuje genetickou diverzaupopuléni strukturu drub
Odontomachus rixosusPheidole annexuse fragmentaci poskozeném tropickém pralese na
Borneu (region Sabah, Malajsie) s pomoci RAPD-fipgéng.



Vzorky byly sbirany v nizinném pralese &giech mistech odliSné rozlohy. Ne&fgi
sledovanou plochou s rozlohou 43800 ha byla émd@noblast Danum Valley, ktera se
nachazi ve vzdalenosti 100 km od mist naruSenyagnfentaci lesa. Vzdalenosti mezi
studovanymi fragmenty se pohybovaly mezi 5 az 15 lincemz tyto oblasti byly izolovany
od okolniho lesa plantaZemi olejovych palem, kfgu oznaovany za velmi nevhodny
habitat pro sledované pralesni druhyétysledovanych kolonii byly u O. rixosus v né&ii
oblasti 22, v oblasti sdni 19, 16 v oblasti malé a 3 v oblasti nejmeR&d. P. annexus 12
24, 23 a 22 MenSi get kolonii nalezenych natkterych mistech byl dan mensSigetnosti
druhi tam sledovanych.

Zpracovani vzork vyneslo uO. rixosus(pii pouZziti 31 primei) 105 polymorfickych
markefi, u P. annexusl87 polymorfickych markér(23 primeti). AvSak pro oba druhy bylo
jen malo marker popul&né specifickych (5 uOdontomachus rixosua 9 u Pheidole
annexus Data pro O. rixosus ziskand pro nejmenSi oblast jsou, jak wiadutai,
prezentovana pouze pro kompletnost studiévedem je maly p&et analyzovanych kolonii.

Hypotéza redukce genetické variability byla podpa rkolika meienimi genetické
variability ( diverzita nukleotid, heterozygosita, mnozstvi polymorfnich lokusGeneticka
diverzita pro oba druhy byla v naruSeném leséamre niZSi. Ztrata heterozygotnosti u obou
druhi ukazuje na vliv inbreedingu a genetického driftedy vliva, které jsou dekavany u
malych populaci. AvSak jak také uwgidautai, koeficient inbreedingu (i§ nentize byt
prokazan pomoci RAPD dat, pokud nemame k dispadata z vice nez jedné generace.
Model izolace populace fedpovidad korelaci genetické vzdalenosti se vzd&keno
geografickou diky vlivu minimalni disperze a genooétoku na ¥tSi vzdalenost. Také
vysoky stupé vytvareni subpopulaci ukazuje na nizkou metapampulalynamiku, prag
kvili omezenému genovému toku mezi populacemi. Paudliei nejsou vysledky ovlivény
piipadnymi artefakty fp shéru vzorki ( s vyjimkou populac®. rixosusz oblasti Labuk), ale

jsou omezeny nizkym gtem opakovani experimentu.



2.2.4 Studie mravegich populaci zalozené na kombinaci marker

Uskali, ale pedevsim vyhody pouziti kombinaci mankeraloZzenych fedevsim na
MtDNA, mikrosatelitech ukazuji i&které prace tykajici se poputd genetiky mravenc
liSicich se svoji socialni strukturou od roRhytidoponera.

Rozséahlou pracianujici se genetické struktia variabili¢ populaci druhu invazniho
mravenceSolenopsis invicta mist jeho girozeného vyskytu (oblasti Brazilie a Argentiny)
vypracoval Ross et al. (2007). Vedle mikrosateltyuzil také allozymovych a mtDNA
markefi. Pouziti jak nuklearnich, tak mtDNA markenmoziuje vytvdit detailni obraz miry
a distribuce genetické variability v oblastirpzeného vyskytlS. invicta Zarove spojeni
genotypovych dat ze 14 lokus sekvence mitochondridlni DNA ziskanych ze 56&dz
téméf celé oblasti vyskytu nativnich populaci spoluasladnou statistickou analyzou
umoznilo vytvdit piehled zakladnich rys historické a satasné demografie a disperzni
biologie tohoto problematického druhu.

Oba z pouzitych jadernych markeptinaSeji pozoruhodn podobné vysledky se
zretelem k odhatin sowasné diverzityS. invicta a mirou odliSnosti uvrita mezi
populacemi. Vysokou shodu u populd@icich se svoji socialni strukturu nelze auttioky
ocekavat vzhledem k velmi odliSnym matdm mechanisiim zagricinujicim zjistitelnou
variabilitu, podstaté odliSné Urovni polymorfismu a odliSnému kdodujicimekédujicimu
statusu lokusu v kazdé&idé. Tato shoda ukazuje, Ze demografické a disperdidiosti
zanechaly podobné stopy rahito charakteristickych séastech jaderného genomu.

Srovnani vysledk z jaderné a mtDNA podoBnukazuje &které spoléné znaky
pozorované ve sledovanych genomech, avsak takéijgkpadstatné odliSnosti. Stejny obraz
davaji u hodnoceni viiiti popul&ni diverzity. OdliSnosti dvou jadernych a
mitochondrialniho markeru jsou velmietelné a prawipodobr mohou byt uzitené pro
vyvozeni detailniho obrazu demografického a genovébku u mravenceS. invicta.
Charakteristicka distribuce genetické variabilityleb pozorovana na dvou prostorovych
Skalach, kdy analyza molekuléarni variance (AMOVARjrala znéné vysSi diferenciaci pro
MtDNA neZ u jaderné DNA jak mezi populacemi v ramegionu, tak vramci vztahu

populaci mezi regiony. Stejntak byly zjiSény pro tyto dva genomy odliSné vzorce



piibuznosti populaci. Tyto odliSnosti mohou bytigpbeny shlukovaci tendencékiberych
geograficky blizkych populaci. U populaci s touemdenci je nachazena silna podobnost
v jaderné DNA a naopak z&r@é odliSnosti v mtDNA. Tyto odliSnosti v poput&-genetické
strukti'e mohou byt také vyraZnovlivnény rozdilnostmi v efektivni velikosti populaci.
Pricemz silrgjSi struktura niZze byt @dekavana pro mtDNA na vSech sledovanych Skélach za
predpokladu nizSi efektivni velikosti populace &t5im vlivem genetického driftu na
mitochondrialni genom, kdyZ jsou populace relativzolovany (Avise 2004). Taktéz e

k odliSnym vysleditm ziskanych analyzowdhto markeit prispivat vySSi pohyblivost sariic
mezi hnizdy. Hpadr® mohou byt vysledky ziskané z mtDNA ovligmy vyskytem
endosymbiotické bakter/olbachia ktera je nachazena u nativnfghinvicta

DalSi kombinace mitochondrialnickiasti gei COI a CytB) a mikrosat. markier
vyuzil Drescher et al. (2007 ¥ipstudiu populani struktury a agresivniho chovani invazniho
mravenceAnoplolepis gracilipey severniésti Bornea.

Celkem 475 jedint z 24 kolonii bylo analyzovano pomoci 8 mikrosatela po
jednom jedinci z 28 kolonii pomoci markemtDNA. Délnice byly sbirany z 22 hnizd
v regionu Sabah v Malajsii a do analyzy zaloZzenétiaNA byly zahrnuty také 3 kolonie ze
sousedni Bruneje 2 z Filipin a jedna kolonie astb Lambir Hills z regionu Sarawak, ktery
sousedi se Sabahem. Na Borneu byly vzorky sbirarigch Skalach: 1) na arovni odliSnych
region, 2) uvnit regioni (kdy jednotliva hnizda byla vzdalena dkolik kilometri) a 3) na
arovni hnizd mezi sebou vzdalenych par az stovkiime

Mikrosatelitni markery ukézaly vysokouipuznost v rdmci kolonii, zatimco mezi
koloniemi byla nizka (negativni)fifemz pro vSechny vzorky bylo mnoZstvi alel od 2 8o 2
na lokus. Celko¥ bylo srovnavano 5 oblasti z regionu Sabah a Beurgcemz vysledky
ukazaly vysokou genetickou variabilitu mezi kolanieuvniti jednotlivych region, ale nizkée
genetické odliSnosti uvrfitkolonii nebo mezi regiony. Pro zgéiou vysokou fibuznost
vramci jednotlivych kolonii a nizkou mezi jedneflimi koloniemi mize mit rkolik
vys\wétleni. Za prvé, mnohonasobna invazni udalost Zoytih zdrojovych populaci ke
zpasobit nasledny vzestup v genetické diveérziro celou studovanou oblast. Za druhé,
vysoka pibuznost mezileny kolonie by mohla byt Zigobena monogynnim rozmnozovanim.
ProtoZe vSak kolonid\. gracilipesobsahuji mnoho krédloven (Abbott 2005), mohlo bipto
zjisteni ukazovat spiSe na futiki monogynii u tohoto druhu. Zgeti, vysoka gibuznost mezi
¢leny jedné kolonie 1ive byt také zfisobena klonalni produkci jednoho nebo obou pohlavi
schopnych rozmnoZovani, tak bylo nedavno popsand'. tauropunctata(Fournier et al.

2005). Posledni moZnosti e byt gitomnost inntranidalniho paéni vedouci k vysSi



piibuznosti ¢leni jednoho hnizda, fpstoze intranidalni péni mize vést k selektivni
nevyho@ diky vysokému stupni inbreedingu (Schrempf et28l06.) Zn&na byla Urova
heterozygosity (se dwma lokusy zcela heterozygotnimi), mimetiny sameku, kteri byli
homozygotni térx pro vSechny lokusy, tize také znamenat, Ze populace plald silny
bottleneck efekt nebo ma neobvyklyispb rozmnozovani. Homozygotnost sakie by
mohla ukazovat na moznost, Z&ité sokasti genomu jsou zakladem pro¢emi kast u
sledovanych populad. gracilipes

MtDNA odkryla 6 haplotyp, piicemz 2 pedstavovaly 82,1 % vSech sekvenci.
Ukézalo se, Ze oblast Sabah odpovida mozale@ych hnizd vizném stadiu jejich
zakladani. Rcemz utité ze sledovanych kolonii mohou patk superkolonii, jiné s &sSi
pravdEpodobnosti v saiasnosti rozvijejici se kolonii nebo p&ga@xpandujici rozmnoZzujici se
jednotku utité kolonie.

Podobnou préaci, ale na ekologicky zcela odliSnémiha Formica exsecta
vyskytujicim se na spojitém Uzemi Eurasie publikav@oropashnaya et al. (2007). e
pomoci variability mitochondrialni DNA (cytochrom ka podjednotku 6 NADH
dehydrogenaza) a mikrosatélit snazi popsat spojeni mezi genealogii a geogmafick
distribuci. MtDNA by n&la v tomto kontextu ukazat moznou vikaganseparaci v odliSnych
glacialnich refugiich a cesty postglacialni kol@u&, zahrnujici druhyr. exsectaa F.
mesasiatica Mikrosatelity spolu mtDNA potom odliSnosti v pdpcnich strukturach, které
by mohly odrazet refugialni separaci.

Byly nalezeny d¥ odliSné mitochondriélni linie, iemz jedna je reprezentovana
jedinym jedincem z Tibetu. Tyto vysledky by mohligazovat vysokou miru itraspecifické
MtDNA divergence, existenci dvou kryptickych déulivnitt morfologicky definovaného
druhu F. exsectanebo introgresi mtDNA neznamého druhu. Niciépouze s jedinym
vzorkem z Tibetu nefize byt gesrE urceno, o ktery z jev se jedna. Naopak, haplotypy
morfologicky odliSeného druhBormica mesasiaticarytvaieji slalg se liSici monofyletickou
skupinu mezi haplotyp¥. exsectaToto zjiSéni s nejetSi pravépodobnosti ukazuje, Ze.
exsectaa F. mesasiaticabyli geograficky oddeny @ilis kratkou dobu pro igsné vymezeni
monofyletickych drufi pifi pouziti vybranych markér Goropashnaya et al. (2007) také
uvadi, i kdyZz na malém ptu vzorki, Ze jeden jedinecF. exsectapochézejici z
intraspecifické kontaktni zény v Kazachstanu nesmgdtyp F. mesasiaticaa tudiz je mozné
navrhnout penos MtDNA hybridizaci nebo nekompletni odliSenii lbbou druli od separace
jejich populaci. Celka¥ haplotypova $i zahrnuje gkolik malych klad:i (2 az 4 haplotypy
v kazdém) s geograficky omezenou distribuci s Wgim jednoho regionu, ktery e nést



dva nebo vice takovychto kiadTento model by mohl ukazovat michani rozdilnyeham
béhem postglacialni kolonizace Evropy z odliSnychuggf nebo z odliSnych ancestralnich
zdrojia s prostorovou genetickou diferenciaci.

Jak mikrosatelitni tak mtDNA ukazuje nevyraznole presto signifikantni
arovei variability populaci po celé Eurasii. Nicmgnzadnd korelace mezi genetickou
variabilitou odhadovanou pro mikrosatelity a mtDN®ebyla mezi populacemi nalezena.
Vyznamna redukce v mikrosatelitni genetické diveérbiyla detekovana u malé populdee
exsectar Anglii — odhady pitmérného pdtu alel na lokus a gmérna heterozygotnost byla u
této populace nejnizsi. Je phd ne@dekavané, Ze redukce diverzity na urovni jaderné DNA
nebyla promitnuta do podobné redukce mtDN&odiv mald efektivni popukani velikost by
mela byt citliva k redukci velikosti populace (Gorgbmaya et al. 2007).

Posledni uvedenou praci zabyvajici se vztahem popula ruznych prostorovych
métitcich a jako pedchozi uvedené studie ukazujici kontrasty mezikemgrje porovnani
variability v mtDNA a osmi mikrosatelitnich lokuse@omoci které posuzuje Doums et al.
(2002) populani biologii druhu Diacamma cyaneiventre na dvou Udrovnich: i)
mikrogeografickou genetickou strukturu na jednéalik a ii) nasledky omezené disperze
samic na ¥tSim prostorové Skale (mezi lokalitami v ramci jeda regionu a mezi regiony).

Jedinci byli sbirani z 221 kolonii na 7 lokalitd8hregiori v jizni Indii. Vzdalenost
mezi lokalitami nebyla &Si nez par kilometr (mén¢ nez 10 km), mezi regiony od 36 do 188
km. Na lokali€ na niz byla studovana mikrogeograficka genetickdktura byly stanoveny 3
demy (plochy na lokalitdch) §znym pa@tem kolonii.

D. cyaneiventreje funkiné monogynni se zavislym zakladanim hnizdargtw
oplozené kralovny se vraci do miate2 kolonie). Kolonie ma pouze jedno hnizdo. Sgemi
okridleni a maji potencial rozévat své geny na mnohenstsi vzdalenost nez nebélené
samice. Tato potencialni disperze sarby mela zanechat na popula-genetické strukiie
n¢jaké stopy, které by &y byt zjistitelné porovnanim maternélnich a bipaéénich markeru
(Ennos 1994) (maternalni — mtDNA, biparentalni knosatelity).

Uvniti lokality byla pozorovanaipswdciva popul&ni struktura pro mitochondrialni
DNA ( hodnota pibuznosti mezi sousednimi hnizdy 0.74), kdeZto&labbo neexistujici
struktura byla pozorovana pro mikrosatelity (ho@ngtibuznosti mezi sousednimi hnizdy
0.07). Toto ukazuje na fakt, Ze blizka hnizd&slpSi k jedné matrilinii a proto se jejich
haplotypy shlukuji. Naopak nizka genetickébpznost ukazuje na siromezenou moZznost
detekovat populai viskozitu. Spolu se zji&im, Ze genovy tok zprasddkovany samci byl

N 1

oproti samicim 20 krat az 30 krat vySSi, je moziedpokladat moznost efektivni disperze



samdi. Pro oba markery byla pozorovana velmi silna gekétdiferenciace mezi lokalitami.
Na vysSi prostorové Skéle neexistuje disperze sanzarové je velmi omezena i disperze
samdi, zvlaSt mezi regiony. Fylogeograficka struktura hapldgtymtDNA odhalila velmi
nizkou genetickou diverzitu mtDNA uvhitiokalit, ktera ukazuje, Ze nové plochy jsou
kolonizovany jednou migeai udalosti plehlych kolonii s ndslednym&ienim kolonie.

Markery se v posledni délzainaji vyuzivat ve spojeni i s mrofologickymi daty.
Steiner et al. (2006) ve swgraci, kombinujici morfometrii, ITS sekvence, mtDNA a
mikrosatelity, vyvraci zawry studie Savoleinen a Vepsallainen (2003),fikouzili pro
rozkryti pribuznosti socialnich paratzita jejich hostitel ( Myrmica rubra jako hostitel
Myrmica microrubra) pouze data ziskana analyndDNA ( geny pro COI, COll a Cyt b).

Topologie vysledného kladogramu v praci Savoleingn Vepsallainen (2003)
podporovala jejich hypotézu, Ze hnizdni parazit jpolyfyleticti a jejich vyvoj seridi
striktni formou Emeryho pravidla. Nicmé&rSteiner et al. (2006) uvadi, Ze pochybnosti
vyvolavd maly poet vzorki zahrnutych ve studii atfedevSim jeji mozné alternativni
vyswtleni (Berlocher 2003). Steiner et al. (2006) s&l@ni k moznosti, a nasledni také
potvrzuje, ZzeM. microrubra je morfotyp M. rubra a pedstavuje miniaturni kralovnu
(microgyne). Stejné varovanfqd pouZzitim mtDNA bez dostat® rozsahlého sivu vzorka
jak na urovni lokalni, tak na arovni geografickySgy a taktéz ied vykladem vysledku bez
podpory dat z nuklearni DNA uvadi ve své studibpznosti mravenc ze skupinyfF. rufa
Seifert a Goropashnaya (2004).

Steiner et al. (2006) do analyzy zahrnuli 116reiiM. microrubraa 107M. rubra ze
49 lokalit ze 9 evropskych zemi. Na zaldachorfometrie autd ukdazali, Zze kralovny
(rozmnozovaci sardi kasty) M. microrubraa M. rubra se liSi jen v celkové velikosti, i kdyz
morfologické odliSnosti sanictéchto dvou drub jiz nejsou tak jednozwaé. Celkoé
morfometrické vysledky odpovidaji drism mravend, které maji dimorfické kralovny
(Steiner et al. 2006).

Smeérodatné vysledky vSak mohly poskytnou jen molekuilatata. Proto pro analyzu
Cytb, COI a COIl mtDNA bylo vybrano 22 vzarkze Sesti lokalit z materialu, ktery byl
morfometricky zpracovan. Vysledky ukazaly, Ze olbahg sdilely 3 z celkoy 18 haplotyj
na tech lokalithch. Nicmé&nhna €chto lokalitdch byly nalezeny dalSi haplotypy jexiimé
vzdy pro jeden z obou drihTo vS8ak neni v rozporu s haplotypy, které druthije§i, protoze
mnoZstvi sekvenovanych exemiildylo malé. Potvrzuje to i propet proctyii oblasti, kde
nebyly nalezeny Zzadné spah@ haplotypy, ktery ukazuje, Zze vzarikybranych pro analyzu
v ramci jedné lokality bylo velmi mélo (M. microrubra bylo brdno od 1 do 4 vzoikna



lokalitu, uM. rubra pouze jeden az dva) — takto poddlpmezentovali data préSavoleinen
a Vepsallainen (2003). Dle praotia je pro zamezeni moznostigirytu haplotyg (zkresleni
vysledki) a relevantnimu vyvraceni hypotézy jednoho drudypokebi analyzovat nejmért
vzorka od kazdého druhu pro kazdowehto ¢tyr lokalit (Steiner et al. 2006)

Vyznamna diverzita haplotypv ramci jedné lokality $ analyze malého mnozZstvi
jedinai je dilezitym vychodiskem pro teorie pokusu - tedy stamdvpotebného pétu
vzorka zkoumanych na jedné lokalipro signifikantni prokazani sledovaného jevu, pbjau
nagiklad 10 haplotyp na lokalitu (mnoZstvi odpovidajici pozorovani)y#otjsou steji
casté, potom je vysoka praymbdobnost, Ze se neobjevi sgoié haplotypy pro analyzované
vzorky pi poctu préde Sesti vzork od kazdého sledovaného druhu na lokalitu. | tak je
diverzita haplotyp na utité lokalit¢ vychazejici z tak malého mnozstvi vzioggozoruhodna.
Na druhou stranu by diverzita haplotyp ramci jedné lokality mohla ukazovat na paralelni
evoluci, kterd prokhla rekolikrat samostath v ramci fiznych lokalit. V souhrnu vSak
fylogenetickd analyza nepodporuje hypotézu sanmostat vyvoje M. microrubra od M.
rubra.

Zpracovani ITS sekvenci odpovida vyskeakziskanych z mtDNA — ITS sekvence
sice vykazuji jistou variabilitu v ramci obou dfyhavSak Zzadna podstatnd odliSnost, podle
které by se dalo stanovitge M. microrubra a M. rubrgsou odliSné druhy nebyla nalezena.

Pro analyzu pomocitdch mikrosatelit bylo pouzito 86 vzork, které celko¥
poskytly 11 alel. Analyza ukazala dostateu diferenciaci uvnit vSech vzork i mezi
jednotlivymi lokalitami. Vysledek, Ze vSech 11 ajel sdileno obma druhy pedpoklada
genovy tok vramci i mezi druhy. Tento fakt odpavidivejSim pracim zaloZzenych na
analyze polymorfismu enzyimu anglickych populaci obou driul{Pearson& Child 1980).
Celkow, mikrosatelitni markery ukazuji z&v@ou propojenost genadmM.rubra a M.
microrubraa sodasny genovy tok i mezi geograficky vzdagimi populacemi.

Kvalitni studii socialniho parasitismu zaloZenoa molekularnich metodach —
rozkryti genetické variability a arogngenového toku pomoci mikrosatélina mtDNA -
publikovali také Brandt et al. (2007). Za&fii se na systém d&kolika fylogeneticky
piibuznych drufi mravené na dvou kontinentech. V Evrépo byli Leptothorax acervorura
jeho socialni parasitHarpagoxenus sublaevisV Severni Americe Protomognathus
americanusa jeho hostiteTemnothorax longispinosus

Vysledky této prace ukazaly, ze odhady Ukogenového toku se napadhSi mezi
mitochondrialnimi a mikrosatelitnimi markery, kteméobjaguji snizeni efektivni velikosti

populace mitochondrialnich versus nuklearnichigde mozné ijigdpokladat, Ze popuias-



genetickd struktura je snéfgi pravédpodobnosti pode@mvana mikrosatelity diky
piitomnosti homoplazie a velkému mnoZstvi alel v podmim s mnozZstvim preékovanych
vzorka (Brandt et al. 2007). Rozdilnost molekularnich kear se projevila jak u evropskych
tak u severoamerickych populaci. Tyto odliSnogpohledu markér mohou byt zfisobeny
rozdilnou socialni strukturou, kdy napP. americanusje striktré monogynni aT.
longispinosuge fakultativré polygynni. A jak uvadi Chapuisat et al. (1997palygynnich
druhi maji samice #Si tendenci k fylopatrii a proto jecekavano, Zze genovy tok na&tsi

vzdalenost je zprostdkovan samci.



Zaveér

Vyzkum rodu Rhytidoponerana Nové Guineji fedstavuje témgF nepopsany list.
Existuje pouze pér studii mapujicich biologii, elgl a biogeografii této skupiny,figemz
vSechny pedstavuji pouze vysledky zaloZzené na pozorovanio ned nemolekularnich
metodach.

Vyzkum této skupiny mraveficpomoci molekularnich metod byl uskétevan
piedevSim na populai Grovni a pouze na australskych druzich. Jedimgutorem, ktery
publikoval mozné vztahy mezi druhRRhytidoponeraa to vramci komplexu ipvazr
pralesnich drulh R. impressa,analyzovanych pomoci molekularnich markdryl Ward
(1983). Ve své dabpouzil velmi pokrgilou metodu polymorfismu protein(allozymy).
Nicmére dnes, kdy molekularni metody uniagi zaznamenat variabilituifmo na DNA, je
jejich vyuziti zbyténé.

1) Je tedy polymorfismus na Urovni mitochondri@naderné DNA vhodnym markerem pro
mapovani vztalnna urovnich druin¢i populaci roduRhytidoponerana vysSich prostorovych

Skalach?

Ano. Soudasné poznani molekularni struktury a evoloh mechanisfh na Grovni
DNA umoznilo navrhnouttzné druhy markér |épe nebo tire vyuZitelnych pro rozkryti
vztahl mezi druhy, populacemi i jedinci. Jednim z nejenpalrEji pouzitelnych marker je
polymorfismus mtDNA. Umaoiuje grehledné mapovani vztama drovnich druhu a populaci
na velkych prostorovych Skalach (desitky az stoki). | pres utité zjiS&né nedostatky,
jeho vyuzZiti k rozkryti vztaln mezi novoguinejskymi druhyRhytidoponeracdi jejich
populacemi je vhodné, zaqulpokladu, Ze p®t sebranych kolonii je dostate rozsahly
(Seifert & Goropashnaya 2004). Tentadispup podporuji i Steineret al. (2006) a
Goropashnaya et al. (2004; 2007),tktee zabyvaji druhovym komplexek rufa, ktery
podobré jako Rhytidoponeraobsahuje eventualni kryptické druhy. Jako nejvidroblast
mitochondrialniho genomu pro analyzu mezidruhovyetahi se jevi COI, protoZze jeho
Vvyvoj z mitochondrialnich geénkodujicich proteiny je nejpomalejSi. S podporoahigji se

vyvijejicich oblasti mitochondridlniho genomu, happodjednotky 2 a 6 NADH



dehydrogenasyi Cytb, jej Ize pouzit i pro stanoveni mezipopulizh vazeb v ramci druhu
(Strehl & Gadau 2004; Azuma et al. 2006; Steinef620Goropashnaya et al. 2007).
Dostatén¢ informativni mohou byt vysledky ziskané z mtDNAuge pokud zahrneme
néktery z markek postihujici polymorfismus na udrovni jaderné DNA effsrt &
Goropashnaya 2004). Takovymto markerem, ktery uimeZ detekovat variabilitu na
mezidruhové Urovni, je napgen LW Rh, ktery ma jeSpomalejSi vyvoj neZz mitochondriélni
gen COI (Azuma et al. 2006). JesktSi podporu poskytuji mikrosatelity, protoZze dokazi
vyborrg postihnout polymorfismus uz na udrovni jedince. Kmnace mikrosatelitnich a
mitochondrialnich markér umo#iuje dolfe analyzovat nejen geografickou distribuci na
velkych prostorovych Skalach (deset a vice km)iaké moznost odhalit izolované populace.

2) Jaké molekularni markery pouZzit pro mapovanahiztmezi populacemi na mensSich
prostorovych Skalach a jaky vliv ma socialni orgace roduRhytidoponerana jejich

pouziti?

Jako nejvhodgSi se jevi kombinace polymorfismu mtDNA a mikresafi. Jejich
kombinace vyuzZivafada nejno®jSich studii a to nejen na delSich geografickych
vzdalenostech (Steiner et al. 2006; Goropashnagh 2007; Drescher et al. 2007; Ross et al.
2007). Cavodem je moznost kvalith zobrazit vztahy jak mezi populacemi na kratSich
prostorovych vzdalenostech (par nietdesitky az stovky maeiy, tak uvnit jednotlivych
populaci. Toto je dlezité zejména pokudiipmlédneme k faktu, Ze o popdl&-genetické
struktue jednotlivych drufi rodu Rhytidoponerana Nové Guineji nemame téimzadné
informace a Ze populai struktura jednotlivych novoguinejskych déuhemusi byt omezena
pouze na polygynii s gamergates, aléZzm byt i v ramci jedné populace kombinovana
nagiklad s monogynnim uspéddanim. Proto je nutnéigd vlastni analyzou vztahmezi
populacemi na nejmensi prostorové Skale (hnizdalemd ®kolik metmi) rozpoznat socialni
organizaci druhu, kterd &uje pribuznost v rdmci kolonie a disperzi jednotlivychska
v kolonii. Pro nejrychlejSi stanoventipuznosti v ramci kolonie se jako nejlepSi marlesi j
mikrosatelity. Nejen vzhledem Kk jejich vysokému ypobrfismu na arovni jedince, ale také
k faktu, Ze pro rodRhytidoponerabyly jiz publikovany (Tay & Crozier 2000). Nicmén
analyzu pibuznosti je nutné provést u vice hnizd od sebdlengch prav nékolik az stovek
metrii proto, aby byla vyvracenaipmnost i jiného typu soc. organizace. Vynechahbto
kroku by vyrazsg ovlivnilo celkovou analyzu nejen v ramci populaaks i mezi populacemi.

Napiklad pitomnost monogynnich hnizd,t auz s pravou krélovnowi gamergates



monopolizujici si reprodukci, by mohla ukazovat adliSnou migraci samic i sarnic
v pripadt vyskytu pravé krdlovny moznost migrace samic v&idi vzdalenost. Stejndolre

je za pomoci mikrosatetif ale i mtDNA detekovatelna geneticka variabilita $kale stovek
metri az rekolika kilometii. Oba tyto markery by #hy potvrdit, ¢i vyvratit predpoklad o
negitomnosti populéni viskozity odhalenim migrace sain@Chapuisat & Crozier 2001).
Zarover by analyza rozmishi a shlukovani haplotyp mtDNA mohla odhalit jakym
zpisobem byla sledovana lokalita kolonizovana (Dourhsale 2002) a i za podpory
polymorfismu mikrosatelit, které kolonie nejvice ovliwji genetickou skladbu sledované
lokality (Ross et al. 2007).

Pokud by analyza mtDNA a mikrosatélipotvrdila za¥ry z predchozich poputaé-
genetickych praci na rodRhytidoponeratj. nizka pibuznost meztleny kolonie indikuje
vyskyt gamergates, je moznéegdpokladat, Ze blizka hnizda si nebudou vyagaibuzrejsi
nez hnizda vzdalgjsi (Chapuisat & Crozier 2001). Vzhledem k fakta,gublikované prace
vyvraceji moznost migrace samicdacela (Tay & Crozier 2000) nebo nétsi vzdalenosti
(vice nez kilometr), ale podporuji migraci sam@ay 1997; Chapuisat & Crozier 2001),
meély by byt tyto strategie zji8hy pouzitim obou zmimych markei. Analyza haplotyfp
MtDNA by méla zachytit omezenou disperzi samic a analyza redtaditi disperzi samt

3) Je rodRhytidoponerarhodnym organismem pro sledovani vlivu fragmentackegradace

biotopu a pre¢?

Ano. Nekteré druhy rRhytidoponergoati mezi nefastjSi mravence v melanéskych
nizinnych pralesich, jejich vyuziti pro odhad vlifnagmentace a degradace biotafpypro
studium dlouhodo§Sich girozenych izolanich mechaniziin by proto bylo vhodné. Préav
otazka migrace pohlavi u skupirfighytidoponeraje v tomto kontextu wezita. Zivotni
strategie rodiRhytidoponeramiZze mit za nasledek eventuélni omezeni migrace gédio
okoli. V naruSeném prastdi by se rla vyskytovat mista zahiajici migraci jedind — u
polygynnich hnizd jejich samic u monogynnich i samic. Lze tudiZedpokladat, Ze
fragmentace a degradace biotopu omezujici pohyhgi@ vedouci k izolaci kolonii (n&p
t¢Zba, sthovavée zerddélstvi nebo i dlouhoda}jSi prirozené izolani procesy) se projevi
relativré rychle na lokalni poputai struktue. Izolované kolonie by &y vykazovat vysSi

miru pribuznosti nez v mistech izolovanych maémebo vibec.
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