PRIRODOVEDECKA FAKULTA
JIHOCESKE UNIVERZITY V CESKYCH BUDEJOVICICH

Katedra medicinské biologie

Bakalarska prace

METODOLOGICKE POSTUPY PRI URCENI
PRIBUZENSKYCH VZTAHU V KOLONIICH
MRAVENCU

Vypracoval: Karel Kopejtka
Vedouci prace: Mgr. Milan Janda, Ph.D. (ENTU AV CR)
Skolitel — specialista: Mgr. Jan Zima (ENTU AV CR)

Ceské Budgjovice 2011



Kopejtka, K., (2011): Metodologické postupy pfti urceni ptibuzenskych vztaht v koloniich
mravenct [Assessement of molecular methods for study of social organisation in ant colonies.
Bc. Thesis, in Czech] - 48 p., Faculty of Science, The University of South Bohemia, Ceské
Budégjovice, Czech Republic.

Annotation:

Ants from the genus Rhytidoponera (Hymenoptera: Formicidae) are known for specific type
of social organization in which the colony can be occupied by unrelated nestmates. This thesis
reviews molecular methods and markers available for study of population structure of social

insects with the particular reference to Rhytidoponera ants.

Projekt byl finanéné podporovan Vyzkumnym zamérem MSM6007665801, granty
Akademie véd CR - KJB612230701 a Ministerstvem $kolstvi CR - LC06073.

Prohlasuji, ze svoji bakalafskou jsem vypracoval samostatné pouze s pouzitim
prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvefejnénim své bakalaiské prace, a to v nezkracené podobé¢ elektronickou cestou ve veiejné
piistupné &asti databaze STAG provozované Jiho&eskou univerzitou v Ceskych Budé&jovicich
na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim svého autorského préva k odevzdanému
textu této kvalifika¢ni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v
souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb. zvefejnény posudky skolitele a
oponenti prace i zaznam o prubéhu a vysledku obhajoby kvalifikacni prace. Rovnéz
souhlasim s porovnanim textu své kvalifikacni prace s databazi kvalifika¢nich praci Theses.cz
provozovanou Narodnim registrem vysokoSkolskych kvalifika¢nich praci a systémem na
odhalovani plagiatt.

V Ceskych Budgjovicich dne 3.1.2011

Karel Kopejtka



Podékovani

Ré&d bych na tomto misté podékoval Mgr. Milanu Jandovi, Ph.D. za jeho trpélivost a
ochotu pfi opravach mé bakalaiské prace. Dale bych chtél vyjadrit své podékovani Be. Petie
Simiinkové, RNDr. Michaele Borovanské, Ph.D. a Mgr. Janu Zimovi za pomoc pfi praci
Vv laboratofi a za cenné rady. Za podporu nejen finanéni dékuji své roding.



OBSAH

L UVOA @ CIlE PIrACE. .. ev et e e e e e e e 1
1.1 Biologie a sociélni struktura rodu Rhytidoponera..............cccoeeviiiieeinnn 2
2 MOIEKUIOVE MArKEIY ... . e e e e e e e e 4
2.1 Historie molekulovych markerli............ocooeiiiiiiiii e 4
2.2 DNA MOoleKulové markery....... ..o e e, 6

2.2.1 Mitochondrialni DNA (MDNA).......cooiiiiiiie i eeiieeveeen 2B

2.2.23aderNa DINA . .. oo 10
2.2.3 DalSi vybrané molekulové markery a metody.............cc.ooviiiiiiin.es 16
224 ZAVET. .. 24

3 Experimentalnd CASt........ovviiiit i 27
B L MELOUY PIACE. .. ettt et e et et et e e et e e e e e 27
3.L11z00aCe DNA ..o e 27
3.1.2 PCR, eleKtrofOr€za. .. ......coviniiiei e e e e 28
3.1.3 Purifikace PCR produktll............cooiiiiiiiiiicc e 30

3. 1.4 SEKVENOVANI ... ...ttt e e e e e e e e e e 30
3.1.5 SKIAAANT SEKVENCT. .. ... et e e e e 30

3.1.6 Zarovnavani SekvenCi...........ccooeveiie i e 31
3.1.7 Tvorba KIadogramu... ... ...couuie i e e 31
3.1.8 Statistickd analyza sekvenci............ocoee v en31
ANVYSIEAKY. .. .. e e 34
B DISKUZE. .. et e e a2, 30
0 ZAVET ...ttt e 38
7 SEZNAM TIEIATUIY. ...ttt et e e et e e e et e e e et e e e 39

8 P IO .. 48



1 Uvod a cile préace

Ma bakalaiska prace se zabyva porovnanim dvou typt molekuldrnich metod pfi
rekonstrukci populacnich vztahti u novoguinejskych zastupcti mravenct rodu Rhytidoponera.
Prace je ¢lenéna do dvou Casti — reSerSni Cast a cast vénujici se interpretaci vlastnich dat
z préce v laboratofi.

V reSer$ni Casti jsem se pokusil kratce shrnout soucCasné znalosti 0 problematice
molekulovych DNA markerti a pfinést Ctenafi aktudlni piehled literatury napsané na toto
téma.

V experimentdlni Casti jsou popsany material a metody, které jsem pouzil pro ziskani a

vyhodnoceni molekularné-genetickych dat.
Hlavni cile préace

1. kriticky zhodnotit metody, které slouzi ke studiu ptibuznosti kolonii socidlniho hmyzu

2. zjistit, jak jsou mitochondrialni DNA markery a jaderné DNA markery vhodné pro
mapovani piibuzenskych vztahti mezi koloniemi mravenct rodu Rhytidoponera

3. vyhodnotit, jestli jsou dfive pouzité primery vhodné pro druh Rhytidoponera strigosa

4. odhalit pfibuznost jedincti rodu Rhytidoponera v ramci jednotlivych kolonii a mezi
koloniemi navzéjem

5. vyhodnotit, ktery z vyse uvedenych DNA markert je pro toto mapovani vhodnéjsi,

piipadn¢ zda je vyhodné pouzit jejich kombinaci



1.1 Biologie a socialni struktura rodu Rhytidoponera

V ramci rodu Rhytidoponera bylo dosud popsano 114 druhtt (Hymenoptera Online
Databéaze, listopad 2010) obyvajicich Austro-papuanskou oblast. Pfedpoklada se, ze vSech 12
druht, které se vyskytuji na Papui Nové Guinei, si je ve své socialni struktuie podobno.

Zastupci rodu Rhytidoponera Ziji v rozmanitych typech prostiedich: od savan pies destné
pralesy az po méstské oblasti. Hnizda miiZzeme najit téméf vzdy jen v pudé nebo v dutinich
rozkladajicich se stroml. Pddni hnizda byvaji Casto pod kameny, které je chrani pied
extrémnimi teplotami a také slouzi jako dopliikovy zdroj tepla v chladnych obdobich (Thomas
2002). Hnizda, kterd nejsou ni¢im zvenku kryta, vytvaii vét§inou malé neupravené hromady
az velké kupy, které jsou zakryty drobnymi kaminky, listim ¢i malymi vétvickami. Nékteré
druhy obyvajici tropické destné pralesy mohou v ojedinélych ptipadech hnizdit ve stromech
(Shattuck 1999).

Rod Rhytidoponera patii k typickym potravnim generalistiim, ale v né¢kterych oblastech je
vyznamnym predatorem. Mezi jeho potravu patii také duznina rtiznych druhGt ovoce a
semena.

Mravenci rodu Rhytidoponera zakladaji své kolonie dvéma moznymi zptisoby:

a) skrze jednotlivé oktidlené parici se samice (kralovny) — podobné jako mnoho dalsich druhi
mravenci; nebo

b) jako vysledek rozdéleni stavajici kolonie nebo fragmentace (tzv. ,,odpucovani®): jedna

nebo vice rozmnozovanischopnych délnic — doprovazenych neoplodnénymi délnicemi —

opousti matefskou kolonii, aby zalozily nové dcefiné hnizdo.

Z ptedchoziho tedy vyplyva, ze u rodu Rhytidoponera existuji dva typy samic schopnych
reprodukce: tzv. pravé krdlovny a ,,gamergates” (ty jsou ale morfologicky neodliSitelné od
nerozmnozujicich se délnic). Plati, ze pravé kralovny a gamergates se nikdy nevyskytuji ve
stejném hnizdé soucasné, ale Casto se stava, ze se vyskytnou v riznych hnizdech v rdmci

jedné mravenci populace (Ward 2006).

V ramci rodu Rhytidoponera bylo popséno Siroké spektrum socialni organizace a
rozmnozovacich systémt (Crozier a Pamilo 1996). Od druhti s pravymi kradlovnami ptes
druhy s polygynnimi koloniemi, gamergates (pravé kralovny zde nejsou zndmy), aZz po
skupiny druht s polymorfnimi koloniemi obsahujicimi jak polygynni kolonie, gamergates, tak

i monogynni kolonie s pravymi kralovnami. U nékterych druhti rodu Rhytidoponera nebyly



dosud prave kralovny popsény (Tay a Crozier 2000). Vysoka plasticita socidlniho systému
rodu Rhytidoponera je zajimavym fenoménem a vyzkum genetickych a ekologickych faktora
ovlivityjicich socidlni strukturu kolonie se jevi jako vhodny model pro studium socialni
evoluce. Z téchto diivodu jsem vybral pro svou praci jako modelového zastupce pravé druh R.
strigosa. Dalsimi vyhodami zvoleného druhu je jeho vysoka lokalni pocetnost a vyskyt

Vv riznych typech habiti.



2 Molekulové markery

DNA molekulové markery slouzi u hmyzu k ziskani informaci, na jejichz zakladé je
mozné nasledné odhadnout genetickou diverzitu a genovy tok mezi druhy, identifikovat
haplotypy a fylogenetické linie, pfip. zmapovat migraci a historii populaci (Hale a Singh
1991; Yoon a Aquadro 1994; Behura et al. 2001b; Salvato et al. 2002; Llewellyn et al. 2003;
Bosio et al. 2005). Molekularni data poskytuji moZnost, jak odliSit sympatrické druhy od
allopatrickych a parapatrickych druhti (Ballinger-Crabtree et al. 1992; Wilkerson et al. 1993;
Favia et al. 1994; Apostol et al. 1996; Banuls et al. 1999; Ayres et al. 2003; Margonari et al.
2004). Monitorovani genového toku a genetické variability uvnitt hmyzich druhti a mezi nimi
ma zéasadni vyznam pti odhalovani populacni struktury a dynamiky (Cervera et al. 2000;
Wong et al. 2000; Takami et al. 2004; Mendelson a Shaw 2005). Pfirozeny vybér je hybnou
silou  populaéni diverzity - vtomto kontextu jsou molekularni markery pouZivany
pro odvozovani fylogeneze a biogeografie hmyzich populaci a k porozuméni evolu¢nim
mechanismim (Luque et al. 2002; Chatterjee a Mohandas 2003; Chatterjee a Tanushree 2004;
Prasad et al. 2005).

2.1 Historie molekulovych markert

Pro potfeby molekularni biologie byly jako prvni molekulové markery pouzivany
zejména bilkoviny a jejich rtizné typy, tzv. izoenzymy a allozymy. Jako izoenzymy jsou
oznacovany enzymy, které vykonavaji shodnou funkci, ale jsou kédovany geny nachézejicimi
se na raznych lokusech. Naproti tomu allozymy jsou varianty jednoho enzymu, které jsou
kédovany riznymi alelami umisténymi na stejném lokusu. Allozymy a izoenzymy se
v prib¢hu elektroforézy pohybuji gelem riiznou rychlosti, protoze se navzajem lisi ve

velikosti a elektrickém néboji.

Po skonceni elektroforézy je gel vizualizovan metodou tzv. histochemického barveni, pii
kterém jsou detekovany projevy reakce katalyzované zkoumanym enzymem — na gelu
vzniknou v misté aktivity enzymu barevné zony v podobé prouzkii. Hlavnimi vyhodami
pouziti izoenzymu jako molekulovych markeri ve srovnani s DNA molekulovymi markery

jsou: niz8$i cena, kodominantni charakter (je mozné piimo rozliSit heterozygoty) a velké



univerzalnost této metody. V soucasnosti se vSak vice vyuziva DNA markert, které jsou
oproti enzymuim vice variabilni a mohou charakterizovat cely genom.

(http://botanika.bf.jcu.cz/laboratory, listopad 2010)

Mezi prvnimi byl odhalovan zejména polymorfizmus mlécnych bilkovin (albuminy,

kaseiny) a bilkovin krevniho séra.

Miééné bilkoviny

Mlécné bilkoviny skotu jsou charakteristické vysokym stupném polymorfizmu; je znamo,
ze stupeni polymorfizmu koresponduje s kvantitativnimi i kvalitativnimi ukazateli mléka.
Nejbéznéjsim typem polymorfizmu je polymorfizmus substitu¢ni — jeden nukleotid v fetézci
DNA je nahrazen jinym, takze pfislusna aminokyselina v molekule bilkoviny je zaménéna
jinou. Mlééné bilkoviny jsou tkanové specifické; jsou syntetizovany a vylucovany sekre¢nim
epitelem mlécné zlazy béhem laktace. Asi 80 % celkové bilkoviny v mléce skotu tvofi Ctyii
typy kaseind (alfa S;, alfa S;, beta a kappa-kasein); geny pro vSechny typy kaseinu jsou
vV bunééném jadie lokalizovany na Sestém chromozému a je zndma jejich nukleotidova
sekvence. Druhou skupinu mléénych bilkovin tvoii syrovatkové bilkoviny — alfa-laktalbumin
a beta-laktoglobulin. Syrovatkové bilkoviny jsou umistény na patém, respektive jedenictém

chromozému (Czernekové et al. 2004).

Bilkoviny krevniho séra

V krevnim séru se daji prokazat stovky riiznych bilkovin; lisi se koncentraci, velikosti
svych molekul a svou funkci vorganismu. VétSina plazmatickych bilkovin je tvofena
Vv jatrech a vylucovana do krve. Elektroforeticky je mozné rozd¢lit bilkoviny krevniho séra na
5 — 6 frakci: albumin a globuliny alfa;, alfa,, beta (Casto beta; a beta;) a gamma.
V soucasnosti se uziva zejména elektroforéza v agar6zovém gelu nebo na acetatcelulézovém
nosici (Racek et al. 1999).


http://botanika.bf.jcu.cz/laboratory,

2.2 DNA molekulové markery

Molekulové markery zalozené na DNA umoziuji v porovnéni s bilkovinnymi markery
ziskat obvykle vétsi mnozstvi polymorfizmu (Richardson et al. 1986). Je to zptisobeno tim, Ze
mutace v intronech ¢i dokonce v genovych kodonech maji potencial poskytnout vétsi miru
variability na urovni DNA neZ na trovni bilkoviny. Krom¢ toho — pro potieby detekce je
DNA ve tkdnich po vétSinu Casu vnezménéné form¢ a je stabilnéjsi nez bilkoviny.
Molekulové DNA markery se proto staly jednémi z nejbéznéjsich markertt pouzivanych pro
potteby méfeni genetickych rozdili mezi jedinci nebo mezi piibuznymi druhy a populacemi.
Vyznamné pokroky na poli molekuldrni biologie — a zejména v technikdch vyuZivajicich
DNA markery — vytvotily dostate¢né Sirokou zakladnu technického know-how, ktera muze

byt vyuzita pro molekularné-ekologické studie hmyzu (Hoy 2003).

2.2.1 Mitochondrialni DNA (mtDNA)

Mitochondrie maji svoji vlastni DNA; tato DNA kéduje nékolik gent, které produkuji
bilkoviny nezbytné¢ pro fungovani mitochondrii jakozto center buné¢ného oxidativniho
metabolizmu. VSechny tyto geny jsou piepisovany do RNA, kterd je pouzita k syntéze
bilkovin pfimo wuvnitf mitochondrii. Tento proces vyzaduje malé molekuly RNA a
ribozomalni slozky, které mtDNA také koduje. Nicméné, vétSina gent, které produkuji

enzymy pouZité v oxidativnim metabolizmu, je uloZena v bunééném jadre.

Eukaryotni buiiky nevytvaii zcela nové mitochondrie béhem kazdého bunééného déleni.
Namisto toho se samotné mitochondrie rozd¢li kazda ve dvé nové dcetiné mitochondrie. Tyto
zmnozené mitochondrie jdou do novych bunék. VétSina komponent nezbytnych pro
mitochondridlni déleni je kodovana geny umisténymi v jadfe buikky a translatovana do
bilkovin pomoci cytoplazmatickych ribozémut. Mitochondrialni replikace by tedy nemohla
probihat bez tcasti bunécného jadra; mitochondrie proto nemohou byt péstovany samotné

v médiu bez bunék (Raven a Johnson 1999).

Mitochondrialni DNA je dvouvladknova (ds) DNA; u zivo¢icht je to kruznicova dsDNA o

velikosti 16 az 20 kbp. Kazdy zivocisny druh ma svij vlastni typ mitochondrialniho genoforu.



Konformace, tvar a velikost mtDNA jsou velmi heterogenni a zavisi na fylogenetickém
postaveni druhu. Obvykle se v mitochondrii vyskytuje vice molekul mtDNA, pocéet molekul
kolisé podle konkrétniho druhu organizmu. Mitochondridlni DNA zivoc€icht je pomérné mala
— m4 informadni kapacitu kodovat maximéalné 36 bilkovin. Zivodisnda mtDNA koduje 2
molekuly rRNA (12S-rRNA a 16S-rRNA), 22 molekularnich druhii tRNA a 13 riznych
bilkovin.
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Obr. 1: Mitochondridlni DNA (http://cs.wikipedia.org, listopad 2010).
PouZziti mtDNA K rekonstrukci populaénich vztahi

Mitochondrialni DNA je jednim z nejvhodnégjsich genetickych marker pouzivanych pro
zviteci fylogeografické a populaéni studie, protoze se pienasi po matetské linii (aZ na vyjimky
— viz Schwartz a Vissing 2002; Gyllensten et al. 1991; Kondo et al. 1990; Skibinski et al.
1994), vykazuje velkou vnitrodruhovou variabilitu a nerekombinuje (aZz na vyjimku -
rekombinace mize probéhnout jen v piipadé splynuti mitochondrii). Diky jinému
mechanismu replikace a jinym repara¢nim procestim je u mitochondrii jind mutacni frekvence
nez v jaderném genomu - jejich molekularni evoluce je cca 5x — 10x vy38i neZ u jaderné

DNA. Mutace mtDNA jsou zplisobovany piedevsim zvySenou koncentraci mutagent (napf.


http://cs.wikipedia.org,

kyslikovych radikali) v dusledku energetického metabolizmu probihajictho uvnitt

mitochondrii, malo pfesnou replikaci a neu¢innymi repara¢nimi mechanizmy.

Geny ulozené¢ v mtDNA jsou vybornym ndastrojem pro studie zabyvajici se populacni
strukturou, genovym tokem a evoluci blizce ptibuznych skupin organizmi, protoze jeji
striktni matefska dédinost zarucuje v kazdé noveé vzniklé linii hromadéni mutaci v
mitochondrialnim genomu (Avise 2004). DalSi nezanedbatelnou vyhodou pouZiti mtDNA pro
vyse zminéné studie je jeji obvykle bezproblémova izolace a fakt, ze existuje tada
univerzalnich (tzv. degenerovanych) primerd pouzitelnych pro mnoho jejich vysoce
konzervovanych genti (Hoy 2003).

Navzdory vyse uvedenym vyhodam neni pouziti mtDNA zcela bez piekazek. Jednim
Z problémil je mozna interference pseudogeny z jadra; nékteré degenerované primery urcené
pro mtDNA mohou nasedat i na uréitou nukleotidovou sekvenci v jaderném genomu
vV mistech integrace mtDNA (v jadie se mtDNA chova jinak nez jeji obdoba v mitochondrii).
Jaderné pseudogeny mohou zkomplikovat analyzu vysledki a pro populaéné-genetické studie
je tedy tato situace nezadouci. Nicméné tyto pseudogeny pouze limituji rozliSovaci schopnost
analyzy; nasledkem je nizsi efektivita pouZiti mtDNA v popula¢né-genetickych studiich.
Pouzité primery by proto mély spliiovat pozadavek na co nejvétsi specifitu k cilové sekvenci
DNA (Zhang a Hewitt 2003).

U n¢kterych druhd organismi existuji sekvence mtDNA ve velkém mnozstvi kopii
s malou mirou odliSnosti mezi jednotlivymi jedinci; to ma za nésledek malou vypovidaci
hodnotu pii mapovani populacni genetiky (Zhang a Hewitt 1996). Dalsim problémem pfii
pouziti mtDNA v populacnich studiich miize byt vyskyt mikrobidlnich symbiontd (pfip.
parazitl), kteti mohou zpisobit zménu distribuce mtDNA bez vlivu na nukledrni DNA,
protoZe cytoplazmaticky genom muze byt ovlivnén nepiimou selekci spojenou s prenosem
genetického materidlu mikroorganizmem (Hurst a Jiggins 2005). Klasickym ptikladem
takovychto endosymbiotickych mikroorganizmii jsou bakterie rodu Wolbachia. Jedna se o
gramnegativni bakterie, které zptsobuji v hostitelském organizmu vyvojové poruchy jako
naptiklad cytoplazmatickou inkompatibilitu (cytoplasmic incompatibility — CI), feminizaci a
posun poméru pohlavi (sex-ratio distortion); (Werren 1997). Vyskyt téchto bakterii je u
hmyzu bézny, proto je stale vice druhti testovano na jejich pritomnost metodami molekuldrni
biologie (Jeyaprakash a Hoy 2000). V populaci uré¢itého druhu hmyzu, ktera je infikovana

bakteriemi rodu Wolbachia, postupné stoupa vyskyt mitochondrii z nakazenych jedinci; to je



zpusobeno podobnym zpusobem pienosu mitochondrii a bakterii. Vysledkem je tedy vysoka
prevalence mtDNA z nakazenych jedinctu v této populaci (Turelli et al. 1992; Rigaud et al.
1999). Tato situace je piikladem tzv. genetického svezeni se (genetic hitchhiking) — obecné
takto oznacujeme proces, kdy se evolucné neutrdlni nebo negativni mutace nebo alela Sifi v
urcitém genofondu diky tomu, ze je ve vazbé s genem, ktery je pozitivné selektovan (Barton
2000). Genetické svezeni se je tedy ptikladem horizontalniho pfenosu genetické informace

(horizontal gene transfer — HGT) u eukaryot.

Oblasti mtDNA vyuZivané k rekonstrukci popula¢nich vztaha

a) geny pro ribozomalni RNA
b) geny kodujici bilkoviny

c) nekodujici sekvence

ad a) U mravenci (stejn¢ jako u vétSiny zivoCicht) se na mtDNA nachéazi dva geny
pro rRNA. Jednd se o gen pro malou ribozomélni podjednotku (12S rRNA) a gen pro
velkou velkou ribozomalni podjednotku (16S rRNA). Geny neobsahuji spacery a
nachézeji se na molekule mtDNA vZdy jen v jedné kopii. Ve srovnéni s jadernymi
geny pro TRNA jsou mensi a strukturné jednodussi. Pro populaéni studie je nejvice
informativni gen pro 16S rRNA (Hoy 2003).

ad b) Geny kaddujici bilkoviny jsou na mtDNA reprezentovany geny pro cytochrom-
c-oxidazy (tfi podjednotky: COI — COIIl), cytochrom b (Cytb), podjednotky ATP-
syntetazy (dvé podjednotky: A6 a A8), podjednotky NADH-dehydrogendzy (sedm
podjednotek: ND1 — ND6 a NDA4L). V popula¢né-genetickych studiich jsou z nich ve
veétsi mife pouzivany jako DNA markery geny pro COI, COII a Cytb.

ad c) Useky genomu, které koduji aminokyseliny v bilkovinach, piedstavuji u
eukaryot vétSinou méné nez 10% jeho velikosti. Neékolik desitek procent
eukaryotického genomu zabiraji kratké opakované sekvence (bud’ ve velkych blocich
nebo roztrousené), které nic nekdduji. U hmyzi mtDNA se vyskytuje kratky variabilni
segment kontrolni oblasti s vysokou Urovni polymorfizmu; protoZe je zde obzvlast
vysoky obsah adeninovych a thyminovych nukleotidt, nazyva se tato oblast tzv. A+T
bohata oblast (na rozdil od obratlovci, kde je obsah téchto dvou nukleotidii mensi)
(Simon 1994). Hmyzi kontrolni oblasti mohou byt klasifikovany do dvou riznych

skupin: skupina 1 u zastupcti rodu Drosophila, skupina 2 hmyziho kontrolniho



regionu, ktery neni rozdélen do odlisnych konzervovanych nebo variabilnich domén —
namisto toho jsou kratké konzervované sekvence rozmistény po celé kontrolni oblasti.
Zhang a Hewitt (1997) ve své praci (srovnavajici A+T bohaté oblasti mezi druhy)
uvadéji, ze 1 kdyz tandemové repetice vykazuji intenzivni evoluci a mnozstvi
rozdilnych kopii ukazuje na zna¢nou rychlost mutaci, piesto je zde pravdépodobné
snizena rychlost substituce nukleotidti diky pfitomnosti velkého mnozstvi adeninu a
tyminu a pifimého mutac¢niho tlaku. Proto A+T kontrolni region neni nezbytné
nejvariabilnéjsi oblasti genomu co se ty¢e pozadavku nukleotidové substituce a
nevyviji se rychleji nez samostatné kopie jadernych nekodujicich sekvenci. Z vyse
uvedeného vyplyva omezena uspé$nost analyz vyuzivajicich této oblasti mtDNA — coz

ma nasledné vliv také na uziti tohoto markeru v popula¢né-genetickych studiich.

2.2.2 Jaderna DNA

Struktura a organizace jaderné DNA

Jadro eukaryotickych bun€k je tvofeno chromatinem; jedna se o komplex dvouvlaknové
DNA, histonli a proteini nehistonové povahy. Oproti prokaryotim je jadro eukaryotnich
bunék zietelné ohrani¢eno jadernou membranou. De¢leni jadra je mitotické a zajist'uje
rozdéleni chromozoémt do dcefinych bunék. VétSina geni je soustfedéna v jadie na
chromozémech; kazdy eukaryotni chromozom obsahuje jednu dlouhou linearni molekulu
dvouvlaknové DNA. Geny umisténé na této DNA se nazyvaji jaderné geny. Tyto geny kdduji
proteiny nebo jsou pfepisovany do funkéni RNA, kterd vyznamnym zptisobem zasahuje do

zivotnich funkci eukaryotnich bungk.

Struktura chromozoémi se méni podle fyzikalniho a chemického stavu chromatinu
(jaderné hmoty), tj. zda je chromatin ve stavu kondenzovaném nebo dekondenzovaném. Podle
stupné obarveni bazickymi barvivy a miry kondenzace je mozné rozlisit dva fyzikaln¢ odlisné
stavy chromatinu: a) euchromatin, ktery se barvi slabé a je v dekondenzovaném stavu;

b) heterochromatin, ktery se barvi siln¢ a predstavuje kondenzovany stav chromatinu.

S kondenzaci chromatinu souvisi i jeho transkripcni aktivita. Obecné se da fici, ze

chromatin, ve kterém pravé probiha transkripce, musi byt v dekondenzovaném stavu (ve stavu
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euchromatinu). Ale obecné neplati, Ze vSechen euchromatin je transkripéné aktivni; velka ¢ast
chromozémové DNA ve formé euchromatinu nemize byt prepisovana, protoze neobsahuje
promotory. V heterochromatinu transkripce probihat nemuze — je v kondenzovaném stavu;

heterochromatin se tedy povazuje za transkripéné neaktivni.

Kazdy eukaryotni chromozém obsahuje jednu dlouhou linearni molekulu dvouvlaknové
DNA. Znac¢na cast eukaryotniho genomu pfipadd na nekodujici sekvence (napf. pouze cca
10 % savéiho genomu obsahuje genetickou informaci). Z evoluc¢niho hlediska tato skutec¢nost

znamena, Ze vétSina eukaryotniho genomu nebyla v evoluci vyuZita a je k dispozici dalSim

mutaénim zménam.

Tab. 1: Velikost DNA jaderné sloZzky haploidniho genomu u vybranych druht eukaryot.

Druh Velikost genomu [bp] Pocet chromozomii
Saccharomyces cerevisiae 1,34 x 10’ 16
Caenorhabditis elegans 8 x 10’ 4
Drosophila melanogaster 1,65 x 10° 4
Xenopus laevis 3 x10° 18
Mus musculus 3 x10° 20
Homo sapiens 3x10° 23
Zea mays 5 x 10° 10
Allium cepa 1,5 x10%° 8

Kazdy eukaryotni chromozém ma dvé funkéni slozky, které zajistuji jeho biologickou
funkci jako celku; jsou to:
a) centromera - zajistuje segregaci chromozomu do dcefinych bun¢k béhem bunééného
déleni
- jeji konce jsou, co se tyce sekvenci, velmi konzervativni
b) telomera - tidi zakon¢eni replikace na 3‘-koncich DNA chromozému
- konce DNA v telomerach se vyznacuji tandemovymi repeticemi, které jsou

pro dany druh charakteristické
Pouziti jadernych genii jako genetickych markeri
Z dostupné literatury vyplyva, Ze jaderné geny nejsou Vramci populaénich studii

pouzivany tak Casto jako je tomu u mtDNA. Sekvence jadernych intrond jsou ale potencidlné

vhodné pro tcely vnitrodruhovych studii (Hillis et al. 1996). Naptiklad ribozomalni DNA
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repetice maji za sebou lezici sekvence, které jsou vysoce konzervativni a variabilni v rdmci
populaci nebo mezi nimi (Mindell a Honeycutt 1990).

Jaderné ribozomélni DNA (rDNA) geny jsou sloZeny z jednotek tandemovych repetic,
kazda takova jednotka kdéduje 5S, 5.8S, 18S a 28S ribozomalni RNA (rRNA). U eukaryot jsou
rDNA geny v tésnych tandemovych klastrech na jednom nebo nékolika chromozémech. Casti
chromozoémt s rDNA geny se vjadie shlukuji a spolu s obklopujici rRNA a vizanymi
bilkovinami jsou v jadie dobte vidét jako tzv. jadérka.

Jednotlivé transkripéni jednotky jsou oddélené tzv. ITS (internal transcribed spacer)
regiony, které jsou béhem zrani rRNA vystfizeny a rychle degradovany. Délka sekvenci ITS1
a ITS2 spacerti u hmyzu je obvykle 190 bp - 663 bp, u nékterych druhti mravencti mize byt
vSak mnohem delSi (657 bp — 940 bp); (Hung 2004). Dodnes neni zndmo, zda zastavaji tyto
spacery v genomu Vv soucasné dobé né&jakou funkci. Od té doby, co (pravdépodobng¢) ztratily
svij ucel, nejsou tyto ITS sekvence pod velkym selekénim tlakem a mohou tedy velmi rychle
hromadit mutace. Diky rozsahlym zménam ve svych sekvencich mohou byt pouzity pro
studium genetické variability uvnit druhti a mezi nimi (Hung 2004). Rozdilné tempo evoluce
mezi riznymi rDNA oblastmi a sekundarni struktura transkribovanych oblasti poskytuji
rDNA vysokou miru systematické ptizptasobivosti (Hillis a Dixon 1991). Naptiklad Hung
(2004) pouzil sekvenci ITS2 oblasti ke studiu sekvencni variability u mravenct rodu
Strumigenys. Z vysledkt této studie je ziejmé, ze ITS2 region rDNA vykazuje vysoky
polymorfizmus a divergenci sekvenci.

Mezi nejoblibengjsi jaderné rDNA geny pouZivané zejména pro fylogenetické studie
hmyzu patii 18S a 28S rDNA. Takové studie publikovali napt. Crampton et al. (1996); Black
et al. (1997); Ward a Downie (2004); Cruickshank a Thomas (1999).

Z dostupné literatury je zfejmé, ze studii vyuzivajicich jaderné markery u mravencti neni
mnoho; nepocitame-li mikrosatelity, které diky svému ¢etnému pouziti (nejen u mravenci)

tvofi samostatnou kapitolu.

Mikrosatelity

Mikrosatelity - casto oznaCované zkratkami SSRs (simple sequence repeats), VNTRS
(variable number of tandem repeats) ¢i SSLPs (simple sequence length polymorphisms) — je
mozné nalézt uvnitt celého jaderného genomu vétsiny eukaryotnich organizmii a v mensi mite
i u prokaryot (Jarne a Lagoda 1996; Vaughan a Lloyd 2003). Byly také nalezeny v rostlinnych
chloroplastech (Cato a Richardson 1996; Chung et al. 2006) a zivocisSnych mitochondriich
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(Hoelzel et al. 1994; Soranzo et al. 1999; van Oppen et al. 2000; Rajendrakumar et al. 2007).
Mikrosatelitni sekvence mohou byt dlouhé v rozsahu jednoho az Sesti nukleotidti a tandemoveé
se opakuji (van Oppen et al. 2000), celkova délka klastru je maximalné¢ nékolik set
nukleotidi. Obvykle se z nékolika moznych mikrosatelitli u uréitého druhu vyskytuje jeden
neoby¢ejné hojné — v mnoha desitkdch aZz stovkach tisic klastrii roztrouSenych viceméné

nahodné po celém genomu.

Mikrosatelity je moZné klasifikovat jako:
a) jednoduché dokonalé (,,simple perfect”) - tandemové sady jednoduché opakujici se
sekvence (napt. [AGG]n)
b) jednoduché nedokonalé (,,simple imperfect*) - sady skladajici se z jedné nebo vice
opakujicich se sekvenci riznych délek (napt. [AACIn[ACT][AAC]n+1).
c) sloZzené dokonalé (,,compound perfect®) - sady skladajici se ze dvou nebo vice
ruznych opakujicich se sekvenci o stejné délce (napt. [AGG|n[AATC]n)
d) sloZené nedokonalé (,,compound imperfect®) - sady sekvenci pferusenych jednim
nebo vice opakovanimi o rozdilné délce (napt. [GGATn[ACT][GTAA]n+1)
(Roy et al. 2004)

Vznik téchto repetitivnich sekvenci byl objasnén mechanismem sklouzavani DNA-
polymerazy (,,DNA slippage*) po vlaknu DNA pfi replikaci. Je znamo, ze DNA-polymeraza
ma tendenci pii syntéze lagging strandu sklouzavat po templatu zpét — obzvlasté na kratkych,
tandemové se opakujicich sekvencich. DNA-polymeraza pak nasyntetizuje kousek sekvence
jeste jednou a prodlouzi tak nové vznikly genom o stejnou, kratkou sekvenci. Sklouzavani

DNA-polymerézy bylo potvrzeno pokusy in vitro.
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Obr. 2: Sklouz&vani DNA-polymerazy (Doubnerova 2008).

Dalsi mozna vysvétleni vzniku mikrosatelitti zahrnuji rekombinaci dvouvlaknové DNA,
reparaci dvouretézcovych zlomli homologni rekombinaci a retrotranspozici (retropozici).
Sklouzdvani DNA-polymerazy pfti replikaci je sice pokladano za hlavni mechanismus vzniku
a evoluce mikrosatelitnich sekvenci, ale ostatni uvedené mechanismy mozni také hraji jistou

roli a jejich vliv ziistava predmétem dalSich studii (Schlotterer 2000).

Mikrosatelity coby DNA markery jsou vyuZivany K nejriznéj$im typtim zakladniho
genetického vyzkumu u vétSiny druht Zijicich organismti. U hmyzu byly mikrosatelitni
markery vyvinuty mimo jiné k a¢elim identifikace jednotlivych druhti a popula¢né-
genetickych a evolu¢nich studii (Lawson a Zhang 2006).

Mikrosatelitni markery se staly oblibenymi zejména diky svému vysokému stupni
polymorfismu a relativné jednoduché identifikaci jednotlivych alel. Nevyhodou pfi jejich
pouziti u druht, které jsou zkoumany poprvé, je nutnost vytvotreni primerti de novo (metodou
skenovani genomovych knihoven); (Avise 2004). Ptipadné je moZné pouZit primery jiz
vytvotené pro blizce piibuzné druhy (tzv. cross-amplifikace); v tomto piipadé ale uspésnost
amplifikace kleséa se vzajemnou fylogenetickou vzdalenosti druhti. DalSimi vlastnostmi, které
mohou sniZit pouzitelnost mikrosatelitnich markerd, je napi. délka jejich sekvence a vysoky

stupen mutaci (Richard a Thorpe 2001).
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Mikrosatelitni markery pro rod Rhytidoponera

V soucasnosti je pro rod Rhytidoponera dostupnych 14 publikovanych mikrosatelitnich
markerd; pouze 8 z nich lze udajné vyuzit v rdmci celé skupiny (Tay a Crozier 2000).

Tay a Crozier (2000) vytvofili 5 mikrosatelitnich markerti, avSak vétSina je pouzitelnd
pouze pro druh Rhytidoponera sp. 12 (Chapuisat et al. 2000). Chapuisat et al. (2000) navrhl
pro druh R. metallica 8 novych mikrosatelitnich marker; také zvetejnil jeden mikrosatelitni
marker, ktery vytvofili Tay a Crozier (2000) pro svou praci na Rhytidoponera sp. 12, tento
marker ale ve svém ¢lanku neuvedli.

Chapuisat et al. (2000) uvadi, Ze v3echny mikrosatelitni markery, které jsou zahrnuty
V jeho studii, jsou vhodné pro zkoumani popula¢né-genetickych vztahti v rdmci celé skupiny

rodu Rhytidoponera.

Tab. 2: Vybrané mikrosatelitni markery pro rod Rhytidoponera (Chapuisat et al. 2000).

Lokus Sekvence primeru (5°-3") Repetice Velikost [bp]

Rmet3 F: TCTCGGAAAAGAAATAGAGACAG |(GA)4p 226-248
R: CATGTCTACCTGACCGAGAAC

Rmet4 F: CATACTATCGCTTATCTCAGC (CT)2e 152-178
R: GAACTAACCTCATCGTCCACT

Rmet7 F: AGACTTCAATCACGAGAAGCG (AG)z0 223-269
R: ATTGGCACTTGGTCGATAGG

Rmet8 F: AAAACACGAGATACCGTCCTC (CT)so 108-144
R: CTGTTGACCCGCCTCCTG

Rmet10 F: GTCATGGACGGAAATCGC (CT)sr 246-296
R: TACCCCCATTCTATCTCGCA

Rmet12 F: GGAGTTTCTACTCGCCTCTCG (GA)2 275-315
R: CTCATTCGTATCACGCAAGC

Rmet15 F: CATTCGACCGCATTTTCC (AG)2g 154-202
R: CGAGAGAGGGTGCGACAT

Rmet16 F: TTTAGGGACAAGAGACATGGC (CTao 117-203
R: ATTGATAGGTCGCGGTCTTG

Rh12-13525 |F: GACATACCGGGAGCGACC (Chu1 178-192
R: CGCCTTCTGACACCTTTGG
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2.2.3 Dalsi vybrané molekuloveé markery a metody

Polymorfizmus délky restrikénich fragment (RFLP)

Princip metody

Rozdily v restrik¢nich mapach jedincti téhoz druhu se oznacuji jako polymorfizmus délky
restrikénich fragment (RFLP). Tyto rozdily jsou podminéné rtznou délkou a poctem
restrikénich fragmentli vytvofenych S$tépenim genomové DNA urcitou restrikéni
endonukleazou; jejich podstatou jsou bud® mutace vedouci k vytvofeni nebo ztraté
rozpoznadvacich mist pro restrikéni endonukleazy, nebo vznikaji jako disledek pritomnosti
rizného poctu repetitivnich sekvenci, deleci, inzerci nebo prestaveb ve specifickych oblastech
chromozémt. Rozdily ve velikosti restrikénich fragmentd u riznych jedinci je mozné

nasledné snadno zjistit gelovou elektroforézou.
PouZiti metody v populaénich studiich

Metoda RFLP se pouziva v popula¢né-genetickych studiich pro jadernou i mtDNA.
Jednim z uskali této techniky je fakt, ze RFLP analyza vyzaduje pomérné velké mnozstvi Cisté
DNA - to byva u hmyzu v nékterych ptipadech velmi obtizné. Dale také analyza dat z RFLP
byvé obtiZna z technického a statistického hlediska. Nevyhody klasické RFLP je moZné obejit
pouZitim jeji modifikace — tzv. PCR-RFLP (Karl a Avise 1993). Pfednosti je, ze pro PCR-
RFLP nemusime mit vét$i mnozstvi jedinct — sta¢i nam jeden, je mozné pfipravit specifické
primery pro ur€ité konkrétni alely. Navic se jedna o metodu celkové rychlejsi a cenové

dostupnéjsi nez RFLP (Hoy 2003).

Primery pro PCR-RFLP jsou konstruovany z klont izolovanych z knihoven jaderné DNA
a tyto primery jsou nasledné pouzity in vitro k syntéze homolognich oblasti (Karl a Avise
1993). Vysledkem PCR jsou produkty o stejné délce, které se detekuji elektroforeticky.
Amplifikované produkty jsou §tépeny restrikéni endonukledzou a poté opét analyzovany
elektroforézou v agar6zovéem nebo polyakrylamidovém gelu. Vzorky jsou typizovany

restrikénimi spektry fragmentti amplifikované DNA (svych vzorki RFLP).
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Obecné se da fici, ze mendelovské polymorfizmy zjisténé touto PCR metodou mtizeme
fadit mezi cenné genetické DNA markery pouZitelné pro populaéné-genetické studie —
obzvlasté v ptipadech, kdy jednodussi (a levnéjsi) allozymové metody selhavaji (Karl a Avise
1993).

Polymorfizmus délky amplifikovanych fragment (AFLP)

Princip metody

Podstatou tohoto polymorfizmu jsou zmény v sekvencich DNA pro vazebni mista
primerti nebo delece a inzerce v amplifika¢nich produktech vznikajicich pfi pouziti nékterych
variant polymerazové fetézové reakce (napi. AP-PCR, REP-PCR, Alu-PCR, ITS-PCR,
SRFA). Stanoveni AFLP je vhodné pro tcely srovnavaci typizace celkové genomické DNA a

zpravidla nevyzaduje znalosti sekvenci pro hybridizaci univerzalnich primert.

PouZiti metody v populaénich studiich

Polymorfizmus délky amplifikovanych fragmentti (AFLP) je dalsi metodou pouzivanou
pro popula¢né-genetické studie, ktera vyuziva $tépeni restrikénimi enzymy (endonukledzami).
Stejné jako u RFLP, tato technika je v praxi spojena s PCR, a pak mluvime o tzv. PCR-AFLP.

Pomoci metod na bazi AFLP je mozZné v kratké dobé vyprodukovat stovky genetickych
markeri z DNA nejriznéjSich druhli organizmii; tyto metody tedy dovoluji provadét
genotypovani nebo fingerprinting s vysokou rozlisovaci schopnosti. Uspora ¢asu a finan¢nich
nakladt, reprodukovatelnost a rozliSovaci schopnost jsou vétsi (nebo minimalné stejné) v
porovnéni s ostatnimi markery (allozymy, mikrosatelity, RFLP, RAPD). Diky vysokému
stupni reprodukovatelnosti vysledkli a snadnému pouziti nalézaji AFLP markery hlavni pole
pusobnosti ve studiich zabyvajicich se systematikou, urCovanim patotypt (pathotyping),
populacni genetikou, DNA fingerprintingem a mapovanim lokusti pro kvantitativni znaky

(quantitative trait loci mapping); (Mueller a Wolfenbarger 1999).
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Hlavni nevyhoda AFLP-PCR tkvi ve skute¢nosti, Ze je obtizné nalézt homologni
markery (alely) — to ¢ini tuto metodu méné vhodnou pro studie vyzadujici pfesné stanoveni

mezialelickych  vztahti (jako napf. wurCeni miry heterozygotnosti); (Mieller a
Wolfenbarger1999).

SNPs (single-nucleotide polymorphisms)

Princip metody

Jednonukleotidové polymorfizmy (SNPs) jsou odchylky jednotlivych nukleotida
v sekvenci genomové DNA. Metoda pouzivana pro ovéfeni jednonukleotidovych
polymorfizmt se nazyva minisekvencovani. Tato technika je zalozena na prodlouzeni
3’-konce primeru o jediny znaceny nukleotid, ktery slouzi jako terminator; primer se vaze
svym 3’-koncem Vv tésném sousedstvi polymorfniho mista. K prodlouZeni primeru DNA-
polymerdzou dojde pouze v piipadé, Ze =znaCeny nukleotid piitomny v reakci je
komplementarni k bazi v cilovém misté. Produkty prodlouzenych primera jsou analyzovany

elektroforeticky a vyznacuji se odliSnou pohyblivosti.

Automatizaci stanoveni SNPs umoziuje modifikace této metody, ktera se provadi na

DNA ¢ipech a pouziva specificky fluorescen¢né znacené nukleotidy.

Pouziti metody Vv populaénich studiich

SNPs jsou nejcastejsi formou mutace u mnoha genomdi; na zaklade jejich vyskytu v
genomu muzeme odhadnout celkovy rozsah pfirozenych mutaci v populaci (Willing et al.
2009). Velmi casty vyskyt SNPs v ramci celého genomu je proto vhodny pro populacné-
genetické studie na celogenomové Urovni, pii soucasném pouziti modell Sifeni chyb v
genomu a nejnovéjSich sekvenénich metod (Narum et al. 2008). Rychly vyvoj
experimentalnich metod v této oblasti umoziiuje znacnou miru automatizace, vyssi efektivitu
a predevSim se analyza SNPs stava cenové dostupnym nastrojem pro genetické studie i u

nemodelovych druhti organizmt (Willing et al. 2009).
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Random amplified polymorphic DNA (RAPD)

Princip metody

Néahodna amplifikace polymorfni DNA (RAPD) byvé popisovana také pod oznacenimi
AP-PCR, DAF a MAAP. Je to rychla a jednoduchd technika pro DNA fingerprinting; je
vhodné pro rychlou srovnéavaci typizaci genomové DNA mikroorganizmti a nékterych druhi
rostlin. Metoda vyuziva zpravidla jeden nebo vice kratkych primert o délce 8-12 nukleotida
libovoIné sekvence s nezndmou homologii k cilové sekvenci DNA a malo ptisné podminky
pro pfipojeni primerd. Za téchto okolnosti dochézi k annealingu (nasednuti primert)
s vysokou pravdépodobnosti na vice mistech na obou fetézcich DNA. Obvykle se vyskytne
nékolik mist, kterda nejsou od sebe pfili§ vzddlena a umoziuji pfipojeni primert na
protilehlych fetézcich smétujicich 3-konci k sobé. Vysledkem reakce je amplifikace mnoha
fragmentd o rizné délce a rozdilném molarnim mnozstvi — v z4vislosti na izolatu, ze kterého
genomova DNA pochazi. I kdyz je tato metoda vysoce ucinnd, byvaji pfi RAPD problémy
s reprodukovatelnosti a s nedostatkem shodnych pravidel pro interpretace rozdili mezi

jednotlivymi vzory.

PouZiti metody v populaénich studiich

Technika RAPD byva pouZivana v molekuldrni ekologii pro stanoveni taxonomické
totoznosti zkoumaného jedince, sestavovani pfibuzenskych vztahl, k analyze smiSenych
vzorkd DNA a k tvorbé specifickych DNA sond; na irovni populace nebo druhu je mozné
pomoci RAPD detekovat hybridni populace nebo druhy. Hlavnimi vyhodami n&hodné
amplifikace polymorfni DNA je jeji vhodnost pro préci s neznamymi genomy, pouZitelnost
pii feSeni piipadt, kdy je k dispozici jen omezené mnoZstvi DNA, efektivita a nizka cena
(Hadrys et al. 1992). Téchto vyhod vyuzili napt. Lu a Rank (1996) ve své studii péti
geograficky izolovanych populaci véely Megachile rotundata; autofi tvrdi, ze tento geneticky
marker je vhodny pro odhad genetické diverzity nejen u haploidnich populaci této véely
(haploidni samci), ale s dostate¢nym mnozstvim vzorkd je pouzitelny pro odhad genetické

divergence i u diploidnich populaci.
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Mezi nevyhody RAPD patii nizka opakovatelnost experimentd a mald hodnovérnost
ziskanych vysledkli; ¢asto se lisi nejenom vysledky pfi pouziti stejnych protokold
provadénych v riznych laboratofich, ale i vysledky opakovanych analyz provadénych za
zcela stejnych podminek ve stejné laboratofi (Black et al. 1992). Je to dano faktem, Ze metoda
je velmi citlivd na sebemensi zmény reakénich podminek i na nepatrné kontaminace reakcni
smeési (Edwards a Hoy 1993). Dalsi komplikaci je skutecnost, ze dédicnost RAPD fragmentti
u diplo-diploidnich organizmui funguje jako dédi¢nost dominantnich znakd, coz znemoziuje
rozliSeni heterozygotti od dominantnich homozygotd. Stejné¢ tak u haplo-diploidnich
organizmu je problém pii analyzach provadénych pouze na haploidnich samcich nebo pii
testovani genotypt diploidnich samic zkoumanim jejich samciho potomstva (Edwards a Hoy

1993).

Expressed sequence tags (ESTS)

Princip metody

Misto s expresni adresou (,,expressed sequence tag“) je kratkd sekvence odvozena
z klonu cDNA. Tato mista mohou byt pouZita k identifikaci genovych transkriptii a mohou
slouzit jako nastroj pii urcovani genovych sekvenci. V soucasnosti jsou ve vefejnych
databazich (napt. GenBank) dostupné desitky miliont jednotlivych ESTs.

Mista s expresni adresou (ESTs) jsou produkovéna sekvenovanim klonované mRNA /
cDNA. Vysledna sekvence ma relativné nizkou kvalitu (obzvlasté na koncich) a délka
sekvence se pohybuje od 100 do 800 bp. Celkova kvalita sekvence je obvykle vyrazné vyssi
ve stiedu (Nagaraj et al. 2007). ProtoZe se tyto klony skladaji z DNA, kterd je
komplementarni k mRNA, ptedstavuji ESTs ¢asti exprimovanych genti. Vysledna sada ESTs
je redundantni, protoze pouzity cDNA templat mize byt jen Caste¢ny &i v plné délce.
Techniky konstrukce cDNA knihoven a zpusoby eliminace nadbyte¢nych sekvenci popisuje
napt. Bonaldo et al. (1996).

Vzhledem k technikdm, které jsou pouzity pti sekvenovani ESTs, vznika ¢asto mnoho

riznych casteCnych sekvenci; tyto sekvence koresponduji se stejnou mRNA daného

organismu. Pribézné sestavované dil¢i spojité Gseky se oznacuji jako kontigy. V prvni fazi je
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kontigi obvykle mnoho a odpovidaji jen kratkym tsekiim genomu. Se zvySujicim se poctem
charakterizovanych klont se dafi kontigy postupné navzajem spojovat jeden s druhym a tim je
zvétSovat (prodluzovat). Postupné sefazovani klonti se proto nazyva kontigové mapovani a
jeho vysledkem je sestaveni kontigové mapy tvotené usporadanymi sekvencemi. Kone¢nym
kontigem je kompletni nepferusend sekvence DNA chromozému nebo celého genomu.
Z tohoto divodu je kontigova mapa formou fyzikalni mapy genomu. VySe uvedeny zptisob
fyzikalniho mapovani DNA (genomu) se fadi mezi tzv. pfistup zdola nahoru. Tento piistup
obecné spociva ve vytvoreni souboru klonovanych fragmentli genomové DNA, jejichz
uspoiadanim lze sestavit spojitou sekvenci odpovidajici celému genomu nebo dil¢im
chromozémum.

ESTs jsou, co se tyce pouziti, vSestrannymi DNA markery a lze je vyuzit pro nejriznéjsi
ucely genetickych studii; poprvé byly pouzity pii konstrukci fyzikalnich map lidského
genomu. EST databaze jsou uzitecné pii predikcich genové struktury, zkoumani mechanismu
alternativniho sesttihu, pro rozliSeni geni exprimovanych v konkrétnich tkanich ¢&i pfi
specifickych nemocech a pfi detekci a charakterizaci SNPs (jednonukleotidovych
polymorfizmu). Protokoly genové exprese zalozené na bazi EST byly také pouzity pro
identifikaci a analyzu téch geni, které se exprimuji spolecné. Techniky in silico
diferencialniho zobrazeni umoziuji odhalit geny, které se odli$né exprimuji v riznych tkanich
a ve zdravych a nemocnych jedincich. ESTs se takeé staly neocenitelnym néstrojem v
téch oblastech proteomiky, které se zabyvaji identifikaci jednotlivych bilkovin a
charakterizaci celych proteomt; obzvlasteé uzite¢né jsou v pripadech, kdy neexistuji kompletni
sekvence zkoumaného genomu. Ve spojeni s dalsimi genomickymi a proteomickymi
metodami (transkripéni analyzou a peptidovym fingerprintingem) se EST sekvenovani stalo
vyznamnym  zpusobem, jak identifikovat geny a jejich jednotlivé  alely.

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze pouziti ESTs se vyrazné¢ rozsitilo za hranice svého
pivodniho vyuziti — t.j. identifikace jednotlivych genti a analyzy transkriptomii. Vzhledem
ktomu, ze je dnes trend pouzivat nejruznéj$i holistické zplsoby kfeseni slozitych
biologickych problémt, je pravdépodobné, Ze analyzy EST data seti budu pouzivany i
v biomedicinskych a biotechnologickych odvétvich (Nagaraj et al. 2007).
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Pouziti metody v populaénich studiich

V nedavné dobé se EST markery staly popularnimi i v oblasti genetickych studii hmyzu.
Diky pouzivani komer¢nich kit pro pfipravu cDNA knihoven a metoddm automatizovaného
sekvenovani DNA je mozné relativné rychle a efektivné generovat rozsahl¢ EST data sety.
Ackoliv dosud byly EST markery u hmyzu pouzivany predevsim pro analyzy transkriptom
(Whitfield et al. 2002; Pedra et al. 2003; Nakabachi et al. 2005) a mapovani hmyzich genomu
(Fulton et al. 2001; Severson et al. 2002; Graham et al. 2004), pfedstavuje vyvoj téchto
molekularnich marker cenny zdroj informaci i pro molekularné-ekologické studie (Behura
2006).

Transposon display

Princip metody

Technika ,.transposon display“ (TD) byla zpocatku usp&$né pouzita pii vyvoji
rostlinnych markertt (Waugh et al. 1997; Casa et al. 2000; Kentner et al. 2003; Lee et al.
2005) a az teprve pozdé&ji v entomologickych studiich (Behura et al. 2001a; Guimond et al.
2003; Zampicinini et al. 2004). TD technika je velice podobnd AFLP a slouZi k identifikaci
polymorfizmt v inzer¢nich ¢astech transpozdnti.

Nejdiive je genomova DNA naStipana restrikénim enzymem, ktery rozpoznava
restrikéni mista v konzervovanych oblastech transpozonu. Dalsi enzym je pouZit k druhému
rozstipdni DNA, kdy dojde k digesci fetézce v oblastech DNA pfiléhajicich k transpozénu. Po
druhé digesci jsou pouZity specifické adaptory (komplementdrni Kk restrikénim mistim)
k tomu, aby se ptipojily k nastipanym molekuldm DNA. Tyto molekuly jsou nasledné pouzity
jako templaty pro dvé PCR reakce. Pfi prvni PCR jsou pouzity primery se specifitou
k adaptorum. Produkt této reakce je nafedén a slouzi jako templat pro druhou PCR, kdy je
pouzit radioaktivné zna¢eny primer komplementarni k sekvenci transpozonu. 3"-konec tohoto
primeru je prodlouzen o tfi nukleotidy. Pokud jsou vnitini sekvence elementu pouzity jako
ukotvujici primer, 3 konec sekvence muze byt vytvofen podle priléhajici sekvence az za

motiv znamé ¢asti sekvence transpozonu. Amplifikované produkty druhé PCR jsou poté
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rozdéleny elektroforeticky na agar6zovém gelu a pomoci autoradiografie jsou vyhodnoceny

velikosti a pozice prouzkt na gelu (Behura et al. 2006).

Pouziti metody v populaénich studiich

Vzhledem k principu metody je TD technika pouZitelnd ve spojeni s konkrétnimi typy
transpozond. U hmyzu je velmi rozsifeny napf. transpozon mariner, ktery je soucasti tzv.
IS630-Tcl-mariner superfamily. Mariner elementy maji délku 1,2 — 1,4 kb a maji dvé
inverzni koncové repetice (inverted terminal repeats — ITRs), které jsou tfeba k transpozici
elementu do genomové DNA. Kdduji enzym transponazu, kterd katalyzuje excizi a inzerci
transpozonu béhem transpozice mariner elementu do genomové DNA. Roberts (1993)
vytvofil na zakladé konzervované sekvence aminokyselin v kddujici oblasti mariner
transponazy par degenerovanych primerd, které byly intenzivné vyuzivany pii identifikaci
mariner podobnych elementti u riznych druht hmyzu. Pro svij hojny vyskyt a pfitomnost
konzervovanych sekven¢énich motivii jsou mariner transpozibilni elementy pouzivany
k vyvoji TD metod.

Pfitomnost transpozibilnich elementti typu mariner byla technikou TD sledovana napf.
v genomu asijského druhu bejlomorky (Orseolia oryzae), ktera patii mezi vyznamné hmyzi
Skudce ryZe. V tomto ptipadé byly nalezeny a charakterizovany polymorfizmy v inzeréni
oblasti téchto element u riznych indickych populaci bejlomorky (Orseolia oryzae); (Behura
et al. 2001a). Dalsim ptikladem mutize byt pouziti TD techniky pfi identifikaci a mapovani tii
polymorfizmi v oblastech DNA pfiléhajicich k mariner elementim v genomu bejlomorky
obilné (Mayetiola destructor) — vyznamného $kidce obili (Behura et al. 2004).

Dalsim DNA transpozibilnim elementem, ktery je potencidlné pouzitelny pro
entomologické studie provadéné metodou TD, je transpozon hermes. Je ¢lenem rodiny hAT
(hobo, Ac, Tam3) a mizeme ho nalézt v genomu minimalné patnacti druhii hmyzu, véetné
octomilek, komart, broukd a molu. Tento element je dlouhy méné jak 3 kb a obsahuje 17-bp
inverzni koncove repetice (ITRs). Guimond et al. (2003) pouZil hermes element - klonovany
V plazmidu a nasledn¢ injikovany do embryii - ke studiu inzer¢nich znaka téchto elementt u
transgennich octomilek (D. melanogaster). Guimond et al. (2003) také diky technice TD
ukdzal, Ze hermes element je mozné pouzit jako vektor pro genetické transformacni

experimenty u hmyzu.

23



Hlavni vyhodou pfi pouziti markeri na bazi TD je skutecnost, ze neni tieba urcit
sekvenci pro kazdy jednotlivy lokus. ProtoZe je pouZit pouze jeden degenerovany primer
spolu se specifickymi adaptorovymi primery, naklady na vyrobu a naslednou sekvencni
analyzu jsou niz§i nez u konven¢nich markerti. Tyto metody jsou pomérné jednoduché,
pouziva se radioaktivni zna¢eni primeru nebo zna¢eni PCR produkta stiibrem. Vzhledem
k tomu, Zze u nékterych druhtt hmyzu se DNA transpozony vyskytuji v hojném poctu, jsou
vyse zminéné metody obzvlasté vhodné pro tvorbu genomickych map. Dale jesté existuje
mnoho riznych restrikénich enzymu, které je mozné potencidlné pouzit pii hledani
polymorfizmu restrikénich mist na obou strandch transpozibilniho elementu. Transpozon (ve
spojeni sin situ hybridizaci) mize byt také pouzit jako sonda, diky které je mozné urcit
fyzické umisténi lokusti na chromozémech (Behura et al. 2006).

Navzdory vyse uvedenym vyhodam TD techniky nejsou rutinné¢ pouzivané a nedosahly
vétsi popularity. Hlavnim divodem je zfejmé fakt, ze pokud nejsou podminky PCR
optimalizovany, vznikaji nespecifické PCR produkty (Behura et al. 2001).

2.2.4 Zavér

V této Kkapitole jsem se pokusil kratce shrnout soucasné znalosti o problematice
molekulovych DNA markerti a pfinést Ctenafi aktudlni piehled literatury napsané na toto

téma.

Popsané markery a metody

mitochondrialni DNA (mtDNA)

mikrosatelitni markery

polymorfizmus délky restrikénich fragmentt (RFLP)
polymorfizmus délky amplifikovanych fragmentti (AFLP)
jednonukleotidové polymorfizmy (SNPs)

nahodna amplifikace polymorfni DNA (RAPD)

mista s expresni adresou (ESTS)

YV V. V VYV V V V V

»transposon display* (TD)
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V Tab. 3 je uvedeno struc¢né shrnuti kladi a zapor( vySe popsanych markerti a metod.

Tab. 3: Porovnani markert a metod.

Markery a metody

Vyhody

Nevyhody

MtDNA

maternalni prenos, velka
vnitrodruhova variabilita,
nerekombinuje, snadna
izolace, existence
univerzalnich primert

interference pseudogeny;,
vyskyt mikrobialnich
symbiont(, striktni maternalni
prenos

mikrosatelity

vysoky stupenl polymorfizmu,
jednoducha identifikace alel,
moznost cross-amplifikace

nutnost vytvoreni primert de
novo, limitujici délka sekvence,
vysoky stupefi mutaci

RFLP

nevyhody lze obejit pouzitim
PCR-RFLP

vyzaduje velké mnozstvi Cisté
DNA, obtizna analyza dat

AFLP

univerzalnost primert,
variabilita, ispora ¢asu a
finan¢nich nakladu,
reprodukovatelnost a
rozliSovaci schopnost

obtizné nalézt homologni
markery

SNPs

automatizace metody — DNA
¢ipy, cenoveé dostupné, velmi
Casty vyskyt v genomu

RAPD

vysoce ucinnd, rychla,
jednoducha metoda

problémy s reprodukovatelnosti

ESTs

vsestrannost, vyuZziti
komer¢nich kit pro ptipravu
cDNA knihoven, metody
automatizovaného
sekvenovani

TD

nizké néklady na vyrobu a
sekvencni analyzu,
jednoduchost metody

riziko vzniku nespecifickych
PCR produktt
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Pro svoji préci na druhu R. strigosa jsem jako geneticky marker zvolil mtDNA.
Hlavnimi divody byla jednoduchd izolace mtDNA pomoci komeréné dostupného kitu
DNeasy Blood & Tissue Kit od spol. QIAGEN a velka vnitrodruhova variabilita mtDNA
(pracoval jsem pouze s jednim cilovym druhem). Mnou pouZity gen pro cytochrom c oxidazu
I (COI) je Siroce uZivén v jinych popula¢nich studiich, coz pfidava mym datim na hodnotg,
protoze mohou byt pouzity ve srovnavacich studiich. Napi. Doubnerova (2008) ve své praci

uvadi, ze COI je vhodnym markerem pro vnitrodruhové studie mravenci.

26



3 Experimentalni Cast

Cile experimentalni ¢asti

V ramci experimentalni ¢asti jsem testoval dostupné satelitni markery (Chapuisat et al.
2000) na druhu R. strigosa. Mym cilem bylo zjistit, zda markery vyvinuté pro druhy R.
metallica a R. sp. 12 Zijici v Austrdlii budou vhodné pro studium sociélni struktury cilového

novoguinejského druhu.

Cilem praktické casti prace bylo ziskat DNA data pro studium ptibuznosti jedinci
mravence Rhytidoponera strigosa v ramci kolonii a pro zjisténi ptibuznosti mezi koloniemi
navzajem.

Jako dalsi vhodny marker byl vybran gen pro cytochrom c oxidazu | (COl) z davodu
velké vnitrodruhova variability a jednoduché izolace mtDNA pomoci komeréné dostupného
kitu DNeasy Blood & Tissue Kit od spol. QIAGEN

Z kazdé z vybranych kolonii (37 kolonii, 225 jedinct) pochazejicich ze dvou lokalit
bylo odebrano 3 - 7 jedincu, kteti byli zpracovani nize uvedenym zptisobem.

Vzorky pochézely z primérniho a sekundarniho lesa lokalit Baitabag a Ohu, provincie
Madang, Papua Nova Guinea, kde byly odebrany béhem roku 2008 a ulozeny v absolutnim

ethanolu.

3.1 Metody prace

3.1.1 Izolace DNA

Izolace genomové DNA byla provedena pomoci kitu DNeasy Blood & Tissue
Kit (QIAGEN). Z kazdého jedince byla na izolaci pouzita jedna koncetina. Nasledné byla
tkan homogenizovana v 220 pl ATL pufru (Tissue Lysis Buffer) ve sklenéném
homogenizatoru. Po homogenizaci bylo ke kazdému vzorku pfidano 40 pl proteindzy K,
smesi byly kratce promichany a inkubovany pifes noc ve vodni lazni pfi teploté 57°C. Po

inkubaci byl kazdy vzorek dukladné promichan a bylo k nému ptidano 200 pl AL pufru

27



(Lysis Buffer). Vzorky byly promichany a poté bylo pfidano ke kazdému vzorku 200 pl 96%
ethanolu. Smési byly piepipetovany do pfipravenych 2 ml mikrozkumavek s izola¢nimi
kolonkami. Vzorky byly centrifugovany 1 minutu pfi 8000 ot./min. Po centrifugaci byl filtrat
z mikrozkumavek odstranén a mikrozkumavky nahrazeny novymi. Poté bylo naaplikovano na
kazdou izola¢ni kolonku 500 pl AW1 pufru (Wash Buffer 1), vzorky byly opét
centrifugovany 1 minutu pii 8000 ot./min. Po centrifugaci byl filtrat z mikrozkumavek
odstranén. Izola¢ni kolonky byly umistény do novych 2 ml sbérnych mikrozkumavek. Poté
bylo napipetovano do kazdé izola¢ni kolonky 500 pl AW2 pufru (Wash Buffer 1), vzorky
byly centrifugovany 2 minuty pti 14000 ot./min a filtrat z mikrozkumavek opét odstranén.
Dvakrat promyté (AW1 a AW2 pufr) izola¢ni kolonky byly vlozeny do novych 2 ml
mikrozkumavek a bylo do nich napipetovano 50 pl AE pufru (Elution Buffer). Po 10
minutach inkubace nasledovala centrifugace trvajici 1 minutu pfi 8000 ot./min. Vzorky
s izolovanou genomovou DNA byly pro dalsi pouziti uskladnény v mrazicim boxu pii teploté

-20°C. Veskeré centrifugace byly provadény pfii pokojové teploté (ca 25°C).

3.1.2 PCR, elektroforéza

Cytochrom c oxidaza | (COx)

Jako templat pro amplifikaci produktu COx byly pouZity vzdy 2 pl vyizolované
genomové DNA (viz kapitola 3.1.1). Reakéni smés (bez templatové DNA) se skladala z 12,5
ul PPP Master Mixu (Top-Bio s.r.0.) obsahujiciho 150 mM Tris-HCI, pH 8,8, 40 mM
(NH4)2S04, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCI2, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP,
400 uM dTTP, 100 U/ml Tag-Purple DNA polymerdzu, stabilizitory a aditiva a déale 1 pl
forward primeru (c= 20 pmol/ pl), 1 pl reverse primeru (c= 20 pmol/ ul); (viz Tab. 4) a 8,5 pl
PCR H0.

Naslednid amplifikace probihala v automatickém termalnim cycleru (Master cycler,
Eppendorf) za nasledujicich podminek: denaturace 5 min pii 95°C, 35x opakovany cyklus
sloZeny z denaturace 1 minutu pti 92°C, annealingu 1 minutu pii 50 °C a elongace 1 minutu
pii 70 °C.

Amplifikované produkty byly separovany v 1,5% agar6zovém gelu ponofeném do 1x
TAE pufru. Vzdy 5 pl vzorku smichanych se 2 pl smési SYBR Greenu (Top-Bio s.r.0.) a PCR
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vkladaciho pufru (Top-Bio s.r.o.) bylo naneseno do jamky gelu a byla provedena
elektroforéza (150 V / 25 min). Poté byl gel vyfotografovan pii osviceni UV zafenim na
transiluminatoru. Vizualizované PCR produkty na gelu byly odecitany podle velikostniho

standardu PCR 100bp Low Ladder (Sigma-Aldrich).

Tab. 4: Charakteristika pouZitych COx primert (Folmer et al. 1994).

Nézev Sekvence (5' - 3%) Ocekavana velikost
produktu [bp]

LCO1-1490 (fw) GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 1000

LCO1-1490 (rev) GCTACTACATAATAKGTATCATG 1000

Mikrosatelitni markery

Devét mikrosatelitnich markert (viz Tab. 2) bylo testovdno pro pouZiti na druhu

mravence Rhytidoponera strigosa. Kazdy marker byl testovan na ¢tyfech jedincich.

SloZky 1 PCR reakce (celkovy objem 20 pl):

PCR Hz0 v, 11 pl
PPP Master MiX ........ccceu... 5ul
57 Primer ..o 1l
37 PrIMer .o 1l
Templatovd DNA ................. 2 ul

Amplifikace probihala v automatickém termalnim cycleru za nésledujicich podminek:
denaturace 3 minuty pii 94°C a 30x opakovany cyklus sloZeny z denaturace 30 sekund pti
92°C, annealingu 30 sekund pii 50 °C a elongace 30 sekund pti 72 °C. Amplifikované
produkty PCR reakce byly separovany v agar6zovém gelu a vizualizovdny pomoci barviva

SYBR Green za stejnych podminek jako PCR produkty pro gen COx.
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3.1.3 Purifikace PCR produktt

Purifikace PCR produktii COx byla provedena pomoci kitu GenElute™ PCR Clean-Up
Kit (Sigma-Aldrich).

Reakéni smés o objemu 20 pl obsahujici PCR produkt (z celkového objemu 25 pl bylo 5
ul pouZito pro elektroforézu) byla smichana se 100 pl vazaciho roztoku (Binding Solution).
Smés byla prepipetovana do ptipravené vazaci kolonky umisténé v mikrozkumavce. Vzorek
byl centrifugovana 1 minutu pfi 13 000 ot./min. Filtrat byl odstranén. Do kolonky bylo
ptidano 500 pl promyvaciho roztoku (Wash Solution); nasledovala centrifugace 1 minutu pfi
13000 ot./min. Filtrat byl opét odstranén. Vzorek byl bez pfidani dalsiho roztoku
centrifugovana 2 minuty pii 13 000 ot./min. Filtrat i sbérnd mikrozkumavka byly odstranény.
Vazaci kolonka byla vlozena do ¢isté 2 ml sbérné mikrozkumavky. Do stfedu vazaci kolonky
bylo opatrné aplikovano 30 pl elu¢niho roztoku (Elution Solution); nasledovala inkubace pfi
pokojové teploté (ca 25°C) po dobu 1 minuty. Poté byl vzorek centrifugovan 1 minutu pfi
13 000 ot./min. Po centrifugaci byla vazaci kolonka odstranéna a ptecistény produkt byl pred

odeslanim k sekvenaci uskladnén v mrazicim boxu pfi teploté -20°C.

3.1.4 Sekvenovani

Precisténé PCR produkty byly nechany ve sbérnych kolonkach; ty byly oznaleny
nazvem vzorku (z boku) a pouzitym primerem (shora). Uzavéry sbérnych kolonek byly
utésnény (omotanim) prouzky parafilmu. Vzorky pie¢isténé DNA spolu se 100 pl roztoku
pouzitého primeru (forward, reverse zvlast) o ¢ = 5 pmol/pl byly odeslany do laboratofi

spole¢nosti Macrogen Inc., kde prob¢hla sekvenace.

3.1.5 Skladani sekvenci

Ke skladani sekvenci byl pouzit program Geneious Pro 5.1.7. Pfedni (forward) a zadni
(reverse) konec sekvence od kazdeho vzorku byly umistény pod sebou a spojeny pomoci
piikazu ,,Assembly*; sensitivity nastavenim nejvyssi citlivosti a minimalnim pfekryvem

nastavenym na 20 bazi a s parametrem Overlap Identity: 50. Sestavené sekvence bylo mozné
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jednotlivé zkontrolovat podle chromatogramu fw a rev sekvenci a pfipadné opravit nejasné

baze (oznacené pismeny K, M, N, S, R, W).
3.1.6 Zarovnavani sekvenci, alignment

Dale bylo teba sestavené sekvence zarovnat; nejdiive byly modfe oznaceny a zarovnani
bylo provedeno piikazem ,,Alignment“ (Alignment — Consensus Alignment: ,,Sequence
alignment options: MUSCLE Alignment®; ,Maximum number of Iterations: 15%).
Alignovéanim jsme ziskali soubor sekvencich zarovnanych pod sebou tak, aby shodné béze
genetického kddu byly na stejnych pozicich. Nyni bylo moZné odstranit mezery mezi bazemi
a nejasné baze (oznafené pismeny K, M, N, S, R, W) doplnit podle chromatogramt
puvodnich sekvenci. Vysledny nukleotidovy alignment byl pfeveden do aminokyselinovych
sekvenci pro kontrolu spravného ¢teciho ramce vysledného alignmentu. Po ptevedeni zpét do
nukleotidového formatu byl zeditovany soubor sekvenci uloZen ve formatu FASTA a

podroben statistické analyze v programech Arlequin 3.5.1.2 a DnaSP V5.

3.1.7 Tvorba kladogramu

Kladogram mitochondriélnich sekvenci (viz Pfiloha 1) byl vytvofen metodou maximum
likelihood (ML) v programu PHYML skrze interface Geneious Pro 5.1.7. Jako substitu¢ni
model byl pouzit nejuniverzalnéjsi GTR model. Parametry modelu transition/transversion
pomér 4; a automaticky odhadnutymi parametry pro proporci invariabilnich mist i parametr
gamma. Pocet substitu¢nich kategorii modelu byl 4 a vysledny ML strom byl optimalizovan

pro topologii, délku a substitu¢ni rychlost.

3.1.8 Statisticka analyza sekvenci

Soubor COI sekvenci byl analyzovan ve statistickych programech Arlequin 3.5.1.2
(Excoffier a Lischer 2010) a DnaSP v5 (Librado a Rozas 2009). Vystupem téchto dvou
programul byly statisticky zpracované informace o genové a molekularni diverzité (obr. 3)

sledované populace R. strigosa a informace o zastoupeni ruznych haplotypt v této populaci
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(Obr. 5). Dalsimi dalezitym udaji byly hodnoty celkové haplotypové a nukleotidové diverzity
a hodnota Tajima’s D (Tab. 5).

Statisticky program DnaSP v5

Vstupnim souborem pro tento program byly COIl sekvence ve formatu FASTA.
Spocitany byly hodnoty DNA polymorfizmu a Tajima’s D (Tab. 5).

Tajima’s D Test (Tajima 1989)

Tajima’s D je statisticky test vytvofeny za ucelem odlisit DNA sekvence, které se
vyvijeji nahodné (,,neutraln€*), od sekvenci vyvijejicich se pod vlivem néjakého procesu
(napt. pfima nebo nepiima selekce, demografickd expanze). Nahodné se vyvijejici DNA
sekvence obsahuje mutace, které nemaji vliv na fitness a preziti organizmu. Tajima’s D
porovndva hodnoty nukleotidové diverzity = a nukletidového polymorfizmu o. V ptipadé

neutralniho chovani genu se tyto dvé hodnoty rovnaji.
Haplotypové diverzita (Hd)

Hd je mozné definovat jako pravdépodobnost, ze ve vzorku jedinct budou dva jedinci
nositeli rozdilného haplotypu. Vyjadiuje miru vyskytu ur¢itého haplotypu v dané populaci. Je
mozné ji vypocitat jako podil haplotypt ve vzorku k celkovému poctu haplotypti; pocita se
pro kazdy vzorek zv1ast.

Nukleotidova diverzita (Pi)
Pi slouzi k méfeni miry polymorfizmu v populaci. Je definovana jako pramérny pocet

nukleotidovych rozdili mezi kterymikoliv dvéma DNA sekvencemi vybranymi ndhodn¢ ze

vzorku. Nukleotidova diverzita je méfitkem genetické variability populace.
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Statisticky program Arlequin 3.5.1.2

Vstupnimi daty byl vystup z programu DnaSP v5 v Arlequin formatu.

Zadand struktura — celkem 37 populaci predstavujicich jednotlivé kolonie, jednotlivé
sekvence z kazdé kolonie byly spojeny do 1 populace v editoru struktury

Nastaveni — vypocet parovych Fst, 100 permutaci, spo¢itani distan¢ni matice

Haplotypova inference — odhad hapl. Frw pouhym po¢itanim, sdilené haplotypy odvozeny
z distan¢ni matice

Standard diversity indices — ano

Molecular diversity indices — ano

Neutrality tests — 1000 replikaci

Haplotypové definice — odvozeny z distan¢ni matice

Tabulky a grafy v této préci byly vytvoteny v programu Microsoft® Office Excel 2003
(11.8328.8329) SP3.
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4 VVysledky

Po otestovani diive pouzitych mikrosatelitnich primert jsem zjistil, ze vSech devét
navrzenych satelitnich markert je mozné pouzit i pro druh R. strigosa. Kazdy primer jsem
vyzkouSel na 4 jedincich z raznych kolonii. Po provedeni PCR reakce a elektroforéze
amplifikovanych produkti jsem detekoval DNA produkty v rozmezi o¢ekavanych velikosti
(Tab. 2).

Po statistickém zpracovani v programu DnaSP jsem ve zkoumaném souboru 225 jedincu
pochézejicich z 37 kolonii nalezl 28 riiznych haplotypt. Dominantnimi haplotypy byly h2, h3,
h4, hS (Obr. 4 a Obr. 5). Pro 21 haplotypti existoval ze zkoumaném souboru jedinct pouze
jeden nositel. Celkova haplotypova diverzita byla 0,6112, celkovd nukleotidova diverzita
méla hodnotu 0,00599, Tajima's D = -2,40907 (Tab. 5). Z hodnot genové a molekuléarni

diverzity bylo ziejmé, ze 16 kolonii je geneticky diverznich (Obr. 3).

Hodnoty genové a molekularni diverzity (Obr. 3) vyjadiuji v rdmci kazdé kolonie miru

genetické diverzity.

A molekularni diverzita ¢ genova diverzita

60 +
50 + a
40 +
8
2
S 30 +
(@]
°
20 +
10 + A A A
A A
O* @ o o @ @ & 5 ‘ N 4 & & & & & &
cl7 c40 c41 c42 c39 ¢85 c46 c29 ¢83 93 c31 c37 c82 c86 c22 c26

kolonie

Obr. 3: Graf genové a molekularni diverzity sledované populace R. strigosa. Kolonie

s nulovymi hodnotami nejsou zobrazeny.
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Obr. 4: Zastoupeni haplotypt v populaci R. strigosa. Haplotypy reprezentované pouze jednim
nositelem nejsou zobrazeny.
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Obr. 5: Zastoupeni haplotypt v koloniich. Haplotypy zjisténé pouze v jedné kolonii nejsou
zobrazeny.

Tab. 5: Statistické hodnoty charakterizujici sledovanou populaci R. strigosa
(SD=sm¢rodatna odchylka).

Statisticky Udaj Hodnota

Celkova haplotypova diverzita 0,6112 (SD=0,034)
Celkova nukleotidové diverzita 0,00599 (SD=0,00128)
Tajima's D -2,40907
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5 Diskuze

V experimentdlni ¢asti své bakalaiské prace jsem pracoval se souborem 225 jedinch
druhu R. strigosa pochézejicimi z 37 kolonii. Pfevazna vétSina kolonii pochézela z jedné
lokality (Ohu), pro porovnani genetické diverzity jsme rovnéz zahrnuli 4 kolonie z lokality
Baitabag, leZici ve vzdalenosti 30 km. Jednotlivé kolonie byly vramci lokality od sebe
vzdaleny v rozmezi 1m - 1km.

Statistickym zpracovanim molekularné-genetickych dat jsem zjistil, Ze ve zkoumaném
souboru jedincil je mozno nalézt 28 riznych haplotypt. Jak je mozné vycist z grafti (Obr. 4 a
Obr. 5), siln¢ dominantnim haplotypem byl haplotyp h2 (nositelem tohoto haplotypu bylo
celkem 134 jedincu z 29 kolonii), dalsimi ptevladajicimi haplotypy byly: h3 (11 kolonii, 39
jedinci), h4 (3 kolonie, 13 jedinci) a h5 (2 kolonie, 12 jedinct). Pro 21 haplotypt existoval
ze zkoumaném souboru jedinci pouze jeden nositel. Mizeme tedy fici, ze v populaci je
relativné vysoka haplotypova diverzita. Napf. Azuma et al. (2006) publikoval studii druhu
mravence Oecophylla smaragdina vyuZivajici mimo jiné COl. Celkové bylo pro analyzu
vnitrodruhové divergence O. smaragdina zvoleno 152 kolonii z 35 lokalit. Pro COI bylo
rozpoznano 52 haplotypi; fylogram ukazal, ze haplotypy jsou jasné rozdéleny do sedmi
skupin. Z hodnot genové a molekularni diverzity (Obr. 3) je zfejmé, Ze sledovana populace je
heterogenni (16 kolonii je geneticky diverznich). Ze zaporné hodnoty Tajima’s D (Tajima
1989) vyplyva, Ze populace expanduje (pravdépodobné po piedchozi udalosti typu ,efektu
hrdla lahve*) a vznikaji v ni s vétsi frekvenci nové haplotypy. Tento piedpoklad je v souladu
se zjisténou relativné vysokou haplotypovou diverzitou. Z kladogramu (viz Ptiloha 1) je
patrné, Ze i v ramci jednotlivych kolonii existuji neptibuzni jedinci; tento fakt odpovida jiz
diive zjisténé velké sociélni plasticité rodu Rhytidoponera.

Soucésti experimentalni ¢asti mé prace bylo také otestovat dfive pouzité satelitni
primery (Chapuisat et al. 2000) na druhu R. strigosa. Zjistil jsem, ze vSech devét navrzenych
mikrosatelitnich primerd je mozné pouzit i pro tento druh a jsou tedy potencialni alternativou
k mtDNA pro dalsi popula¢ni studii druhu R. strigosa. Studie zaloZenid na kombinaci
jadernych a mitochondidlnich marker by byla v budoucnosti vhodna, protoze oba typy
zminénych markerd maji svoje vyhody (mtDNA: velkd vnitrodruhova variabilita, snadna
izolace, existence univerzalnich primerd; mikrosatelity: vysoky stupenn polymorfizmu,
jednoduchd identifikace alel, moZnost cross-amplifikace) ale i nevyhody (mtDNA: moZna

interference pseudogeny z jadra, vyskyt mikrobidlnich symbiontii, jen maternalni dédi¢nost;

36



mikrosatelity: limitujici délka sekvence, vysoky stupen mutaci) a jejich kombinaci by se

zvysila vypovidaci hodnota takové populacni studie.
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6 Zaveér

V reSersni Casti své bakalarské prace jsem kratce shrnul markery a metody, které slouzi
ke studiu ptibuznosti kolonii socidlniho hmyzu; na zavér jsem uvedl v tabulce (Tab. 3)
vyhody a nevyhody jednotlivych markerti a metod.

V experimentalni ¢asti jsem potvrdil, Ze mitochondrialni DNA markery jsou vhodné pro
mapovani piibuznosti mezi koloniemi mravenct rodu Rhytidoponera a zjistil jsem, ze diive
pouZité satelitni primery (Chapuisat et al. 2000) jsou vhodné i pro druh Rhytidoponera
strigosa. Dale jsem odhalil pfibuznost jedinci rodu Rhytidoponera vramci jednotlivych
kolonii a mezi koloniemi navzajem; zjistil jsem, Ze i vramci kolonii existuji neptibuzni

jedinci.
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