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1. Uvod

Ackoli jsou hlavonozci hojné loveni rybafi a maji vyznamnou obchodni hodnotu,
0 jejich biologii se toho piili§ nevi (Krstulovi¢-Sifner et al. 2016), zejména pak o jejich
parazitech a populaéni struktufe, proto je zajimavé zkoumat jejich populace i populace jejich
parazitd. Moiské ekosystémy patii k nejméné prozkoumanym, a zaroven k nejstarsim
a nejstabilngjsim ekosystémam. Zkoumani moiskych organisma ndm stale muize poskytnout
zajimavé poznatky z biologie i ekologie. Vétsinu motské biomasy a biodiverzity tvoii
plankton, na kterém lze nazorné ukazat, jak malo jsou moiské ekosystémy prozkoumany.
Flegontova et al. (2016) se napiiklad ve své studii zabyva skupinou planktonu Diplonema.
V této studii bylo zjisténo, ze Diplonema jsou v oceanu prakticky vSudypfitomné —
vyznamné pro moisky ekosystém a piekvapivé diverzni. Nicméné se piesto vi velmi mélo
0 jejich biologii a ekologicke funkci, ta mize byt zjisténa pouze pomoci novych dat. Lze
ocekavat, ze 1 studie vztahii mezi hostitelem a parazitem motskych organismii mohou piinést
nové zajimavé vysledky.

Tato prace se zabyva studiem desetiramenného hlavonozce Sepia officinalis a jeho
parazita ze skupiny Dicyemida. V prvni ¢asti této prace se zabyvam piehledem biologie
studovanych druht, v dalsi ¢asti studiem populaci na zakladé molekularnich dat. Pomoci
analyzy genu cytochromoxidaza | (dale COI) jsou sekvence hostitele i parazita porovnany
fylogenetickymi metodami a popula¢nimi sitémi. U parazita byl pouzit je$té gen pro malou
ribozomalni podjednotku (18S) pro prozkoumani druhové diverzity. Pomoci genu COI byly

spo¢teny populac¢ni statistiky a populace hostitele a parazita byly porovnany mezi sebou.



2. Literarni reSerse

2.1 Sepia officinalis (Linnaeus, 1758)

2.1.1 Taxonomie

S. Officinalis je zivo¢ich z kmene mékkysi (Mollusca), tiidy hlavonozci
(Cephalopoda), fadu sépie (Sepiida) a ¢eledi sépioviti (Sepiidae) (Boyle a Rodhouse, 2005).
Patii k desetiramennym hlavonozciim (Decabrachia). Ti maji osm kratkych a dvé dlouha
ramena. Kratkd ramena maji Ctyfi fady piisavek. Dlouhd ramena jsou zatazitelna

a na rozsifenych koncich maji ¢tyfi fady rizné velkych piisavek (Kleinert et al., 2003).

2.1.2 Vyskyt

Je znamo 23 druha sépii. S. Officinalis se vyskytuje ve Stfedozemnim, Severnim
a Baltském mofti (Norman, 2000), na Stérkovitém a pisCitém dn€, mezi fasami a moiskou
travou (Kleinert et al., 2003). Kromé S. Officinalis se ve Stifedozemnim mofti vyskytuje také

Sepia elegans a Sepia orbignyana (Norman, 2000).

2.1.3 Zpisob Zivota

S. Officinalis je pfes den zahrabana v pisku, vecer zac¢ne byt aktivni a lovit (Kleinert
et al., 2003). Zivi se pfedevsim rybami a korysi. Poté co nalezne svou kofist, vymrsti lapaci
ramena a kofist chyti. Ramena se pohybuji tak rychle, ze je obtizné vidét (Norman, 2000).
Obét’ je usmrcena pomoci ostrych Celisti a ochromujicich sekreti (Kleinert et al., 2003).
Predatory S. Officinalis jsou ptedev§im moisti ptaci, tuleni, velryby a vétsi ryby. Ti nemaji
zadné specialni adaptace pro jeji lov (Boyle a Rodhouse, 2005).

S. Officinalis je schopna provadét barvoménu, za niz jsou zodpovédné tfi typy
pokozkovych bun¢k — chromatofory, leukofory a iridofory. Pigmenty v chromatoforech
mohou mit pét riznych barev — zlutou, oranzovou, ¢ervenou, hnédou nebo ¢ernou. Dospély
jedinec ma v pokozce miliony chromatofort, které jsou fizeny ¢innosti mozku. Leukofory
obsahuji bily pigment a v pokozce jsou umistény hloubé&ji nez chromatofory. Iridofory jsou

zodpovédné za modry nebo zeleny lesk (Norman, 2000).

2.1.4 RozmnoZovani

Rozmnozovani probihd na jafe, samec ma zebrovité pruhovany Sat, zatimco samice je
tlumenéjSich barev. Samec pomoci lapaciho ramene umisti spermatofor do plastové dutiny
samice (Kleinert et al., 2003). Samice poté klade Cerna vajicka, ktera jsou jednotlivé

uzaviena ve vnéjsi ochranné vrstvé. Cerné zbarveni je zpusobeno vylucovanim sekretu
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z inkoustového vacku (Boyle a Rodhouse, 2005). Vajicka jsou upeviiovana na rostliny.
S. Officinalis ma ptimy vyvoj. Po vylihnuti travi mlad’ata néjakou dobu v planktonu a poté

zaCinaji aktivné plavat (Kleinert et al., 2003).

2.2 Dicyemida

Dicyemida jsou endosymbioti¢ti parazité, nachazejici se v renalnim organu
bentickych hlavonozct. Jejich télo je tvofeno pouze 8 az 40 buitkami, nemaji zadné télesné
dutiny. Jejich télo se sklada z hlavicky (calotte), hlavni axialni bunky, ve které se vyviji
embrya, a pokryvnych bunék s ciliemi. Vétsina druhti dicyemida je hostitelsky specificka
a obvykle je v jednom hostiteli nalezeno dva a vice druhd (Furuya et al., 2003). Pokud je
V jednom hostiteli nalezeno vice druht, 1i8i se tvarem hlavi¢ky. Jsou rozliSovany Ctyfi

zakladni tvary hlavicky — kuzelovity, diskoidni, "cap-shaped” a nepravidelny (Obr. 1; Furuya

et al., 2003).
{a) {b) ic)
Conical-shaped Cap-shaped Disc-shaped
la type b type Il type 1l type

o

Obr. 1: Tti hlavni typy pravidelnych tvard hlavicek u vermiformnich stadii : (a) kuzelovity,

(b) "cap-shaped", (c) diskoidni (pievzato z Furuya et al., 2003).

2.2.1 Taxonomie

Van Beneden (1876) sec. Eshragh a Leander (2014) pouzili nazev Mesozoa, protoze
véfili, ze tato skupina je z evoluéniho hlediska mezistupném mezi Protozoa a Metazoa.
Taxon Mesozoa tvoii 2 skupiny Orthonectida a Dicyemida. Hyman (1940, 1956) sec. Lapan
a Morowitz (1975) navrhla, Ze diky své jednoduché struktuie by Mesozoa mohli pfipominat
hypotetického pfedka Metazoi. Ale zaroven se pozd¢ji objevil nazor, Ze jsou pfizpisobeni
parazitickému zpUsobu zivota, a proto se zdaji byt zjednoduseni a tim jim i nékteré organové
soustavy chybi (tak jako naptiklad u tasemnic). A na zdklad¢ podobnosti v zZivotnim cyklu
by mohli byt fazeni mezi platyhelminty (Stunkard, 1954).

Ze 40 druht bentickych hlavonozcti bylo popsano kolem sta morfotypt dicyemidi.

Jejich charakteristika je zalozena na pocCtu a organizaci para- a metapolarnich bunék



Vv hlavi¢ce (Furuya, 2006). Eshragh a Leander (2014) pouzili k molekularni analyze gen
18S rIDNA pro porovnani morfotypi. Sekvence 18S rDNA ukazala vyss§i podobnost
mezi riznymi morfotypy v jednom hostiteli. Tato molekularni data ukazuji, Ze pocet druhi
dicyemidi ur¢enych na zakladé morfologie je v nékterych piipadech nizsi, nez bylo ptivodné

popsano. Na druhou stranu je zatim geneticka variabilita dicyemidt malo znama.

2.2.2 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus dicyemidt (viz Obr. 2) se sklada ze dvou fazi, které se odlisuji
organizaci téla - vermiformni faze a infusoriformni embryo. Ve vermiformni fazi existuji
dicyemidi jako vermiformni embryo, které vznikd nepohlavné v axidlni bunce dospélce
v nematogennim stddiu v rendlnim systému hostitele, a poté dokontuje vyvoj
jako nematogen nebo rhombogen (Hochberg, 1990; Furuya et al., 1992b, 1993, 1994). Mladi
vermiformni jedinci dosdhnou morfologické charakteristiky dospélce poté, co opusti
rodi¢ovskou axidlni buniku (Ridley, 1968). Infusoriformni embryo se vyviji z oplozeného
vajicka. Vysoka popula¢ni hustota dicyemidt v hostiteli miize vyvolat zménu rozmnozovani
z nepohlavniho na pohlavni (Lapan a Morowitz, 1975). Infusoriformni embryo opousti
hostitele a v mofi hleda nového. Neni znamo, jak se infusoriformni larva v novém hostiteli
vyvine ve vermiformni fazi (Furuya et al., 2004). Také neni jasné, ve které fazi zivotniho
cyklu hostitele nastava nova infekce infusoriformnim embryem. Podle Catalano et al. (2013)
by mohla nové infekce nastat v nov€ vzniklych vajickdch hlavonozcl. Pro ovéfeni této
hypotézy byla sbirdna vaji¢ka sépie druhu Sepia apama v Upper Spencer Gulf v jizni
Australii. Z vajicek byla vyextrahovana DNA, byla provadéna PCR amplifikace
cytochromoxidazy I (COI) s primery amplifikujicimi DNA dicyemidi. Z Zadného vzorku
se nepodafilo amplifikovat DNA dicyemidi, proto by tato hypotéza méla byt vyvracena.
Nicméné Catalano et al. (2013) tvrdi, Ze to mlze byt zplsobeno nizZ§Sim poctem sépii
vV obdobi sbéru vzorkli (2011 a 2012) neZ v predeSlych letech, coZz by mohlo zpusobit

I moZnou niz§i hustotu dicyemidu.
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Obr. 2 : Zivotni cyklus dicyemidii. AG — nepohlavni buiika, AN — jadro axialni buiiky, AX —
axialni bunka, C — hlavi¢ka, DI — vyvijejici se infusoriformni embryo, IN — infusorigen,
DP — diapolarni buitka, DV — vyvijejici se vermiformni embryo, IN — infusorigen MP —
metapolarni bunika, PA — parapolarni bunika, PP — propolarni buitka, UP — uropoléarni bunka

(podle Furuya et al., 2003).

2.3 Vztahy mezi hostitelem a parazitem

Dicyemida jsou nejCastéjSimi parazity renalniho organu bentickych hlavonozci
(Hochberg, 1990; Short, 1991). Piilezitostné mohou byt nalezeni i v perikardiu
desetiramennych hlavonozcu (Hoffman, 1965 sec. Furuya et al, 2004). Svou hlavickou
se zanofi do zahybu renalniho organu hostitele. Renélni organy jsou unikatnim prostiedim
a hlavnim rozhranim mezi hostitelem a dicyemidem (Furuya et al., 1997). Morfologie
hlavicky dicyemidu je pravdépodobné adaptaci na strukturu hostitelské tkan¢ (Furuya et al.,

2003a). Z tohoto divodu je struktura rendlniho orgdnu klicovd pro morfologii dicyemidu.
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Na drsném a komplikovaném povrchu jsou dicyemidi s kuzelovitym tvarem hlavicky
(Furuya et al.,, 2004). Renalni organy desetiramennych hlavonozci jsou mensi
nez U osmiramennych hlavonozct stejné vahy, ale maji stejnou organizaci. Maji mnoho
drazek a zahybu. Rendlni organ se 1iSi mezi juvenily a dospélci. U dospélcii je povrch
renalniho organu strukturovanéjsi. Neexistuje vSak zadny vztah mezi velikosti epitelialnich
bunék a velikosti sépii (Furuya et al., 2004).

Vedle dicyemida se v renalnich organech hlavonozct nachazi také Chromidina sp.
(Hochberg, 1990). Chromidina a Dicyemida jsou fylogeneticky vzdaleni parazité (Hochberg,
1983). Chromidina se fadi mezi apostomni nalevniky. Ani u dicyemida ani u chromidin
se zatim nevi, jak moc $kodi svému hostiteli, mozna se Casem zjisti, ze jejich vztah
s hostitelem je spise symbiotického/mutualistického charakteru (Furuya et al., 2004).
Ani pro jedno, ani pro druhé zatim nejsou silné dikazy. Ve studii zalozené na elektronové
mikroskopii bylo pozorovano velmi mirné (skoro zadné) poskozeni tkané, tam kde je

dicyemid pfichycen (Ridley 1968).

2.3.1 Koevoluce hostitel-parazit

Studium populaci nam umoziuje studovat jejich strukturu, genetickou diferenciaci
azmény jejich velikosti. MiiZeme mezi sebou porovnavat populace hostitele a parazita,
coz nam naznacdi, jak se navzdjem ovliviiyji. V piipadé¢ komeréné lovenych druht, jako je
napiiklad sépie, je dllezité zhodnotit strukturu populace a jeji resilienci pro nastaveni limitt
lovku. Krstulovi¢-Sifner et al. (2016) se ve své studii zabyva populaéni strukturou
S. officinalis na zékladé morfologie, protoze je tento druh vyznamny v rybatstvi. Vysledky
ukazuji negativni zmény velikosti populaci v Jaderském moti v obdobi mezi rokem 1996-
2008. Aby bylo zajisténo dlouhodobé vyuzivani tohoto druhu v Jaderském moti, méla by byt
populace S. officinalis peclivé monitorovana a rybaiské aktivity by mély byt regulovany.
U S. officinalis zatim popula¢ni struktura nebyla zkoumana molekularnimi metodami,
ale miizeme srovnat s jinym druhem sépie, kde byly pouzity mikrosatelitni markery.
Yavarmoghadam et al. (2015) se ve své studii zabyva genetickou analyzou druhu
Sepia pharaonsis (Ehrenberg, 1831) v Perském zalivu pomoci mikrosatelitnich markerq.
Vzorky pro tuto studii byly sbirany na tfech lokalitich — Bandarabass, Lengeh a Bushehr.
Vysledky ukazuji, ze populacni struktura Sepia pharaonsis v Perském zalivu neni
mezi zkoumanymi lokalitami zcela homogenni, ale mirné strukturovana, nejvétsi geneticka

diferenciace je pak mezi Bandarabass a Bushehr.



Parazité jsou obecné zavisli na svém hostiteli — Blasco-Costa a Poulin (2013)
se ve své studii zabyvaji populacni strukturou parazitd ze skupiny Trematoda a ¢im je
populacni struktury parazita, zejména pak v piipadé skupiny Trematoda pohyblivost
hostitele a schopnost disperze ur¢uje vyslednou populaéni strukturu. Vysledky této meta-
analyzy ndm mohou ukdzat trend, ktery pravdépodobné plati i pro dalsi parazity,

jejichz rozsiteni je Gizce spojeno s hostitelem.

Prozkoumani struktury populace parazita a jeho rozsiteni v aredlu hostitele nam miize
poskytnout dulezité informace i o zpusobu zivota hostitele (Catalano et al., 2013). Dicyemidi
jsou vhodnymi kandidaty pro takovou studii z divodu vysoké prevalence a izkého vztahu
se svym hostitelem (Catalano et al., 2014). Protoze klasické morfologické znaky pouzivané
pro rozliSovani druht dicyemidil se zdaji byt nespolehlivé (morfologicka plasticita) a hranice
u druhii jsou nejasné, je nezbytné vyuzit molekularnich metod. V néckolika maélo
zatim publikovanych studiich zamétenych na molekuldrni diverzitu dicyemida byly
zkoumény gen 18S, podle kterého je mozné rozlisit hranice mezi jednotlivymi druhy
(Eshragh a Leander, 2014), a COIl (Catalano et al., 2015). Eshragh a Leander (2014)
analyzovali 34 sekvenci 18S genu dicyemidut, které ukazaly vétsi genetickou podobnost
mezi riznymi morfotypy, coz miZe znamenat, ze nékteré druhy dicyemidi popsané
na zakladé morfologic mohou byt geneticky shodné. Catalano et al. (2015) analyzovala
ve své studii kruhovou molekulu cytochromoxidazy |, kterd se sklada z COIl genu
a nekodujici oblasti (NCR), pro 10 druht dicyemidt. Kazda kruhova molekula obsahovala
COI kodujici sekvenci, 5 ' COI oblast a nekodujici oblast. Pro v§echny vzorky dicyemidd,
kromé& Dicyema sp. 1, byl pozorovan vic nez jeden haplotyp COl. Eshragh a Leander (2014)
se vénovali hlavonozclim z pobieZi Tichého ocednu Severni Ameriky a Catalano et al., 2015
australskym hlavonoZzclim. Pro Stfedozemni mofe zatim neni zadna podobnd studie

publikovana.



3. Cile prace

e Zvladnuti zékladnich metod molekularni biologie (extrakce DNA, PCR,

sekvenovani).

e Vyhodnoceni sekvenacnich dat (alignment, fylogenetickd analyza, programy

zaméiené na odhaleni populacni struktury).

e Porovnani populacni struktury hostitele a parazita v kontextu doposud ziskanych

poznatki.



4. Metodika

4.1 Vzorky

Vzorky pouzité v této praci byly sbirany od roku 2015 do roku 2017 béhem nékolika
terénnich cest v Italii, Chorvatsku, Recku, Portugalsku a na Kypru (oblasti ptivodu vzorkd

viz Obr. 3). Sépie byly zakoupeny Cerstvé zabité od rybaii, od nichz bylo (pokud mozno)
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Obr. 3: Mapa oblasti sbiranych vzorkl s vyzna¢enymi lokalitami odbéru.

Prednostné byly vybirdny sépie nemrazené, oznacené jako lokalniho pavodu
a sreakci chromatofori v kazi (dikaz Cerstvosti a tak i kratkého pievozu). Sépiim byl
odebran kousek chapadla (1-2cm), ktery byl uloZen do mikrozkumavky a zalit ¢istym lihem
(ethanol p.a.). Poté byl proveden medialni ventralni fez, jimz byla odkryta plastova dutina.
Aby bylo moZzné vyjmout rendlni orgdn, musely byt nadzdviZzeny nidamentadlni Zlazy
a inkoustovy vacek. Kousek renalniho organu byl odebran do mikrozkumavky a fixovan
¢istym lihem. Pokud byla k dispozici centrifuga a pfipravena moiska voda (ASW, artificial
sea water, podle Lapan a Morowitz, 1975), byl rendlni organ vymachan ve zkumavce
s Cistou mofskou vodou. Lehce zakalena tekutina obsahujici uvolnéné parazity (dicyemidy)
byla ptenesena do mikrozkumavky. Mikrozkumavka byla kratce centrifugovana, poté byl
supernatant odstranén kapatkem ¢i pipetou a k peletu na dné byl pfidan novy podil tekutiny
z renalniho organu. Mikrozkumavka byla znovu centrifugovana a supernatant odebran.

Jako zavéreény krok byl ptidan k peletu Cisty lih.



4.2 Extrakce DNA

Pro extrakci DNA z hostitele byl pouzit maly kousek chapadla. K extrakci byl pouzit

kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen). Postup byl nésledujici:

Z chapadla byla odstranéna ktize s chromatofory, protoze pigment obsazeny
v chromatoforech by mohl inhibovat PCR. Chapadlo bylo nakrajeno na malé
kousky, které byly umistény do mikrozkumavky. Odstraiiovani ktize i krajeni
chapadla bylo provadéno sterilné, aby nedoslo ke kontaminaci mezi vzorky.
Kousky  chapadel v  mikrozkumavce byly  kratce  vysuSeny.
Do mikrozkumavky bylo napipetovano 20 ul proteinasy K a 180 pl lyza¢niho
pufru ATL. VSe bylo promichdno vortexovanim. Poté byly vzorky
inkubovany pfi 56 'C v termalni Iazni, dokud nebyly zcela zlyzovany.

Bylo ptfiddno 200 pl pufru AL a zvortexovano. Poté bylo ptiddano 200 pl
ethanolu (ethanol min. 96%, p.a.) a zvortexovano.

Smés byla prenesena do DNeasy Mini spin kolonky, umisténé v 2 ml sbérné
kolonce. Bylo centrifugovano 1 minutu na 8000 rpm.

DNeasy Mini spin kolonka byla umisténa do nové 2 ml sbérné zkumavky.
Na kolonku bylo napipetovano 500 ul promyvaciho pufru AW1. Poté bylo
centrifugovano 1 minutu na 8000 rpm.

DNeasy Mini spin kolonka byla umisténa do nové 2 ml sbérné¢ zkumavky.
Bylo ptidano 500 pl promyvaciho pufru AW2 a centrifugovdno 3 minuty
na 14000 rpm.

DNeasy Mini spin kolonka byla umisténa do 1,5 ml mikrozkumavky, bylo
pfidano 200 pl pufru AE. Poté byla zkumavka s kolonkou 5 minut

inkubovana pii pokojové teploté a centrifugovana 1 minutu na 8000 rpm.

Pii extrakci DNA parazita nejprve musela byt zkumavka oteviena, aby doSlo

K vyschnuti vzorku. K extrakci byl pouzit QIAamp DNA microkit (Qiagen) pro préaci

s mens$im mnozstvim biologického materialu. Postup byl nasledujici:

Do zkumavky bylo ke vzorku napipetovano 180 ul lyzaéniho ATL pufru
a 20 pul proteinasy K. Poté bylo vSe promichano na vortexu a zkumavky byly
umistény do termalni 1azné, kde byly inkubovany pii 56 "C, dokud nebyl
vzorek zcela zlyzovan.

Bylo ptfidéano 200 pl pufru AL. Pomoci vortexu doslo k promichani vzorku.
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e Bylo pfiddno 200 pl ethanolu a promichano. Poté byla smés 5 minut
inkubovana.

e Lyzat byl pfenesen na QIAamp MinElute kolonku, kterd byla umisténa
ve 2 ml sbérné zkumavce.

e Bylo pifidano 500 pl promyvaciho pufru AWL. Vzorky byly dany
do centrifugy a byly centrifugovany 1 minutu na 8000 rpm.

e QIlAamp MinElute kolonka byla pfendana do nové 2 ml sbérné zkumavky.
Na kolonku bylo napipetovano 500 pl promyvaciho pufru AW2. Poté byly
vzorky opét centrifugovany 1 minutu na 8000 rpm.

e QIAamp MinFElute kolonka byla opét pfemisténa do nové 2 ml sbérné
zkumavky. Bylo centrifugovano 3 minuty na 14000 rpm, aby byla membrana
zcela vysusena.

e QlAamp MinElute kolonka byla umisténa do 1,5 ml mikrozkumavky.
Na kolonku bylo napipetovano 30 ul pufru AE. Poté byla zkumavka
s kolonkou 5 minut inkubovéna pii pokojové teplotg.

e Bylo centrifugovano 1 minutu na 14000 rpm.

4.3 Amplifikace DNA

Pro amplifikaci genetického markeru byla pouzita PCR (fetézova polymerazova

reakce) se specifickymi primery (pribéh PCR a pouzité primery viz Tab. I, I1).
Rozpis pro 20 pl PCR amplifikaci cytochromoxidazy | (COI) hostitele byl nasledujici:
1 pl vzorku, 1 pl forward primeru (5pM, F1490, Folmer et al., 1994; sekvence viz Tab. I),
1 pl reverse primeru (5pM, H7005, Hafner et al 1994; sekvence viz Tab. 1), 2 pl pufru (PCR
blue buffer, Top-bio), 0,5 ul nukleotidd (dNTPs 10mM, ThermoFisher), 0,2 ul Tag
polymerazy (Top-bio) a 14,3 ul H20.

Rozpis pro 20 pl PCR amplifikaci COl parazita byl: 1 pl vzorku, 3 pl forward
primeru (5pM, COIdic9F, navrzen a optimalizovan v laboratofi béhem piipravné faze tohoto
projektu na zakladé sekvence z transkriptomu; Krausova et al., nepublikovano, sekvence
viz Tab. 1), 3 pl reverse primeru (5pM, COIdic6R, navrzen a optimalizovan v laboratofi
béhem piipravné faze tohoto projektu na zakladé sekvence z transkriptomu; , Krausova et al.,
nepublikovano, sekvence viz Tab. 1), 2 ul pufru (PCR blue buffer, Top-bio), 0,5 ul
nukleotidi (ANTPs 10mM, ThermoFisher), 0,2 pl Taq polymerédzy (Top-bio) a 10,3 pl H20.

U parazita bylo provadéno jesté pro ovéfeni druhu (genotypu) PCR 18S genu.
Rozpis pro tuto 20 pl PCR amplifikaci byl: 1 pl vzorku, 1 pl forward primeru (5pM, F3,
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Eshragh et al. 2014; sekvence viz Tab. I), 1 pl reverse primeru (5pM,R2, Eshragh et al.
2014; sekvence viz Tab. 1), 2 pl pufru (PCR blue buffer, Top-bio), 0,5 pl nukleotidi (ANTPs
10mM, ThermoFisher), 0,2 pl Taq polymerazy (Top-bio) a 14,3 ul H2O.

Tab. I: Piehled primert pouZitych v této studii, jejich sekvence a zdroj.

Forward/
Lokus Néazev Sekvence primeru 5'— 3' Autor
Reverse
Folmer et
F1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG F
col al. 1994
hostitele Hafner et
H7005 CCGGATCCACANCRTARTANGTRTCRTG R
al. 1994
COIldic9F | GCTTGTGCWGGBTGAACTCTATATCCWCC F Krausova
col etal.,
parazita | cojdicéR | TGYATAARRTAWCGMCGAGGTATHGCWGM R | nepublikov
ano
18S gen F3 CGGCTCATTAAATCGGACATAC F Eshragh et
parazita R2 CCAACAACCTCACCAAATCATTC R al. 2014
Tab. 1I: Tabulka protokoli PCR reakci.
Pocet cykla
(Denaturace, o L
Pocatecni . Nasedani . Finalni
Reakce Nasedani Denaturace . Synteza )
denaturace . primert Syntéza
primerd,
Syntéza)
Col 94°C / 20 92°C/ 52°C/ 72°C/ 72°C/
hostitele 5 minut 1 minuta 1 minuta | 1 minuta | 5 minut
Col 95°C/ 20 92°C/ 53°C/ 72°C/ 72°C/
parazita 5 minut 1 minuta 1 minuta | 1 minuta | 5 minut
18S gen 94°C/ 10 94°C/ 50°C/ 72°C/ 72°C/
parazita | 2 minuty 45 sekund | 45sekund | 2 minuty | 5 minut
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4.4 Gelova elektroforéza

Prabéh PCR reakci byl ovéfen pomoci elektroforézy. Vzorky byly naneseny na 1%
agarézovy gel. Pro ptipravu gelu bylo pouzito 20 ml pufru TAE (Merck), 0,2 g agarozy
(ThermoFisher) a 2 pl GelRed (Biotium) fluorescentniho barviva pro vizualizaci DNA.
Na gel bylo naneseno pomoci 6x Loading Dye (ThermoFisher) 2 pl PCR produktu.
Byl pouzit ladder 1 kb gene ruler (ThermoFisher). Elektroforéza probihala pfiblizné
20 minut pfi 100 V. Po dokonceni elektroforézy byl gel osvicen pod UV svétlem

pro vizualizaci fragmentt DNA.

4.5 PreciSténi a sekvenace

Ziskané PCR produkty viditelné na gelu byly enzymaticky piecistény (rozpis
pro enzymatické ptecisténi viz Tab. Ill), ¢isténi probihalo 15 minut pii 37°C a 15 minut
pii 80°C. Spole¢né s primery pouzitymi pro amplifikaci daného genu byly PCR produkty
zaslany na sekvenaci do SeqMe nebo Eurofins (klasické Sangerovo sekvenovani).

Tab. I11: Rozpis pro enzymatické piecisténi vzorku.
Chemikalie Mnozstvi
Exo I(BioLabs) 0,5 ul
FastAp (ThermoFisher) 2 ul
H20 2,5 ul

4.6 Zpracovani sekvenci

Sekvence byly zpracovany v programu Geneious. Sekvence (vysledné
chromatogramy) byly sloZzeny pomoci assemble - de novo assemble, byly odstranény ¢asti
se Spatnou kvalitou a ulozen konsensus obou vladken. K porovnani sekvenci byl vytvoten
alignment. K vytvofeni alignmentu byl pouzit algoritmus MAFFT (Katoh et al., 2002).
Poté byl vytvofen pomoci Fast Tree (Price et al., 2010) orienta¢ni maximum likelihood
strom, ukazujici které sekvence jsou si podobné vice nez jiné, pro rychlé ovéteni Gspésnosti

sekvenace.
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Pro zatazeni sekvenci do fylogenetického kontextu byly k alignmentu pfidany
referencni sekvence a v programu IQ - TREE (http://igtree.cibiv.univie.ac.at/, Trifinopoulos
et al., 2016) byl vytvoien fylogeneticky strom typu maximum likelihood pro COI gen
hostitele, COI gen parazita a 18S gen parazita. Pro vybér modelu evoluce sekvenci byl
pouzit Model Finder s nastavenim AUTO (Kalyaanamoorthy et al., 2017)

V programu PopART (Bandelt et al.; 1999, Leigh a Bryan, 2015) byla vytvofena
populacni sit’ typu Medium joining network pro COI geny hostitele i parazita.

Populacni statistiky byly spocitdny v programu DnaSP (Rozas et al., 2017).
Pro prozkoumani diverzity jednotlivych populaci na zakladé COI genu byla pocitana celkova
charakteristika populaci (DNA polymorfismus) — nukleotidova diverzita, haplotypova
diverzita, pocet polymorfnich lokust (SNPs). Byly vytvoteny grafy zmén velikosti populaci,
které byly ovéfeny ragedness testem a koalescenéni simulaci s 10000 opakovanimi.
Byl provadén Fu and Li’s test a Tajima’s D test, které byly ovéfeny koalescentni simulaci

s 10000 opakovanimi.
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5. Vysledky

5.1 Fylogenetické stromy
Béhem této prace se podatilo ziskat 34 sekvenci genu COI u hostitele, 44 sekvenci
genu COI u parazita a 28 sekvenci 18S genu parazita. Pro celkové zafazeni sekvenci byly

vytvoieny fylogenetické stromy - genu COI hostitele, COI parazita a 18S genu parazita.

15



Nautilus
A /86_: AB158363_extraction_OctopusV_COI
Vampyroteuthis
NC_016425_C0O1_Semirossia_hobhtailSquid_MtGen_extraction
92.3/94; KM517940_SepiettaNeglecta
93.2197 EU203144_SepiettaOweniana
85.419 AY293723_SepiettaOhscura
AY293720_SepiolaRondeleti
9 .6@1:\10_022466_extraction__CO1_SepiaApa_MtGenome
NC_022467_extraction_CO1_SepiaLat_MtGenome_extraction
NC_009690_extraction_CO1_SepiaEsc_MtGenome
] 55374E NC_022468_extraction_CO1_SepiaLyc_MtGenome
NC_021146_extraction_CO1_SepiaPha_MtGenome
-f AB240155_extraction_Tokyo_CO1_SepiaOff_MtGenome

SOI04H
SOIC5H
- SOIC1H
93 p/g8 | - SOIT2H
- S0IC2H
L SOITSH
SOPVEH
SOIT4H
SOPM3H
E; SOPM4H
SOPM5H
SOPP2H
SOPVAH
SOPP1H
SOPMBH
o5.1/97 SOPM7H
SOIC3H
L SOIGS8H
SOIS4H
SOIT3H
SOITTH
SOIS3H
SOIGTH
SOIGEH
SOIG5H
SOIP11H
SOIR11H
99{4100 SOIR12H
SOIP12H
SOIR13H
SOIV10H
SOIVGH
SOIP13H
L SOIMIH

64 8/67

e d—fNC_aOr: gi;%%tgicsn _Bathyteuthis_MtGenome__extraction
0.2

Obr. 4: Fylogeneticky strom typu maximum likelihood genu COI hostitele, jako outgroup
byly pouzity sekvence piibuznych hlavonozct (se zaméfenim na rlizné druhy sépii) stazené
z databaze GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) Kofenem je lodénka
(Nautilus). Bylo pouzito 34 novych sekvenci a 16 referenénich. Délka alignmentu
je 2360 para bazi. Podpory vétvi jsou uvedeny jako ultrafast bootstrap (UFBoot, Hoang et
al., 2018) a aLRT statistika. Vysvétleni popisku viz ptilohy, Tab. VIIIL.
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Z fylogenetického stromu na zakladé¢ genu pro COI hostitele (Obr. 4) vidime, Ze vSechny
vzorky patii ke stejnému druhu (nejpodobnéjsi je reference pro Sepia officinalis),

pouze vzorek SOIM1H se podstatn¢ 1isi a mohl by piedstavovat jiny druh.
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Obr. 5: Fylogeneticky strom typu maximum likelihood COI genu parazita, jako outgroup

byly pouzity sekvence dicyemida stazené z databaze GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Bylo pouzito 44 novych sekvenci a 42
referen¢nich. Délka alignmentu je 818 part bazi. Podpory vétvi jsou uvedeny jako ultrafast
bootstrap (UFBoot, Hoang et al., 2018) a aLRT statistika. Vysvétleni popiskl viz ptilohy,
Tab. VIII.
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Na fylogenetickém stromu COI genu parazita (Obr. 5) vidime, Ze sekvenované
vzorky tvofi jednu kompaktni skupinu az na vzorek SOIC4, ktery je jiny neZ ostatni vzorky
a mohl by piedstavovat jiny druh, proto byl tento vzorek vyfazen z naslednych popula¢nich
analyz. Ostatni ziskané vzorky dicyemidi jsou nejpodobnéj$i popsanému vzorku

Dicyema sp., ale presto tvoii samostatnou skupinu.

100100, AB266027_DicAcu Q iy : :
100/99 DicOri_Sepioteuthis__Med

S | IFRRBER BlyemanRes esTeep R osstaoan
LNBFZ8140.1
Tt
99.9100 LTS
=85 O °§
iy H
KJ786925_DicApo_... and 2 others (0.000)
100/99 ’_l- ngyggﬁgg’fﬂr%fg&wﬁa eoallggpelvice (?glaj _OruhCan
| egead 1 Bemines-go e

GReBTH s

86.4/71

97.2/9

]

pr-g
s

5
85 —— SOIR11
— X97157_DicSp_Sofr

81 1/9:-_| %%\%3@28_8
:

2
o

3880 305
91505 V62
— = LT669863.1
SEVI-8

0.02

goiano_S

SOPM6_S

Obr. 6: Fylogeneticky strom typu maximum likelihood 18S genu parazita, jako outgroup
byly pouzité sekvence stazené z databaze GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Délka alignmentu je 1691 pard bazi. Bylo pouzito
28 novych sekvenci a 33 referen¢nich. Podpory vétvi jsou uvedeny jako ultrafast bootstrap

(UFBoot, Hoang et al., 2018) a aLRT statistika. Vysvétleni popiskt viz ptilohy, Tab. VIII.

Na fylogenetickém stromu 18S genu parazita (Obr. 6) je vidét, ze vzorky SOIR11

a SOPMG jsou jinymi druhy nez ostatni sekvenované vzorky dicyemida ziskanych ze sépii,
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a spadaji blize k dicyemidum obvykle nachazenych v Eledone moschata. Ostatni ziskané
vzorky dicyemidi jsou nejpodobnéjsi popsanému vzorku Dicyema acuticephalum, ale piesto
tvoii samostatnou skupinu Vzorek SOPM6 byl ponechan ve fylogenetickém stromu i pfes
horsi kvalitu sekvence, zptisobenou Spatnou kvalitou ve forward a reversed chromatogramu,

protoze je to jediny vzorek z Portugalska, ktery se podatilo amplifikovat.
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5.2 Populaéni sité
Pro zjisténi vztahi mezi skupinami haplotypti v kontextu jejich pivodu byly

vytvoteny populacni sité hostitele i parazita.
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Gaeta
Pescara
Portugal
Tokyo
LaSpezia
Rirmniri

. Clhia
Pula
Trogir
Cyprus
(O

'\"‘ pe

Ce000000000C0

>

Obr. 7: Popula¢ni sit’” COI hostitele. K vytvofeni sité bylo pouzito 34 sekvenci. Odstiny
modré — Jaderské mote, odstiny zelené — Tyrhénské mofte, éervena — Atlantik (Portugalsko),
Zluta -  Kypr, ruzova -  sekvence stazena z  databaze  GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Cary na spojnicich jednotlivych haplotypt

predstavuji pocet zmén mezi nimi.
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Obr. 8: Popula¢ni sit’” COI parazita. K vytvofeni sité bylo pouzito 44 sekvenci. Odstiny
modré — Jaderské mote, odstiny zelené — Tyrhénské mote, zlutd — Kypr. Cary na spojnicich
jednotlivych haplotypt predstavuji pocet zmén mezi nimi.

Na populacnich sitich (Obr. 7, 8) jsou vidét jednotlivé haplotypy. U populacni sité
parazita chybi vzorky z Portugalska, které¢ se nepodatilo amplifikovat. Je mozné, ze se jedna
o jiny druh dicyemida. Na populacni siti parazita vidime vzorek s velkym poctem zmeén, je to
vzorek SOIC4, ktery mizeme vidét i na fylogenetickém stromu genu COI parazita (Obr. 5),
protoze je odlisny od ostatnich vzorkd, byl tento vzorek vyfazen z nasledného vypoctu

populacnich statistik.
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5.3 Popula¢ni statistiky

Porovname-li populace S. officinalis a Dicyemida (viz. Tab. IV, V), vidime, Ze pocet
vzorkd u S officinalis je vétsi, u Dicyemida se totiz nepodaftilo amplifikovat zadné vzorky
z Atlantiku, pravdépodobn¢ se jednalo o jiny druh ze skupiny Dicyemida, nebo mohla byt
DNA piili§ degradovana. Dale vidime, Ze Dicyemida ma niz$i nukleotidovou i haplotypovou
diverzitu. Tajima's D test v obou populacich je mensi nez 0, coz naznacuje mozny signal

mény velikosti obou populaci, ale vysledek neni statisticky prikazny. Je zajimave o kolik
niz8i jsou hodnoty vSech diverzit pro Jaderské mote u Dicyemida. Vypada to
bud’ na nedavny vznik populaci, nebo dlouhodobé mensi populaéni velikost nez
v Tyrhénském moti. Zatimco u S. officinalis takova zména vidét neni. Srovnéme-li
jednotlivé subpopulace, vidime, Ze u Jaderského moie ma S. officinalis vétsi nukleotidovou
i haplotypovou diverzitu, Tajima's D test vySel u obou populaci Jaderského moie zaporné,
stejn¢ jako u celych populaci to znac¢i zménu velikosti populaci, ale opét vysledek neni
prukazny. U subpopulaci Tyrhénského moie ma také vyssi nukleotidovou i haplotypovou
diverzitu S. officinalis. Tajima's D test vySel u Tyrhénské populace S. officinalis opét
zaporn¢, u Dicyemida vysel kladné. Pokud u S. officinalis porovname mezi sebou
subpopulace Atlantiku a Jaderského mote + Tyrhénského mote, vidime, ze Atlantik ma nizsi
nukleotidovou diverzitu, ale haplotypova diverzita je téméf stejna. Tajima's D test vysSel

U obou populaci zaporné.

23



Tab. IV: Prehled charakteristik populaci S. officinalis.

Jaderské
Cela Jaderské Tyrhénskeé ) mofie +
Atlantik
populace moie moie Tyrhénské
mofre
Pocet
] 55 29 14 8 43
sekvenci
Pocet
29 11 7 7 19
haplotypt
Nukleotidova
_ _ 0.01191 0.00428 0.00963 0.00418 0.00712
diverzita
Haplotypova
_ _ 0.956 0.882 0.795 0.964 0.929
diverzita
Fu&Li (D*) -1.52413 -1.36099 -0.78019 -1.22472 -2.12484
Koalescenéni
_ 0.99700 0.91670 0.21750 0.99650 0.98750
simulace
Tajima's D -0.80900 -0.52095 -0.53545 -1.14554 -1.17757
Koalescenéni
_ 0.99640 0.91730 0.21410 0.99710 0.98780
simulace
Pocet
polymorfnich
43 13 21 10 29
lokust
(SNPs)
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Tab. V: Prehled charakteristik populaci Dicyemida.

Celad Jaderské Tyrhénske
populace moie moie
Pocet
39 24 10
sekvenci
Pocet
14 5 6
haplotypt
Nukleotidova
_ _ 0.00719 0.00082 0.01198
diverzita
Haplotypova
F_) yr_) 0.734 0.312 0.889
diverzita
Fu&Li (D*) -0.82419 -2.44310 0.40561
Koalescenéni
_ 0.10830 0.17502 0.39240
simulace
Tajima's D -1.35397 -1.93998 0.13981
Koalescenéni
_ 0.10350 0.19060 0.39300
simulace
Pocet polymortnich
porym 33 6 24
lokust (SNPs)

Z vysledlu Fst (viz Tab. VI, VII) vidime, ze i u S. officinalis i u Dicyemida je
nejmensi diferenciace mezi populacemi Jaderského a Tyrhénského mote. 1 kdyz je rozdil
mezi populacemi Jaderského a Tyrrhénského moie nejmensi, jsou hodnoty Fst vétsi nez 0,2,
coz znadi, ze Jaderské a Tyrhénské mote jsou z hlediska populaci oddélené, i kdyz jsou si
geograficky blizko. Nejvétsi diferenciace je u S. officinalis mezi Kyprem a Atlantikem

a u Dicyemida mezi Kyprem a Jaderskym motem.
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Tab. VI: Geneticka diferenciace populaci (Fst) S. officinalis.

Populace 1 Populace 2 Fst
Kypr Atlantik 0,86426
Kypr Tyrhénské mote 0,72947
Kypr Jaderskémore 0,84569

Atlantik Tyrhénské mote 0,54379
Atlantik Jaderské mote 0,77906
Tyrhénské mote Jaderské mote 0,24656

Tab. VII: Geneticka diferenciace populaci (Fst) Dicyemida.

Populace 1 Populace 2 Fst
Kypr Jaderské mote 0,89992
Kypr Tyrhénské mote 0,6368

Jaderské more Tyrhénské mote 0,34549

V grafech zmény velikosti populace S.Officinalis i Dicyemida (Obr. 9, 11) vysel
raggedness test 0.0258, pro populaci S.Officinalis a 0.0486 pro Dicyemida, oba vysledky
jsou tedy neprukazné. V grafech alelové frekvence S.Officinalis i Dicyemida (Obr. 10, 12)
vySel raggedness test 0.0000 pro S.officinalis, to by mohlo znamenat expanzi populace,

a 0.0486 u Dicyemida, neprikazné.
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Obr. 9: Graf zmény velikosti populace S. officinalis. Cervena — pozorovana frekvence,

zelena — oc¢ekavana frekvence. Raggedness test vySel 0.0258, koalescentni simulace vysla

0.99690.
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Obr. 10: Graf alelové frekvence S. officinalis. Cervena — pozorovana frekvence, zelena —

ocekavana frekvence. Raggedness test vySel 0.0000, koalescen¢ni simulace vysla 0.99740.
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Obr. 11: Graf zmény velikosti populace Dicyemida sp. Cervena - pozorovana frekvence,

zelena - o¢ekavana frekvence. Raggedness test se rovna0.0486, koalescenéni simulace vysla

0.10580.
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Obr. 12: Graf alelové frekvence Dicyemida sp. Cervena — pozorovana frekvence, zelena —
oc¢ekavana frekvence. Raggedness test se rovna 0.0486, koalescen¢ni simulace vysla

0.10550.
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6. Diskuze

COI je mitochondridlni marker, ktery by se mé¢l vyvijet rychleji a proto se pouziva
pro zkoumani populaci, 18S gen je oproti COI vice konzervativni a vhodny Kk rozliseni
vztahll na arovni druhi a vys. Proto byly COIl a 18S markery vybrany pro tuto studii a zda
se, ze tento vybér byl vhodny. Piesto v piipadé¢ dicyemidu interpretaci vysledkd u obou
markerti znesnadnuje to, ze v databazich je pomérmné malo sekvenci dicyemidi a zaroven
nékteré nejsou uréené do druhu (napf. Dicyema sp.). DalSim problémem je, Ze se data
v databazich neptekryvaji, bud’ jsou pro urcity druh dostupné sekvence COI nebo 18S, nikoli
ob¢ a také jsou dostupné datasety pievazné z vychodniho pobiezi Tichého oceanu
a Australie, coz je geograficky pomérné vzdalené. V teto praci ukazuji COl i 18S v oblasti

Stfredozemniho mote, kde dostupnd data zatim chybéla.

Pii této studii byl pouzit smésny vzorek dicyemidt, proto nemizeme zarudit,
Ze v renalnim orgéanu hostitele nebylo pfitomno vice druhti najednou. ProtoZze byly pouZity
specifické primery (viz. Tab. I). Porovnavame tak nejvice zastoupeny druh (pfesnéji ten,

ktery se nejlépe amplifikuje).

Fylogenetické analyzy zatadily sekvence genu COI hostitele nejblize k referencni
sekvenci S. officinalis. Jeden ze zkoumanych vzorkt (SOIMIH) byl podobny hlavni
skuping, ale evidentné mimo ni, bohuzel k tomuto vzorku nemame fotografii,
a proto nemtizeme udé€lat morfologické ur¢eni druhu. Sekvence genu COI parazita byly
pfitazeny nejblize k referen¢ni sekvenci Dicyema sp., ale tvofi samostatnou skupinu.
Eshragh a Leander (2014) tvrdi Ze sekvence 18S rDNA ukazuji, Ze je vyssi mira podobnosti
mezi riznymi popsanymi morfotypy dicyemidd, v mé praci jsou vSechny sekvence
18SrDNA, kromé sekvenci SOIRI1 a SOPM6, nejblize referenéni sekvenci
Dicyema acuticephalum. To naznacuje, ze S. officinalis ve Stfedozemnim mofi je obvykle
infikovana jednim hlavnim typem dicyemida. Na fylogenetickém stromu (Obr. 5)
i populacni siti COI parazita (Obr. 8) vidime, ze se nepodatilo amplifikovat zadné vzorky
dicyemidt z Portugalska, mozna se jednalo o jiny druh dicyemida, na ktery nenasedaly
primery pouzité v této praci (viz Tab. I). Pfi¢inou by mohla byt degradace DNA, ale pouzité
primery jsou siln¢ druhové specificke, to by spise ukazovalo, Ze se jejich parazitofauna lisi.
Vzorek SOIC4 se zna¢né 1isi v sekvenci COI, mohlo by se jednat o ptibuzny druh. Sekvence
18S se u tohoto vzorku nepodatilo amplifikovat. Bohuzel se nepodatilo amplifikovat DNA

hostitele (SOIC4H), kterd4 by nam mohla tici vice.
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Na populacni siti hostitele (Obr. 7) 1 parazita (Obr. 8) vidime, Ze pozice vzorkl
ze Sardinie (Cagliari, Oristano, Olbia), piesto ze jsou blizko pevniné (Gaeta), jsou odlisné
ajsou si podobn¢jsi vice mezi sebou nez vzorkiim u pevniny a tvoii skupinu. Na siti
hostitele (Obr. 7) také vidime, ze neni rozdil mezi vzorky z Ligurského (La Spezia)
a Tyrhénského mote (Cagliari, Oristano, Olbia, Gaeta). Protoze na populacni siti parazita
nemame zadné vzorky z La Spezia, nemuZzeme porovnat rozdil mezi Ligurskym
a Tyrhénskym motem. Diferenciace v ptipad¢ hostitele naznacuje, ze struktura populace
sépie reaguje mozna vice na souvislost moiského pobfezi, nez na geografické rozdéleni
na Tyrhénské-Ligurské moie. V tomto piipadé se vSak spiSe jednd o piedbézny odhad,
na piesnéjsi vyhodnoceni by bylo tieba piidat data z prostiedi (hloubku, typ dna, ro¢ni
teploty, salinitu). Celkové na tomto ptikladu ale muZzeme vidét, Ze moiské organismy

respektuji jiné hranice, jako naptiklad motské proudy ¢i tvar pobiezi.

Tato prace je zaméfena na Stredozemni mofte, cozZ je piiklad relativné malého polo-
uzavieného systému. Stejné jako Krstulovié-Sifner et al. (2016) #ika, Ze v obdobi 1996-2008
doslo k negativni zméné velikosti populace S. officinalis v Jaderském mofi, vysledky této
prace naznaCuji expanzi ve Stiedozemnim mofi, ale v ostatnich statistikdch to nebylo

potvrzeno.

Z vysledkt Fst vidime, Ze 1 kdyZ je geneticka diferenciace nejmensi u hostitele
a parazita mezi Jaderskym a Tyrhénskym mofem, tak hodnota Fst naznacuje, ze jde
0 oddéléné populace i kdyZ jsou si geograficky blizké. Nejvétsi geneticka diferenciace je
u S. officinalis mezi Kyprem a Atlantikem a u Dicyemida mezi Kyprem a Jaderskym motem,

¢emuz odpovida i vzdalenost mezi nimi.

V grafech zmén velikosti populace S. officinalis (Obr. 9) i Dicyemida (Obr. 11)
vidime, ze pozorovana frekvence zmén velikosti se lisi od té ocekavané. Stejné tak v grafech
alelové frekvence S. officinalis (Obr. 10) i Dicyemida (Obr. 12) se pozorované frekvence lisi
od té ocekavané, i kdyz vysledky raggedness testu ukazuji, Ze jsou frekvence statisticky

neprukazné, kromé grafu alelové frekvence S. officinalis (Obr. 10).

Tato prace piinasi poznatky o populacni struktufe S. officinalis a Dicyemida
ve Stfedozemnim moti a zafazeni hostitele i parazita pomoci fylogenetickych stromi

COlI genu hostitele a parazita a 18S genu parazita.
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Do budoucna by bylo dobré ziskat vzorky z celého areéalu, zjistit jaky druh dicyemida
infikuje atlantské sépie, zaméfit se 1 na jiné druhy sépii a také propojit genotyp s morfotypem
(u hostitele i parazita). Také by bylo zajimavé srovnat vysledky i s jinym druhem

hlavonozct a jinym vyvojovym stadiem.
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7. Zavér

® Byla vyextrahovana DNA hostitele i parazita, ktera byla nasledné amplifikovana
fetézovou polymerazovou reakci (PCR), uspésnost amplifikace byla ovéfena gelovou
elektroforézou a vzorky, které byly uspé$né amplifikovany, byly poslany

na sekvenaci (klasické Sangerovo sekvenovani).

® Sckvenacni data byla zpracovana v programu Geneious, byly vytvoieny
fylogenetické stromy pro zafazeni sekvenci, také byly vytvofeny populaéni sité
a spocteny populacni statistiky.

® Byly porovnany populacni struktury hostitele i parazita, populace hostitele byla vétsi
a také méla vyssi nukleotidovou i haplotypovou diverzitu. Tajima's D test v obou
populacich vySel zdporné€, coz zna¢i zménu velikosti populaci, ale vysledek tohoto
testu je neprikazny.

® Na zaklad¢ genetické diferenciace populaci (Fst) byla zjisténa genetickd struktura
hostitele i parazita.
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9. Pilohy
Tab. VIIL.: Seznam vzorku a lokalit. SO = S. officinali, H = hostitelska tkan, CO =

COl, S=18Sgen.

Popis vzorku Lokalita sbéru
SOIN Italie, Neapol
SOIT Sardinie, Oristano
SOIC Sardinie, Cagliari
SOIO Sardinie, Olbia
SOIS Italie, La Spezia
SOIG Italie, Gaeta
SOIv Italie, Vieste
SOIP Italie, Pescara
SOIR Italie, Rimini
SOIM Sicilie, Marsala
SOV Chorvatsko, Veruda
SOT Chorvatssko, Trogir
SOP Chorvatsko, Pula
SNC Recko, Kypr
SOGT Recko, Thelasoniki
SOPM Portugalsko, Porto, Matosinhos
SOPP Portugalsko, Porto, Bolhao
SOPV Portugalsko, Vigo
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Tab. IX: Vycet sekvenci stazenych v databazi GenBank
(https://www.nchi.nlm.nih.gov/genbank/) a pouzitych jako outgroup.

Kod sekvence Druh Zdroj
AB011832.1 Dicyema misakiense GenBank
AB158363 Octopus vulgaris GenBank
AB240155 Sepia officinalis GenBank
AB266027 Dicyema acuticephalum GenBank
AY293720 Sepiola rondeleti GenBank
AY293723 Sepietta obscura GenBank
D26529 Dicyema orientale GenBank
D26530 Dicyema acuticephalum GenBank
EU203144 Sepietta oweniana GenBank
KF208320.1 Dicyema sp. 2 GenBank
KF208321.1 Dicyema furuyi GenBank
KF208323.1 Dicyema sp. 3 GenBank
KF208349.1 Dicyema sp. 4 GenBank
KF208352.1 Dicyema papuceum GenBank
KF208354.1 Dicyema sp. 1 GenBank
KF208356.1 Dicyema sp. 5 GenBank
KF208357.1 Dicyemennea GenBank

floscephalum
KF208359.1 Dicyemennea sp. 1 GenBank
KJ786920.1 Dicyemennea GenBank
brevicephaloides
KJ786921.1 Dicyemennea rossiae GenBank
KJ786922.1 Dicyemodeca deca GenBank
KJ786923.1 Dicyemennea abreida GenBank
KJ786924.1 Dicyemennea GenBank
brevicephala

KJ786925 Dicyema apollyoni GenBank
KJ786925.1 Dicyema apollyoni GenBank
KJ786926.1 Dicyemennea adscita GenBank
KJ786927.1 Dicyemennea adminicula GenBank
KM517940 Sepietta neglecta GenBank
LN878140.1 Dicyemennea eledones GenBank
LN878141.1 Dicyemennea eledones GenBank
LT669863.1 Dicyema sp. E2 GenBank
LT669883.1 Dicyema sp. E9 GenBank
L T669884.1 Dicyema sp. E7 GenBank
LT669885.1 Dicyemidae sp. GenBank
NC009690 Sepia esculenta GenBank
NC016423 Bathyteuthis abyssicola GenBank
NC016425 Semirossia patagonica GenBank
NC021146 Sepia pharaonis GenBank
NC022466 Sepia apama GenBank
NC022467 Sepia latimanus GenBank
NC022468 Sepia lycidas GenBank
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