Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budé&jovicich
Prirodovédecka fakulta

Populac¢né-genomicka analyza generalistického parazita —
tasemnice Ligula intestinalis

Diplomova prace

Bc. Pavlina Kocova

Skolitel: doc. RNDr. Jan Stefka, Ph.D.

Ceské Budgjovice 2018



Kocova, P., 2018: Popula¢né-genomicka analyza generalistického parazita — tasemnice Ligula
intestinalis [Population-genomic analysis of adaptation in a parasite with a wide host range
— tapeworm Ligula intestinalis. Mgr. Thesis, in Czech.] 52 p., Faculty of Science, University
of South Bohemia, Ceské Bud&jovice, Czech Republic.

Annotation:

New insight to the population structure of the tapeworm Ligula intestinalis were obtained
using genomic data generated by reduced represented genomic methods (ddRAD and high-
throughput sequencing).

Prohlasuji, ze svoji diplomovou praci jsem vypracovala samostatné pouze s pouzitim pramenti
a literatury uvedenych v seznamu citované literatury. Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zdkona
¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se zvefejnénim své diplomové préce, a to v
nezkracené podobé elektronickou cestou ve vetejné pristupné casti databdze STAG
provozované JihoGeskou univerzitou v Ceskych Budg&jovicich na jejich internetovych
strankéach, a to se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému textu této kvalifika¢ni
prace. Souhlasim déle s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym
ustanovenim zakona €. 111/1998 Sb. zvetfejnény posudky Skolitele a oponentii prace i zdznam
o prub¢hu a vysledku obhajoby kvalifikaéni prace. Rovnéz souhlasim s porovnanim textu meé
kvalifikacni prace s databazi kvalifikacnich praci Theses.cz provozovanou Narodnim
registrem vysokoskolskych kvalifika¢nich praci a systémem na odhalovani plagiati.

V Ceskych Budgjovicich dne 17.4.2018

Pavlina Kocova



Podékovani

Touto cestou bych rada podékovala vedoucimu nasi laboratote Janu Stefkovi za piileZitost
pracovat ve skvélé laboratofi, za vzdy projevenou trpélivost, ochotu poradit a pomoci. Velké
diky patii Liborovi Pialkovi a Jakubovi VI¢kovi za nedocenitelnou pomoc pii zpracovani
genomovych dat. Diky patii také MaruSce za podporu, dobré napady, prekondvani nastrah
bioinformatiky a zasobovani kancelaie sladkostmi. Dale bych chtéla podékovat vSem, co
poskytli vzorky ke zpracovani, tedy ¢lentim laboratoii Tomase Scholze a Ivana Fialy, Alimu
a Clenim Hydrobiologického tstavu za ptilezitost jezdit s jejich tymem na sbéry vzorki.
Nakonec bych chtéla pod€kovat svym pratelim, ktefi ve chvilich nejvyssi nouze vzdy stali pti
mné a i kdyZz ja pochybovala, oni nikdy, své rodiné za bezmeznou duvéru, finanéni i
psychickou podporu poskytovanou béhem mého studia. Jesté jednou Vam moc dekuji!



co N o O

UVOO 1ottt 1
1.1  Ekologicka adaptace @ SPECIACE .........coeiruirierieisie ettt 1
1.2 Parazité @ A0aPLACE ........ccerueieieriiieisierie ettt et 2
1.3 MOIEKUIANT MAIKEIY ..o s 4
L4 RADSEQ ..ottt 4
1.5 MOGEIOVY OFQANISIMUS. .....cuveivieieerieitieieeeeseeste et e steete e seesae e sraesbeaseesraesseeneesneaeeas 5

151 ZIVONT CYKIUS 1ottt ettt 5

1.5.2 L. intestinalis pfedmétem ekologickych Studii.........cocervvririvniinininieiinesennnn 7

LOF ] [= o - o= TSRS 9

Material @ MELOAIKA. ..........veiiiiiiciic e 10
00 R I 1010 ) 1 o) w1 2 1) A PRSP P TSP PP 10

3 L1 VZOTKY @ DINA . s 10

3.1.2  Detekce mitochondridlnich genti...........ccocviieiiiiiiiiiice e 10

3.1.3  Gelova eleKtroforza..........ccoooviiiiiiiiiiiic e 11

3.1.4  Piiprava podknihoven pro sekvenaci na [llumina .........cccccccevrvieeniineniinesinnen, 11
3.2 BioinformatiCka CASt........coiiiiiiiiieiii s 12

3.21  Fylogenetické analyzy mitochondridlnich genii...........ccccoovviviiiiiiiiiiiiee 12

3.2.2  Analyza genomoVvyCh dat .........cccccoviiiiiiiiiseece e 13

VYSIEAKY ... bbbt 16
4.1  Fylogeneze mitochondridlnich enli..........ccccoooiiiiiiiiiiiiei e 16
4.2 Kontrola kvality a filtrovani SEKVENCT .........ccooiiiiiiiii e 18
4.3  Globalni rozlozeni diverzity L. intestinalis pomoci SNP dat ..........ccccoovveiivnennnn. 21
4.4  Analyzy lokalnich patternll............ccooiiiiiiiiiiiiii 28

441  Analyzy populacni StrUKTUTY .....cooriiiiiiiiiiiiiec e 28

442  Analyza ,outliers u sympatrickych lokalit Térlicko a Zermanice .................. 30

DISKUZE ... s 33

A< S TSRO P ST OPRT 40

LHEEIAEUIA ... e 41

PEILORY .ttt 47



1 Uvod
1.1 Ekologickéa adaptace a speciace

Vsudypiitomna prostorova a ekologickd proménlivost zivotniho prostfedi nuti
populace riznych druhti ptizplisobovat se mistnim abiotickym 1 biotickym podminkam, ¢imz
dochézi ke vzniku lokélnich adaptaci. Jednim z hlavnich kritérii lokalni adaptace je vyssi
fitness jejich nositeltt nez u pivodni populace (Conover et al. 2009). Jako ptiklad 1ze uvést
geneticky podminénou variabilitu ve fenologickych fazich podél zemépisnych Sitkovych
gradientll u mnoha rostlin a zivo¢icht. Ekologicka specializace realizovana formou lokalnich
adaptaci pak mize vést ke znac¢né fenotypové a genetické diferenciaci, nebo az k samotné
speciaci. A naopak, fenotypova a geneticka diferenciace podél ekologickych gradienti nebo
mezi kontrastnimi typy biotopti mohou byt také indikatory pro hledani lokalnich adaptaci
(Savolainen et al. 2013). Podle modelu ekologické speciace tak prirodni selekce ptizptisobuje
jednotlivé populace danému prostiedi riznym zptsobem, coz vede nejprve k diferenciaci
druhu do rtiznych linii/klastrti, a nakonec do samostatnych, oddélenych druha (Savolainen et
al. 2013).

Druhym vyznamnym, a zaroven velmi intuitivnim, mechanismem vzniku genetické
vnitrodruhové variability je izolace prostorova. V piipadé, ze se dvé populace stanou
alopatrickymi (tj. zcela geograficky oddélenymi), mohou Se zalit geneticky odliSovat
z diivodu nepfitomnosti toku genti a pusobeni genetického driftu. Na obou stranach bariéry
se populace vyviji oddélené¢ a vlivem hromadéni pomalych zmén vznikaji dva druhy,
Vv koneéné fazi dochazi k reproduktivni izolaci. Pokud vSak bariéra zmizi pfed vytvofenim
kompletni reprodukéni izolace vznika tzv. hybridni zéna (Rundle a Nosil 2005). VVznik novych
biogeograficky oddélenych druhti (napt. vznik druhti na jednotlivych ostrovech souostrovi) je
Vv porovnani s divergenci za pfitomnosti vymény gent (Sympatrické speciaci) pomérné
jednoduchy proces (Sousa a Hey 2013).

Model sympatrické speciace, tedy evoluce reproduktivni izolace za neptitomnosti
(bio)geografickych bariér, byl mnohymi povazovan za nepravdépodobny, protoze vyména
geni napfi¢ aredlem druhu byla povaZovana za silnou homogenizaéni silu, ktera ptisobi proti
odchylkdm zptsobenym pfirozenym vybérem. Nedavno vSak genetickd data (naptiklad
sekvence mitochondridlni DNA a mikrosatelitil) spolecné s biogeografickymi okolnostmi

poskytly piesvédcivé dikazy, Ze sympatrickou speciaci lze nalézt v mnoha kontextech



(Bolnick a Fitzpatrick 2007). Naptiklad u rostlin mize dojit k rychlé separaci diky chybé pii
meidze a vzniku polyploidie, ¢imz je dcefina populace reproduktivné oddélena od mateiské.
Dalsi z ptikladl sympatrické speciace mizeme nalézt v malych izolovanych prostfedi jako
jsou oceanské ostrovy, postglacialni jezera nebo kraterova jezera. Nemalo zastoupené jsou
ptipady ekologické speciace napf. u fytofagniho hmyzu, kdy zména hostitele mize ptimo vést
k sympatrické speciaci (Bolnick a Fitzpatrick 2007).

Zakladnim mechanismem umoznujicim sympatrickou diferenciaci je tzv. ,,speciation
with gene flow*, tedy situace, kdy je selekce pro dany znak (znaky) natolik silna, ze v genomu
vytvoti ostrov(y) diferenciace (speciation islands), které¢ postupné odlisuji specializované
populace, ¢i linie. Vyzkum v posledni dobé vSak ukazuje, ze i nékteré¢ vnitini genomové
procesy (napf. mira rekombinace nebo ,,background selection®) mohou vytvaret podobny
obraz genetické diferenciace jako ekologicka speciace (Nadeau et al. 2012, Cruickshank a
Hahn 2014, Wolf a Ellegren 2016). Proto je ticba mechanismy ekologické speciace testovat

na dal$ich (novych) modelech.

1.2 Parazité a adaptace

Paraziti pfedstavuji velmi vhodny model pro studium ekologické diferenciace a speciace.
Vynikaji schopnosti pfizpisobovat se neustidle se ménicim podminkdm vné (volné se
vyskytujici stadia) i v hostiteli. Timto zpusobem muze dochazet k diferenciaci populaci
parazita v disledku lokalnich adaptaci (Isolation By Adaptation, IBA). Vzniku a udrzovani
rezistence na léCiva, osvojeni si nového hostitele, nebo expanzi na exoticka mista napomaha
jedna ze zédsadnich vlastnosti parazita, a tim je schopnost Gniku pfed imunitou hostitele
(Criscione et al. 2005). Vlastnosti, které nalézame u parazitl, odrazeji jejich schopnost
produkovat rychlé evoluc¢ni zmény (Price 1980) a IBA je pomérné komplikovany fenomén,
ktery nelze vnimat zjednoduSen¢ bez dalSich faktorii. Samotny prabéh speciace parazitl je
znacné ovliviiovan tokem genii a genetickym driftem nejen uvniti parazitickych populaci, ale
i hostitelskych populaci, na nichz jsou parazité zavisli (Hufbauer 2005). Koevolu¢ni zmény
mezi hostiteli a jejich parazity jsou jiz dlouho uznavany jako zakladni hnaci sila evolu¢nich
procest. Stupen hostitelské specifity pfitom miliZze snadno ovliviiovat vnitrodruhovou
genetickou strukturu a vytvofeni bariér genetickym tokem (Johnson et al. 2012). Parazité
pravdépodobné Casto podstupuji proces speciace spolu s hostitelem, ktery do znacné miry

ovlivilyje jejich geneticky charakter (Poulin a Morand 2000).



Dostupnost hostiteld muze byt jedenim z hlavnich ovliviiujicich faktort toku gent u
parazitii (je zde pomérné malo voln¢ Zijicich stadii s omezenymi schopnostmi Sifeni). Z toho
vyplyva hypotéza, Ze tok genti a migra¢ni schopnosti paraziti se slozitym (komplexnim)
zivotnim cyklem jsou limitovany nejmobilnéjsim hostitelem (Louhi et al. 2010). Tento fakt
zminuje Louhi ve své praci, kterda byla zaméfena na genetickou strukturu populace
Diplostomum pseudospathaceum (Trematoda). V této studii autofi ptedstavili hypotézu, ve
které nesmi byt opomijen vliv geografické struktury oblasti na zkoumani fragmentace
populaci (Louhi et al. 2010). Pokud se v prostfedi nevyskytuje zadna piirodni bariéra (mofte,
pohofii apod.), znamena to, Ze je disperze organismi mnohem jednodussi. Stejné jako existuje
teorie Sifeni paraziti v zavislosti na pfirodnim prostiedi, existuje také hypotéza, ktera se
soustfedi na rozdilnou schopnost §ifeni paraziti vzhledem k ekologii jejich hostitell. Parazité,
ktefi maji ve svém Zivotnim cyklu zapojeny pouze hostitele obyvajici sladkovodni habitaty,
jsou vice limitovani v disperzi nez parazité, ktefi maji do svého cyklu zapojeny i terestrické
hostitele (Criscione a Blouin 2004). Hostitelské populace se mohou liit v prostorovém
1 spolecenském uspotadani, tim padem se rlizné genotypy parazitl setkdvaji s riznorodym
prostfedim. Naptiklad dva kmeny parazitl (patogenti) mohou mit odli$ny ptistup ke zdrojim,
tedy riznou lokalni hustotu vnimavych hostiteld, a tim paddem miize dochazet ke specializaci
na vice dostupny zdroj (Lion a Gandon 2015). Pokud vSechna tato fakta shrneme, dostaneme
se k zavéru, Ze populacni struktura parazitl je uréovana mnoha faktory jak na makroevolu¢ni,
tak na mikroevolu¢ni tGrovni. Schopnost rychlé adaptace, upevnéni evoluénich zmén
v populacich a ¢asto omezené¢ moznosti Sifeni na vétSi geografické vzdalenosti vedou k
Castému vzniku kryptickych druhi parazitd (Huyse et al. 2005).

U druh@ s nizkou schopnosti disperze je ocekavana, i pfi absenci zjevné
migracni bariéry, vyssi genetickd podobnost mezi sousednimi populacemi neZ mezi
vzdalenymi — tento jev se nazyva geneticka izolace podle vzdalenosti (,,genetic isolation by
distance — IBD*) (Wright 1943). Analyza IBD ma zasadni vyznam pro studium procest
zodpovédnych za genetickou strukturu populaci v prostoru. Lze fici, Ze evolucni potencial
druhu zavisi praveé na genetické struktuie daného druhu (Garnier et al. 2004). Diky IBD mtize
byt identifikovana rovnovdha mezi migraci a genetickym driftem (soucasné procesy) nebo
muze propojit disperzni schopnosti s genetickou diferenciaci. U geograficky omezenych
populaci, které se nachazeji v rovnovaze, nebo se rovnovaznému stavu blizi, mize byt
detekovana IBD. Samoziejmé mlizou byt detekovany i rizné druhy nerovnovaznych systémil.

Absence jakéhokoli modelu IBD u druhu, kde je o¢ekavana, naznacuje, Ze systém je mimo



rovnovahu a je mozné, ze pronikl na dané izemi teprve neddvno, nebo piedstavy o disperznich

tendencich zkoumaného druhu neodpovidaji skute¢nému stavu (Slatkin 1993).

1.3 Molekularni markery

I kdyZ jsou mitochondridlni geny, nukledrni DNA i mikrosatelitni lokusy tradi¢nim
nastrojem populac¢nich, ekologickych, fylogenetickych i fylogeografickych studii, jsou casto
limitovany mnozstvim informaci, které z nich lze ziskat. Obecné maji mitochondrialni
(respektive plastidové) lokusy nizsi informativni hodnotu pro odliSeni jemnych populaénich
rozdilti nez mikrosatelitni lokusy. Pro studium speciacnich procesti na poc¢atku diferenciace a
zejména pro studium adaptaci je zapotiebi adekvatniho mnozstvi genetickych dat, zpravidla
s jesté hust&jsim pokrytim genomu. ReSenim je celogenomovy screening lokusti obsahujicich
,»single nucleotide polymorphism — SNP*, tedy jedno nukleotidového polymorfismu, ktery
umoziuji dostate¢nou statistickou silu pro odhaleni zkoumanych procesi. Odhalovani
genetické variace diky na celogenomové Urovni se stava stale vice dostupné&j$i pomoci ,,next
generation sequencing methods — NGS* (Jeffries et al. 2016, Querejeta et al. 2016, Allendorf
2017).

Polygenni kvantitativni znaky jsou nejCastéji spojovany se vznikem lokalnich adaptaci
a identifikace lokust fidici jejich variace je Casto naro¢na, zejména pak s omezenymi
genomovymi daty daného organismu (Savolainen et al. 2013).

Nov¢ se rozsifujici metody NGS zajist'uji vice neZ uspokojivé mnozstvi SNP. Fakt,
ze studie pracujici s celogenomovymi daty jsou moZzné jen u modelovych organismi, uz
neplati. Stale se posouvajici hranice prace s genomickymi nastroji nyni umoziiuji praci na
celogenomove Urovni i u nemodelovych organismu (Savolainen et al. 2013).

Za posledni desetileti doSlo k vyraznému rozvoji t€chto metod a jsou povazovany za
potencialu NGS se odrazi v ekologickych, evolu¢nich, fylogenetickych i genomovych studii

(Andrews et al. 2016, Davey et al. 2011).

14 RADseq

Sekvenovani celych genomi je i pti velkém pokroku NGS metod stale ptili§ nakladné

pro dostate¢né velké mnozstvi jedinct potiebnych pro populéné geneticky vyzkum. Velice



popularnimi se stavaji rizné metody umoziujici ,,navzorkovani (subsampling) genomu tak,
aby ziskanad sekven¢ni informace pokryvala ndhodné, ale rovnomérné cely genom.
Nejvyuzivanéjsi jsou RAD (Restriction site-Associated DNA) metody, které pomoci
restrikéniho enzymu specificky naStipou genomovou DNA. Dochazi tak k nahodné
fragmentaci a tim padem k Sirokému velikostnimu rozsahu ziskanych lokust napfi¢ celym
genomem. Se zdokonalenim této metody ptisli Peterson et al. (2012), kdy ve své studii pouzili
dve¢ restrikéni endonukleazy — double digest RAD. Kombinaci vice, ¢i méné Casto Stipajicich
enzymu lze pomérné piesné navrhnout sekvenacni projekt tak, aby ziskany pocet lokust
odpovidal potfebam projektu. Tim lze dosahnout snizeni nakladd na sekvenaci a moznosti

multiplexovani velkého poétu jedinct do knihoven (Peterson et al. 2012).

Takto ziskand genomova data jsou dobrym nastrojem Kk ovéfeni, prohloubeni
a rozsifeni stavajicich poznatkl (Andrew et al. 2014, Emerson et al. 2010, Querejeta et al.
2016). S velice zajimavym vyzkumem piisel Nosil et al. (2012). V této praci se zaméfili na
systém hostitel/herbivor, v tomto ptipadé rostlina/herbivorni hmyz, kdy byl popsan zasadni
fenotypovy rozdil mezi jedinci Timema cristinae Zzivicich se rozdilnych rostlinach.
U zkoumaného hmyzu byla prokazéna i reprodukéni izolace, jako jeden ze zavéreénych kroku
ekologické speciace. Pozorované rozdily mezi ekotypy byly potvrzeny pomoci genomovych
dat — které potvrdily domnénku ekologické speciace prostfednictvim adaptace na hostitele
(Nosil et al. 2012).

1.5 Modelovy organismus

Jako modelovy organismus pro studium procesu genetickeé diferenciace prosttednictvim
adaptaci byla zvolena tasemnice Ligula intestinalis: Cestoda — Diphyllobothriidea, (Linnaeus
1758). Jedna se o parazita sladkovodnich ryb s globalni distribuci. L. intestinalis je
zaznamenavana piedevsim v holarktickych oblastech, ale jeji vyskyt byl popsan naptiklad
v Mexiku a Australii (Hoole 2009, Morgan 2003), nejnové&jsi vyskyt byl zaznamenan na

Novém Zélandu, (Lagrue et al 2018)

1.5.1 Zivotni cyklus

Tasemnice L. intestinalis se vyznacuje komplexnim Zivotnim cyklem. Béhem svého
vyvoje infikuje celkem 3 odligné hostitele. Zivotni cyklus je zahajen od vajitka, které se

nachazi volné¢ ve sladkovodnim prostiedi. Béhem nékolika dni se transformuje na volné
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plovouci larvalni stadium koracidium, které je pozieno klanonozcem (Copepoda). Zpravidla
doba stravena v prvnim hostiteli neptesahuje dobu delsi nez 20 dni (Dubinina 1980). Béhem
této doby dochazi k pfeméné koracidia na nasledujici stddium vyvoje — procerkoid, které je
infek¢ni pro ryby. Z vétsi ¢asti jsou napadani zastupci fadu kaprovitych, nejedna se vsak o
striktni podminku, infekce konkrétniho druhu je zavisla na geografickych a ekologickych
podminkach (Loot 2001). Tasemnice nasledné pronika sténou stieva do abdominalni oblasti,
kde se vyviji v teti staddium — plerocerkoid. Cerv je schopen v rybim mezihostiteli prezit az
dva roky (Dubinina 1980) a zpusobuje hostiteli fadu patologickych zmén (zbrzdény rust,
kastrace). Rybi hostitel tedy ptredstavuje nejdulezitéjsi Cast hostitelského cyklu z hlediska
vzniku moznych adaptaci a specializace na hostitelské druhy. Kone¢nym hostitelem
L. intestinalis je rybozravy ptak, napf. zastupci fadt potapek (Podicipediformes), brodivych
(Ciconiiformes), dlouokiidlych (Charadriiformes), vrubozobych (Anseriformes), nebo dravct
(Falconiformes). Dospélec infikuje kone¢ného hostitele po dobu maximalné 4-6 dni (viz Obr.
1).

T B
Definitive host B

Adult cestode .?{i
(4=6 days) ’ “'t

:':\(—( ; \~._$

A : i < -
. e 1 (5=10 days)
,ﬂ‘x..( =5 = Coracidium
- & oracid

v larva
\ . . /
Secondary host

Plerocercond larva

(12-24 months)
Primary host
Procercoid larva
(10=20 days)

Obr. 1: Zivotni cyklus tasemnice Ligula intestinalis, prevzato Stefka et al. 2009.



1.5.2 L. intestinalis pfedmétem ekologickych studii

L. intestinalis byla Castym stfedem zajmu nejruznéjSich studii zaméfenych na
ekologické a parazitologicka témata. Da se Fici, Zze dnes ma tento druh (nebo Iépe seskupeni
kryptickych druhii) pomérné dobfe zmapovanou vnitro — az mezidruhovou fylogenezi (napf-.:
LiaLao 2003, Logan et al. 2004). Déale byly zkoumany i interakce hostitel/parazit (napf.: Loot
et al. 2002, Brown et al. 2002, Bouzid et al. 2008 b), popula¢né geneticky orientované studie
(napf.: Lia Lao 2000, Morgan 2002, Bouzid et al. 2008 a, Stefka et al. 2009) i epidemiologické
vyzkumy (Bouzid et al. 2013). L. intestinalis nevykazuje striktni hostitelskou specifitu na
arovni rybich mezihostitelti ani koneénych hostitelti. Pro infekci konkrétnich hostitelt v§ak
existuje zavislost na prostiedi, dostupnosti hostitele, geografickych a ekologickych
podminkach (Loot et al. 2001, Bouzid et al. 2008 a, b; Stefka et al. 2009, Bouzid et al. 2013).

Molekularné orientované studie naznacuji, ze vnitrodruhova struktura L. intestinalis se
jevi vice fragmentovand, nez se puvodné predpoklddalo na zdkladé minimalnich
morfologickych odlisnosti. Bylo objeveno nékolik statisticky dobie podpotfenych geneticky
oddélenych linii, z nichz nékteré se navzajem geograficky prekryvaji —euro-mediteranni klady
A a B, které se lisi i preferenci pro rizné rybi hostitele (Bouzid et al. 2008 b). VVzhledem
k mnozstvi sympatricky se vyskytujicich rybich hostitell v mnoha dalsich oblastech vyskytu
L. intestinalis je zcela namisté se domnivat, Ze sympatricky vyskyt vice linii L. intestinalis,
s odlisnou hostitelskou specifitou, je mnohem castéjsi, nez bylo dosud popsano. Daéle jsou
zndmy populace monofyletickych linii, které jsou geograficky izolované (ptirodni bariéry,
u L. intestinalis ptedev§im mote a oceany). Jednalo se o skupiny izolované z oblasti Mexika,
Kanady, Ciny a Australie (Bouzid et al. 2008 a, b). Zmifiované prace se li§i zejména
v mnozstvi analyzovanych dat a v aplikaci riznych statistickych postupt ve fylogenetickych
analyzach. Jako prvni byly pouZity mitochondridlni geny (COI a COB), ale ukézalo se, ze
nejsou dostateéné citlivé pro rozliSeni vnitini struktury sympatrickych linii. V navazujici studii
se autofi rozhodli zmapovat popula¢ni strukturu L. intestinalis pomoci mikrosatelitnich
markert (Stefka et al. 2009). Tento postup pfinesl presnéjsi vysledky piedev§im v populaéni
struktufe mezi mediterdnnimi liniemi. RozloZeni linii ov§em stale kopirovalo pfedchozi studie
s témi rozdily, Ze v tomto pfipad¢ byly rozpoznatelné jemnéjsi rozdily v genetické struktuie

sympatrickych populaci, napiiklad v Africe (jezero Tana, Stefka et al. 2009).

Geograficky oddélené linie vznikly pravdépodobné diky omezenému toku genli mezi

misty vyskytu. Zna¢né genetické rozdily byly pozorovany u linii geograficky velmi



vzdalenych. Vzhledem k zivotnimu cyklu L. intestinalis vazanému na sladkovodni organismy
a kratkému trvani infekce v ptacich, tedy koneénych, hostitelich zajist'ujicich disperzi funguje
napi. Stfedozemni moie jako GCinna bariera genovému toku. To je pfitom Vv kontrastu
s vyskytem linie A jak v Evrop¢, tak v severni Africe (Alzir a Tunisko). Vyskyt linie A v
severni Africe byl ale ptisouzen lidskému faktoru. V 60. letech minulého stoleti byly do
Tuniska importovany nékteré evropské druhy kaprovitych ryb za ekonomickymi ucely
(podpora diverzity mistnich akvakultur). Timto zptsobem ziejmé doslo i k introdukci
evropske linie L. intestinalis spolu s infikovanymi hostiteli. Smér této introdukce (z Evropy
do severni Afriky) byl pak ovéten pomoci koalescen¢ni analyzy multilokusovych dat (Bouzid
et al. 2013). Mikrosatelitni analyzou se vSak dosud nepodafilo vysvétlit néktera jina
pozorovani. Populace kladu A vykazovaly panmikticky charakter bez pozorovatelné vnitini
struktury napti¢ Evropou, a to i pfes pozorované rozdily ve schopnostech infikovat odlisné
druhy ryb v riznych castech arealu (Loot et al. 2001). Zustalo otazkou, zda lze jemné&jsi
genetické rozdily zachytit pomoci citlivéjSich analyz zaloZzenych na celogenomovém

screeningu.



2 Cile prace

Cilem diplomové prace je prohloubeni znalosti popula¢nich trendd tasemnice L. intestinalis
za pouziti genomickych dat ziskanych pomoci metody ddRAD. Vedle lepsiho obrazu globalni
nasledujici otazky:
e Existuje patern izolace populaci vzdalenosti, mezi populacemi evropské linie
L. intestinalis z rznych ¢asti arealu?
e Lze v genomu evropskeé linie L. intestinalis nalézt stopy lokalnich adaptaci na odlisné

N

hostitele (napft. nejbéznéjsi druhy jako cejn, plotice a ouklej)?



3 Material a metodika

3.1 Laboratorni ¢ast

3.1.1 Vzorky a DNA
Do studie bylo zahrnuto celkem 218 jedinci tasemnice Ligula intestinalis a 3 jedinci

Ligula interrupta z celkem 18 zemi svéta a 13 riznych hostiteld (viz Priloha I). Z veétsi ¢asti
studiich (Bouzid et al. 2008a, 2008b, Stefka et al. 2009). Jako outgroups byly zafazeny také
dva vzorky Dibothriocephalus latus a dva vzorky Schistocephalus solidus poskytnuté z
helmintologické laboratote Parazitologického Ustavu BC, AV CR. Nové vzorky ve stadiu
plerocerkoid byly ziskany od spolupracujicich laboratofi v zahrani¢i (africké lokality,
Oregon), poskytnutim rybich mezihostiteli k odbéru vzorki a vlastnim sbérem v terénu (Ceské
lokality). U nové zafazenych vzorki byla nejdtive izolovana DNA pomoci Blood & Tissue Kit
(Quiagen), bylo postupovano podle navodu vyrobce. Izolovana DNA byla skladovana pti
teplot¢ -22°C. U nové¢ izolovanych i star§ich vzorkli byla provedena fluorescen¢ni
kvantifikace DNA pomoci pfistroje Qubit 2.0 (Invitrogen, Broad range double — stranded
DNA kit). Pro jednotliva méfeni bylo pouzito 5 ul vstupni DNA kazdého vzorku. Tento krok
byl nezbytny pro vypocet vstupniho mnoZstvi DNA pro pfipravu ddRAD podknihoven.
Nasledné byla provedena PCR analyza mitochondridlnich gentt COB a COI pro ovéteni
mitochondridlni linie nové zatazenych tasemnic a zisk&ni zékladnich fylogenetickych

informaci.

3.1.2 Detekce mitochondridlnich genti
Nové¢ zatazené vzorky (Tab. 1) pochazejici z riznych oblasti Afriky a jedné lokality

Severni Ameriky —  Oregon (USA) byly analyzovany pomoci sekvenace dvou
mitochondrialnich geni (COB a COI). Slozeni reakci o celkovém objemu 20 ul bylo pro oba
sledované geny shodné, liSilo se pouze v pouziti parti primeri: 0,1ul Taq polymeraza, 0,5 ul
dNTP’s (5 pmol), 2 pl 2x Taq Buffer, 1 pl forward primer, 1 pl reverse primer, 15,4 ul H20,
1 ul DNA. Ziskané PCR produkty byly enzymaticky ptecistény (enzymy Exonuklaza I,
alkalicka fosfataza; New England Biolabs) a odeslany k sekvenaci do spole¢nosti SeqMe.
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Tab. 1: Zemépisny a hostitelsky pivod nové ziskanych vzorki.

Zemé Hostitel Pocet
Barbus anoplus 3
Barbus neefi 1

Jihoafricka Republika|Barbus trimaculates| 1

DRK Barbus spp. 1
Namibie Barbus paludinosus | 4
Kena neznamy hostitel 4
Oregon Rhinichthys osculus | 4

3.1.3 Gelové elektroforéza
Jako kontrolni metoda byla pouzita gelova elektroforéza, a to jak prabéhu PCR

amplifikace mitochondridlnich gend, tak u zavére¢ného kroku ptipravy ddRAD knihoven.
Vzorky byly naneseny na 1 % (mitochondrialni geny), nebo 2 % (produkty ddRAD) agarosovy
gel obarveny GelRed (BIOTIUM). Na gel bylo naneseno 2 ul produkti PCR amplifikace
mitochondrialnich gentl, respektive 5 pl produktli v pfipadé ddRAD. Jednotlivé vzorky byly
naneseny pomoci 6x DNA Loading Dye (Fermentas) v daném poméru. Pro odecteni délky
produkti byl pouzit Ladder 100 pb Plus (Fermentas). Vizudlni kontrola fragmenti byla
provedena pomoci UV transiluminatoru (Eppendorf).

3.1.4 Prtiprava podknihoven pro sekvenaci na Illumina
Postup pro ptipravu ddRAD knihovny byl pievzat z Peterson et al. (2012), zde je

zakladnich krokl: enzymaticka restrikce genomové DNA, ligace identifikac¢nich barcodd,
velikostni separace jedinct smichanych do podknihoven (pooled DNA) a zavéreéna PCR
amplifikace pfi niz byly podknihovnam pfifazeny indexy a flow-cell adaptéry pro lllumina
sekvenovani. Vzorky byly rozdéleny celkem do 5 podknihoven po maximalné 48 vzorcich
(maximalni pocet adaptért P1-flex). Pro restrikci genomové DNA byla zvolena nasledujici
kombinace restrik¢nich endonukledz: Sphl a MIuCI (NEB), které byly vybrany jako
nejvhodnéj§i par s ohledem na nejoptimdln€j$i pocet ziskanych lokusti vzhledem k
predpokladané velikosti genomu L. intestinalis (Peterson et al. 2012). Po dokonceni restrikce
byly vzorky jednotlivé purifikovany pomoci Agencourt AMPure XP Beads (Beckman

Coulter) a nasledn¢ byla opét stanovena koncentrace DNA pomoci fluorescenéni metody na
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pfistroji Quibit 2.0. Pfi ligaci byly pouzity adaptéry P1-flex a P2-flex obsahujici barcody
pfitazujici specifickou identifikaéni sekvenci jednotlivym vzorkim. Po pfidéleni
individualnich adaptérti ke kazdému jedinci mohly byt vSechny vzorky v dané podknihovné
ekvimolarn¢ smiSeny do jednotlivych podknihoven. Vznikld smés byla nésledné opét
purifikovana pomoci magnetickych kulicek Agencourt AMPure XP Beads (Beckman
Coulter). Pro nésledujici analyzy bylo nutné vyselektovat pouze frakci fragmentti o shodné
délce, 300 bp — velikostni separace byla provedena na Pippin prep (Sage Science) pro kazdou
podknihovnu zvlast. Pfifazeni “Illumina flowcell annealing sequences”, multiplexovych
indext a “sequencing primer annealing regions” bylo provedeno pomoci PCR Multiplex PCR
kitu (QIAGEN) nebo za pouziti polymerazy Herkuldza (Agilent Technologies). PCR reakce
byly pro kazdou podknihovnu rozdéleny do 8 reakci, aby se zamezilo ptipadné chyb¢ pfi
amplifikaci (amplification bias). V zavére¢ném kroku byly jednotlivé podknihovny
ekvimolarné smichany do finalni knihovny, kterd byla odeslana k sekvenaci na Illumina HiSeq
platform¢ do laboratofe EMBL, Heidelberg.

3.2 Bioinformaticka cast

3.2.1 Fylogenetické analyzy mitochondrialnich gent

Obdrzené sekvence mitochondrialnich gent byly zpracovany v programu
Geneious8.1. Pro fylogenetické analyzy byly oba geny konkatenovany, a to v pofadi COI,
COB. Vzorky byly nasledné ptevedeny na haplotypy pomoci softwaru ALTER (Glez-Pena et
al. 2010). Pro fylogenetické analyzy byly nové ziskané sekvence pfifazeny k datasetu z
ptedchozich studii (Bouzid et al. 2013; Koc¢ova, bakalatrska prace 2015)

Pro spravny vybér fylogenetickych modelii byl pouzit program PartitionFinder2
(Lanfear et al. 2016), ktery hleda nejlepsi evolu¢ni model pro kazdou pozici v kodonu. Pro
dataset v této studii byly nalezeny celkem 3 nejvhodnéjsi modely — pro kazdou pozici jiny, a
to: modell — TIM+G, model2 — F81+G, model3 — TrN+1+G. Samotna fylogeneticka analyza
byla provedena v programu Garli (Bazinet et al. 2014). Jakou outgoup skupiny byly pouzity
vzorky D. latus a S. solidus. Statistickd podpora uzlti byla odhadnuta pomoci Bootstrap
analyzy (1000 permutaci) v programu Garli. Konsenzus bootstrapovych stromut byl zpracovan
v programech PAUP a FigTree.
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3.2.2 Analyza genomovych dat

Data obdrzend po sekvenaci byla jiz demultiplexovana do podknihoven. Prvotni
analyza kvality dat byla provedena pomoci nastroje FastQC (Andrews 2010) pro forward i
reverse ready kazdé podknihovny. Nasledné byly vysledky porovnany pomoci programu
MultiQC (Ewels et al. 2016).

S daty se nadale pracovalo v programu Stacks-1.45 (Catchen et al. 2011). Stacks byl
vytvofen primarné pro praci s daty ziskanych na zakladé enzymatickych restrikénich metod
za GCelem vytvaieni genetickych map, populaéné — genomickych a fylogenetickych analyz.
Stacks nabizi kaskadu dil¢ich programi, které na sebe navzdjem navazuji a tim je mozné data
zpracovat od filtrace az po findlni vystupy pro navazujici analyzy.

Pomoci zakladniho néstroje process_radtags byly ze sekvenci odfiltrovany adaptéry,
vyfazeny sekvence s nizkou kvalitou a roztfidény dle barcodl na jedince.

Software Stacks nabizi nékolik moZnosti, jak zpracovavat genomova data. Vzhledem
k nedostupnosti referen¢niho genomu L. intestinalis, byl zvolen nastroj denovo_map. V tomto
kroku byly z dostupnych readii, ziskanych po prvnim filtrovacim procesu, vytvoieny “balicky”
(stacks) shodnych kratkych sekvenci, z nichz byly nasledné sestaveny lokusy a katalogy SNP.

Pro nasledujici program populations bylo zapotiebi sestavit populaéni mapy, které
programu poskytovaly informaci o pfislusnosti jednotlivych vzorkd do patfi¢nych skupin.
Tento program byl spustén nékolikrat pro rizné nastaveni parametrt tykajici se striktnosti
vybéru lokusi jako hloubky prosekvenovani lokust (-m parametr), nutnosti zastoupeni lokust
napii¢ skupinami definovanymi v populacnich mapach (-p parametr) i minimu poZadovanych
vyskytl u jedincl v populacich (-r parametr) za G¢elem ziskdni optimdlniho poctu lokust a
SNP pozic. U vSech analyz byl nastaven parametr --min_maf 0,05 specifikujici minimalni
frekvenci alel potiebnou pro zpracovani nukleotidového mista v lokusu, parametr --
write_random_snp zajistil, ze z kazdého lokusu byla do vystupnich souborti pienesena pouze
jedena ndhodné vyprana SNP pozice, ¢imz se zabranilo ovlivnéni dalSich analyz ptipadnou
genovou vazbou. Po zadani parametru --fstat populations porovnava parové vsechny populace
a vytvari zakladni Fst statistiky. V' programu populations Ize nastavit pozadované vystupni
formaty, pro ucely v této praci byly vygenerovany soubory .genepop, .vcf, .phylip, .plink.

Z kompletniho datasetu vzorkl bylo zapotiebi ziskat n€kolik rlznych vystupnich
soubort podle typu naslednych analyz. Vygenerovana data obsahovala bud’ v§echny vzorky,
nebo jen vzorky z urcitych lokalit pro lepsi ndhled do vnitini populacni struktury danych

oblasti. Bylo vytvofeno celkem 5 nastaveni: 1) kompletni dataset, 2) v§echny vzorky zbylé po
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redukci jedinct kladu A (vybér 20 vzorkt), 3) vzorki spadajicich dle mitochondrialnich
fylogenetickych analyz pouze do kladu A, 4) blizké ¢eské lokality, které obsahovaly vzorky z
raznych rybich mezihostitelt (Térlicko a Zermanice).

Softwer PLINK (Purcell et al. 2007) umoziujicim praci s celogenomovymi daty byl
pouzit pro konverzi .plink vystupi z programu Stacks do binarniho kédu a vygenerovani
formétu akceptovaného programem Admixture (Alexander et al. 2009).

Klastrovaci analyza byla provedena v softwaru Admixture (Alexander et al. 2009),
ktery pouziva podobny statisticky model jako software Structure (Falush 2007). Oproti
Structure umi zpracovavat daleko vétsi matice a pracuje o pozndni rychleji. Timto programem
byly zpracovany matice, respektive vystupy z programu Stacks pro nésledujici skupiny
vzorki: kompletni dataset, svétové populace s ¢asti kladu A, samotny klad A, africké vzorky.
Jednotlivé analyzy byly provadény v 10, respektive 20 replikacich pro nalezeni optimalni
hodnoty K, tedy nejniz§i hodnoty CV (“cross validation™), reprezentujici pocet
populaci/klastrti nejlépe podpoteny daty. Pro jednotlivé replikace byly spocitany prumérné
hodnoty, nalezeny nejmensi a nejvyssi hodnoty K (viz Ptiloha Il) a vysledné hodnoty byly
graficky zpracovany pomoci LibreOffice.

Populaéni struktura byla také zkoumana pomoci nového programu fineRADstructure
(Malinsky et al. 2018), ktery aplikuje metodu coancestry matic zaloZzenych na
celogenomovych datech (programu fineSTRUCTURE) na data obsahujici krat$i sekvence,
ziskané pravé RAD sekvenovanim. Tato metoda je zalozena na meéfeni stupné spole¢ného
puvodu dvou ¢i vice jedinct, tedy nejbliz§iho sousedniho haplotypu (“coancestry matrix’)
pomoci MCMC klastrovaciho algoritmu. Tato analyza byla spusténa pro matici vSech vzork,
svétové populace s ¢asti kladu A a samotny klad A. Data byla konvertovana pomoci python
skriptu s mnozstvim ,,missing data“ maximalné 60 % (vétsina lokust ale méla missing data
<40%). Program byl spustén na 1 mil. MCMC generaci, se 100 tis. generacemi burn-in.
Parametry byly ukladany kazdych 1000 MCM kroka (thinning). Grafické zobrazeni bylo
vytvoieno v programu R (R Core Team 2013) pomoci upravenych skriptt (Malinsky et al.
2018).

Detekce genetickych markerti souvisejicich s biologickou adaptaci tzv. “outliers” byla
provedena pomoci softwaru Bayescan (Foll a Gaggiotti 2008) a PCAdapt (Duforet — Frebourg
et al. 2014). Tato analyza byla provedena jen u vzorka z geograficky blizkych populaci se
sympatrickym vyskytem L. intestinalis u riznych hostiteld. Tyto podminky spliovaly lokality
Térlicko a Zermanice v Moravskoslezském kraji. Vzhledem k tomu, Ze program BayeScan

vyzaduje specificky format vstupnich dat, byly vystupy ze Stacks .genepop nejdiive
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konvertovany do forméatu Geste/BayeScan pomoci PGDSpider (Lischer et al. 2011). Program
byl spoustén ve vychozim nastaveni, pouze parametr --pr_odds byl z nastaveni 10 pozménén
na hodnotu 30. Vystupy byly zpracovany pomoci R skriptu dostupného pro BayeScan (Foll a
Gaggiotti 2008).

PCAdapt je program schopny identifikovat “outliers” lokusy a zarovei je s jeho pomoci
mozné odvodit populacni strukturu. Metoda vyuziva hierarchicky Bayesiansky model
(Duforet — Frebourg et al. 2014). PCAdapt analyzy byly opét provedeny pro kompletni dataset
vzorktl (odhaleni popula¢ni struktury) a pro dil¢i matici zahrnujici vzorky z oblasti
Térlicko/Zermanice (zkoumani populaéni struktury a identifikace “outliers” lokusi). Pro
vybér hlavnich komponent (PCA) byla provedena analyza komponent s maximalnim poétem
K = 20. Pro jednotlivé SNP lokusy byla vypo¢itana testovaci statistika podle prvnich dvou
komponent vyplyvajici z pfedchozich vypocti. Seznam “outliers” lokusi byl ziskan
nastavenim alfa = 0,1 a vygenerovanim seznamu jen téch lokust, které korelovaly s prvni
komponentou. “Outliers” detekované obéma metodami (BayeScan a PCAdapt) byly

porovnany s Fst hodnotami vygenerovanymi programem Stacks.
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4 Vysledky

4.1 Fylogeneze mitochondrialnich gent

Mezi konkatenovanymi sekvencemi COl a COB bylo detekovano 12 novych
haplotypt: 9 z africkych lokalit a 3 pochézejici z Oregonu. Nové ziskana data byla ptifazena
k pfevzatému datasetu z predchozi studie (Bouzid et al. 2013) doplnéné o vzorky zpracované
v bakalatské praci (Koc¢ova, 2015), ¢imz vznikl novy soubor dat pro fylogenetické analyzy.
Tento dataset obsahoval 82 haplotypti z ptivodni studie, 5 haplotypii z bakalatské prace a 12
nejnovejsich haplotypi (viz Obr. 2).

Vsechny nové detekované africké haplotypy vytvofily velmi dobfe podpofenou vétev
odstépujici se na bazi stromu. Uvnitf této vétve byly vzorky rozSt€peny na dvé vétve. Vzorky
z Keni vytvofily jednu skupinu a druhou vétev tvotily zbyvajici vzorky z Namibie, Jihoafrické
republiky a Demokratické republiky Kongo.

Vzorky pochazejici z Oregonu (povodi feky McKanzie) klastrovaly v topologii s
kanadskymi vzorky a tato vétev byla velmi dobfe podpotena. Toto klastrovani odpovidalo
biogeografii i ekologii danych populaci, vzorky si byly geograficky nejbliz$i a zaroven
pochazely z rybich hostitelt patiicich do stejné podceledi Leuciscinae (Rhinichthys osculus a

Semotilus atromaculatus).
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mitochondrialnich geni COI a COB. Bootsrapové hodnoty nad 50 % jsou uvedeny

u jednotlivych vétvi. Nové haplotypy oproti ptedchozim studiim (Bouzid et al. 2008, Stefka

et al. 2009, Kocova, bakalatska prace 2015) jsou barevné zvyraznény.
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4.2 Kontrola kvality a filtrovani sekvenci

Pomoci programu FastQC byl u vSech soubort spocitan pocet readt na podknihovnu. Kvalita
sekvenci byla kontrolovdna na n€kolika riznych urovnich, naptiklad kontrola délky sekvenci,
kvalita ¢teni bazi, obsah CG, ,,overrepresented sekvence a jejich analyza apod. I pfes to, Ze
zadna z podknihoven nevykazovala hodnoty znemoziujici dalsi praci s daty, byla pozorovana
celkové horsi kvalita u podknihoven L2, L3. Oproti zbyvajicim podknihovnam (L1, L3 — L5)
obsahovaly L1 a L2 zna¢né mensi pocty sekvenci a celkove horsi kvalitu. Podobné tomu bylo
1 ureverse sekvenci oproti forward sekvencim. Niz$i kvalita se projevila predev§im zhorSenim
¢teni bazi v sekvencich a vyssim poctu “overrepresented” sekvenci, které se v naprosté vétsing

ukazaly jako sekvence adaptéru.

Tab. 2: Zakladni statistiky z FastQC.

Podknihovna | Pocet sekvenci | Délka sekvenci | % CG
L1 39 342 973 125 44
L2 24003 120 125 45
L3 22 269 233 125 49
L4 30593 691 125 47
L5 28 204 688 125 44

Déle byly zpracovany pouze forward sekvence z divodu celkové lepsi kvality, vyvarovani se

pfipadné vazbé variabilnich pozic a lepsi zpracovatelnosti programem Stacks.
Po prvnim kroku v programu Stacks byly odfiltrovany sekvence obsahujici adaptéry, sekvence

s nizkou kvalitou ¢teni bazi, sekvence, u kterych nebylo mozné jednoznac¢né uréit barcode a

sekvence u kterych nebyl spravné rozpoznan RAD-Tag (viz Tab. 3).
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Tab. 3: Hodnoty pro kazdou podknihovnu forward readti zvlast po process_radtags.

Sekvence Nejednoznaéné
Ziskany HHlumina obsahujici Nizka identifikovany Nejednoznaény
pocet lokusti | sekvence adaptér kvalita barcode RAD-Tag Celkem
L1| 76862937 0 85227 538587 449198 749997 78685946
L2| 46334580 0 55616 310458 475872 829714 48006240
L3| 42447278 0 44458 285422 519958 1241350 44538466
L4| 59554012 0 65404 427850 503164 636952 61187382
L5| 55032543 0 58713 378833 412902 526385 56409376

Tab. 4: Tabulka vsech filtrovanych dat — pro celou knihovnu (podknihovny L1-L5).

Celkovy pocet sekvenci

Illumina reads

288827410

0

Ready obsahujici sekvence adaptéri 309418
2361094

Nejednoznaény barcode

Nizka kvalita

Nejednozna¢ny RAD-Tag

Pocet obdrzenych sekvenci

1941150
3984398
280231350

Po filtraci dat a roztfidéni vSech readl po jednotlivcich byly zjistény markantni rozdily v poctu

sekvenci na jednotlivce mezi podknihovnami. Vyrazné horsich vysledkd dosahovaly vzorky

fazené v podknihovnach L2 a L3. Rozdily nebyly zanedbatelné, jednalo se az o stovky tisic

lokust. Toto byl prvni silny signal, ze pravdépodobné bude s témito daty problém, coz se

potvrdilo v nésledujicim kroku, kdy program populations nebyl schopen nalézt témét zadné

homologni lokusy pii hledani napti¢ vSemi vzorky. Po vyfazeni vzorkd pochazejicich z

podknihoven L2, L3 byl tento problém odstranén. Celkem bylo tedy z nasledujicich analyz

vyfazeno 96 jedinct a zbylo 125 (viz Tab. 5). Dal§imi vzorky vyfazenymi z nasledného

zpracovavani byly vSechny vzorky z tasemnic, které mély slouzit jako outgroup skupiny

(D. latus, S. solidus). Program nebyl schopen nalézt zadné homologni lokusy spolecné s

L. intestinalis, a proto nebylo mozné vzorky nadale vzajemné porovnavat.
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Tab. 5: Souhrnné pocty vzorku vyfazenych a zustavajicich ve finalnich analyzéch.

Vyftazené vzorky Analyzované vzorky

Zemé Pocet Zemg Pocet
Velka Britanie 2 Ceska republika 80
Island 5 Estonsko 5
Mexiko 2 Austrélie 5
Rusko 8 iran 3
Cina 10 Mad’arsko 5
Tunis 14 Etiopie 17
Némecko 4 Namibie 4
Kanada 10 DRK 1
Francie 38 Jihoafricka republika 5
Ceska republika 3

celkem 96 celkem 125

Pro zbyvajicich 125 vzorkl byl znovu spustén program denovo_map.pl a nasledné nékolik
riznych béht programu populations, pii kterych byly specifikovany skupiny vzorkt (1 az 5)
nalezici do stejnych geografickych oblasti a striktnéjsi vybery vzorkl potiebné pro detailnéjsi

nahled struktury sympatrickych lokalit.

Tab. 6: Vybér vzorki pro program populations, pocty skupin v jednotlivych bézich, ziskané
lokusy a SNP.

Pocet Porovnavané
Dataset vzorkd | skupiny populaci | Pocet lokust | Pocet SNP
1) Vsechny vzorky 125 6 1929 1897
2) Svétové populace + vyberkladu A | 65 6 1912 1882
3) Klad A 85 4 3037 3014
4) Térlicko/Zermanice 48 2 4097 4064
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4.3 Globalni rozlozeni diverzity L. intestinalis pomoci SNP dat

Z vysledkt primarnich Fst statistik (Stacks) vyplyva, ze v globalnim méfitku jsou populace L.
intestinalis z rtiznych oblasti jasn¢ divergované. Vysoké hodnoty naznacuji, Ze populace jsou
od sebe prokazatelné geneticky vzdalené (viz Tab. 7 a 8). Po porovnani vysledku Fst u
datasetu obsahujici vSechny vzorky (1) a datasetu pocitajicim pouze s vybérem vzorka kladu
A (2) nebyly pozorovany zasadni zmény v hodnotach porovnavajicich jednotlivé pary lokalit.
Toto vSak neplatilo ve vSech ptipadech, k vyrazn€jSimu posunu hodnoty Fst doslo
Vv porovnavani skupin klad A a fran. Po redukci vzorkd v kladu A se vyrazné zvysila hodnota
Fst. Tento jev byl pravdépodobné zplsoben nevyvazenym poctem vzorka v jednotlivych
skupinéch (klad A = 85, Iran = 3).

Tab. 7: Fsr statistika v§ech vzorkl (125) rozdélenych dle geografického vyskytu.

Klad A |Jizni Afrika| iran Mad’arsko|Etiopie|Australie
Klad A 0,457 10,149| 0,259 | 0,561 | 0,350
Jizni Afrika 0,846 0,734 |0,831| 0,876
fran 0,705 | 0,766 | 0,962
Mad’arsko 0,738 | 0,818
Etiopie 0,838

Tab. 8: Hodnoty Fst pro svétové populace a vybér kladu A (20).

Klad A|Jizni Afrika| Iran [Mad’arsko|Etiopie|Austrélie
Klad A 0,556 |0,455| 0,472 | 0,627 | 0,537
Jizni Afrika 0,792| 0,700 | 0,744 | 0,838
fran 0,735 | 0,741 | 0,941
Mad’arsko 0,707 | 0,786
Etiopie 0,807

Globalni rozloZeni genetickych klastrt L. intestinalis bylo testovano na celkovém datasetu (1)
(viz Obr. 3, 4) a na datasetu u kterého bylo z kladu A vybrano pouze 20 vzorku (2) (viz Obr.

5, 6). Uz8i vybér mél zabranit piipadnému zkresleni vysledka disledkem podstatné vyssiho
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poctu vzorku v jednom klastru, tedy vzorki fylogeneticky spadajicim do kladu A. Spravné
zvoleni hodnot K pro oba datasety (1, 2) bylo testovano pomoci ,,cross — validation error* (viz
Ptiloha Il). Zvoleni nejoptimalnéjsich hodnoty K nebylo zcela jednoznacné, avSak nejnizsi
hodnoty oscilovaly kolem hodnoty K = 5 (1). Zde jsou graficky znazornéné vystupy pro
hodnoty K5 a K6 pro kompletni datadet (1) (viz Obr. 3), respektive pro K5 — K9 pro dataset
(2) obsahujici pouze vybér vzorkt kladu A (viz Obr. 5). Klastrovaci analyza jasn¢ odhaluje
kompaktnost kazdé z geograficky vzdalenych populaci. V piipadé analyzovani kompletniho
poctu vzorki 1 vykazovaly iranske vzorky afinitu k nékolika klastriim, coZ se jevi jako artefakt
analyzy. (Neodpovida vysledkiim z ptedchozich mitochondridlnich studii/nedava biologicky
smysl). V druhém piipadé (2), kdy byl optimalizovan pocet vzorkt z evropskych lokalit, se
tento jev odstranil a franské vzorky utvotily staly klastr pii K = 6. Pii vys§ich hodnotach K>
6 dochazelo ke stépeni skupin Klad A, Etiopie a klastru zahrnujici africké lokality. Toto
Stépeni nekopirovalo jemnégj$i geografické rozlozeni, ale hostitelskou specifitu ptivodu
vzorkt. Klad A se $tépi dle hostiteld R. rutilus a A. alburnus versus A. brama. Africké lokality
a vzorky pochazejici z Etiopie se §té€pi podle dvou skupin druhti parem z rodu Barbus.

Stejné schéma, kopirujici geografické rozlozeni, bylo odhaleno i pomoci ,,coancestry*
analyz (FineRADstructure). Z grafu je jasné patrna soudruznost vzorkd pochazejicich se
stejnych svétovych lokalit (viz Obr. 4, 6). U vzorkt kladu A a Etiopie je mozné pozorovat
naznaceni vnitini struktury. Tato struktura opét odpovida hostitelské specifité stejné jakou u
Admixture analyzy. Pokud se zamé&fime na vybér vzorkd, tedy optimalizovany pocet zastupci
kladu A, je zde patrny silnéjsi signal a vyssi pocet sdilenych lokust pro jednotlivé skupiny
(viz Obr. 6).

Populacni struktura kompletniho datasetu 1 byla také zkoumana pomoci PCA analyzy
(PCAdapt) (viz Obr. 7). Nejvyssi procento odchylek vysvétlujici populaéni strukturu bylo
pozorovano pii K =2, tedy mezi prvni a druhou osou PC (viz Piiloha Il1). Vysledky potvrzuji
trend, ktery mizeme nelézt v pfedchozich analyzach, tedy ze geograficky vzdalené populace

vytvareji oddélené klastry.

22



AN RIOLZD
AW 697D
LN TH89ZD
N 10970
N RIG9ZD
TN 1697
W TF9ZD
T €970
TW_RIT9ZD
oW IMI197)

b
b&@w

=5a

Obr. 3: Analyzy populac¢ni struktury vSech jedinct (125 vzorku, 1929 lokust). Vysledky klastrovaci analyzy v programu Admixture pro K

23



1.000

CzarRe TaphaEer
Coon TGT2Re_Ter
ey
CZ20Re To -

cagr G2 Ter
Czaare TG 12RaZer
ity TSZIIRE Ter
czsar T ETR Mo

czzsRr Tars Mo
GZTORr_Me
CZ38ha Zer CZTRETEN

CZ30Rr_Te

CZ10Aa_]
CZ59Rr_Mo“Z53Rr_Nyr:
C22Rr_TeP 202RIMi

CZ41Ab_Zer
©z81Ab_RimEZB_AD
C233Ab_Te FZ7BAI}_Rim
-~ GZ23Ab, Ter

Carons_Ring ZooAb_Zer

GZ19Ab_Ter
cz18An_fer

CZ1TAb Ter
ET22 Bh

83872275
RO

CZTBAb_RImM
CZ81AL_RImM
CZBOAb Rim
CZd4naZer

g2 2 g <
(=RNZ IR 4 =)
A ~

& = (=] <
T 4 < =z
- »

Obr. 4: Analyzy populaéni struktury vsech jedincu (125 vzorku, 1929 lokust). Vysledky
koancestralni shlukovaci analyzy vygenerované programem FineRADstructure, max. 60 %
missing data. Barevna §kéla vyznacuje miru sdileni lokusti mezi jednotlivci. Sedé a Gerné linie

po levé strané oznacuji geograficky pavod vzork.

24




)

gy
my gy
wh py
Wy gy
wHzy
WL

1876114

'q 8114

g 9114

19 11

]

146018

i SOLT

94 1Tld

L1

g 013

14 1013

4d €014

W tild

g 9013

0 0717

e T0LH
INEIH
INTIH
X OTH
INT6H
IN $H
g i

02l

ESIREL

dg ¢ geN
dg vroeN
dg dr9eN
da"viyeN
g 91040
g CIIIvs
g JgLys
B 65 LYS
o 9STVS
By 16 1YS
qvaga
q¥y{d
Wizl
qvyTa
uy 4y $Lz)
Wy qypiz)
DI AVETZ)
BLAVITL)
R1T4¥ 1270
B A¥0IZD
W NELZD
AW NN1LTD
AW N0LZD
27 EVSEZD
N7 WLET)
Lyl Iva
BLLTZD
1 NYTLD
B YLLLD
B1TPT7D

Australic

Etiopie

irdin Madarsko

Afrika

Klad A

Obr. 5: Analyzy populacni struktury svétovych lokalit a vybéru 20 vzorkd z evropského kladu

A (65 vzorkd, 1912 lokusu). Vysledky klastrovaci anal

7

s

yzy vygenerované programem

=5-9.

Admixture pro K

25



DRC316_B 1
Na61A_Bp 4

Na37_Bp 1

: Nab4A_Bp |

Afl’]ka Naemjeg 1
SA159_Ba 4

SA151_Bn

SA1115 Bt

SA156_Ba

SA151_Ba

H11_NFf 1

o H13_Nf
Mad’arsko HION |

HB8_Nf

iran R2.Cc

CZ70Rr Me |
CZ21Ab_Ter

CZ76Ab_Rim 4

E2A_Ab 4

CZ37Aa_Zer

E3A_Ab

CZ23Ab_Ter

CZ25Rr_Ter

K]ad A CZI2R Me
CZ71Rr_Me

CZ38Aa_zer -

CZ22Ab_Ter -

E2B_Ab

CZ75Ab_Rim

CZ36Aa_Zer 4

CZ24Rr_Ter 4

E3B_Ab 4

CZ27Rr_Ter

CZ26Rr_Ter +

CZ20Ab_Ter 4

A5_Gm 1

: AB_Gt -
Astralie riom]
A3_Gm -

A2_Gm

ET04_Bh

ET01_Bh

ET03_Bh

93

80.9

68.9

5.8

4“7

ET02_Bh
ET06_Bh
ET22_Bh
ET20 Bh
. . ET18 _Bi
Et]ople ETO5 Bt 0§

ET21 Bb

ET19_Bi
ET16_Bi
ET07_Bi
ET14_Bt
ET11_Bt

ET15_Bi 060

ET09_Bt

mmmmmm

\ Ab
Rim
[

o (il
SERNSY8s3

)
< s

CZ37Aa_Zer
E
CZ76Al
CZ21AL
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Vysledky PCAdapt globalni struktury populaci L. intestinalis také odhaluji soudruznost
vzorkd dle geografického ptivodu. Vysledky PCA (viz Obr. 7) a vysledky Fst statistiky se
navzajem podporuji, lokality s vyssi hodnotou Fst jsou v grafu dale od sebe (napt. Etiopie se
zbytkem Afriky, 0,831), naopak lokality, které mély vzajemnou hodnotu Fst niz$i se shlukuji

blizko sebe (napt. klad A a Mad’arsko, 0,259).

26



Projection onto PC1 and PC2

0.2-
0.1- clade_A
Africa
S s Iran DI
o
*  Hungary
Ethiopia
Australia
0.0-
’. ..
-0.1
0.0 0.1 0.2

PC1

Obr. 7: Populaé¢ni struktura v§ech vzorki rozloZena podle PC1 a PC2 os, geografické lokality
vyznadeny barevng, ervena = evropsky klad A, zlutd = africké lokality, zelend = iran,

tyrkysova = Mad’arsko, modréa = Etiopie, lila = Austrélie.
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4.4  Analyzy lokalnich patternt

Pro podrobngjsi nahled do vnitini struktury lokalnich adaptaci byly vybrany skupiny
vzorku v tésné&jsi geografické vazbe, tedy pro vzorky kladu A (3).

4.4.1 Analyzy populacni struktury

Pro vypocet Fsr statistiky byly vzorky kladu A rozdéleny dle lokalit vyskytu na oblast
severu, jihu a vychodu Ceska a Estonsko. Zakladni Fsr statistika neodhalila vyrazny geneticky
rozdil mezi geografickymi skupinami (Tab. 9), ani pfi porovnavani hostitelskych skupin
(Rr+Aa / Ab) nebyla obdrzena vyrazna hodnota Fst = 0,036. Ptesto kastrovaci analyza (bez
vzorkd rozdélenych a priori do populaci) odhalila velmi zfetelné signifikantni $tépeni do
nékolika skupin. Optimalni pocet klastri byl nalezen pomoci nejniz§i hodnoty ,.cross-
validation error®, ktera jednozna¢né urcila nejlepsi hodnotu K = 2 (viz ptilohy). Neslo vSak o
rozdéleni dle geografického vyskytu, ale podle hostitelského spektra, coz vzhledem
K vysledkim globalni struktury nebylo piekvapivé. Stejné jako tomu bylo kompletniho
datasetu 1, jsou v grafu (viz Obr. 8 A) zobrazeny dvé skupiny — vzorky pochézejici z R. rutilus
a A. alburnus vykazuji vzajemnou afinitu, proti nim stoji vzorky z hostitele A. brama. Jediny
vzorek CZ79Ab_Rim (hostitel A. brama, lokalita Rimov) se vymyka a klastruje k vzorkiim
pochazejicim z plotic a oukleji.

Jiz ve vysledcich koancestralni analyz kompletniho datasetu 1 byla nazna¢ena vnitini
strukturovanost kladu A. Tato strukturovanost je vyraznéji znit pravé na vystupech
koancestralni analyzy zahrnujici pouze vzorky kladu A 3 (viz Obr. 8 B). Rozdé€leni opét
kopiruje hostitelskou specifi¢nost, a stejné jako tomu bylo u Admixture analyz, vzorek

CZ79Ab_Rim neprojevuje afinitu k ostatnim vzorkiim z A. brama.

Tab. 9: Fst hodnoty mezi geografickymi lokalitami kladu A.

Vychodni Cechy | Jizni Cechy | Severni Cechy | Estonsko
Vychodni Cechy 0.0210147 0.0168204 0.019502
Jizni Cechy 0.0361347 0.0320746
Severni Cechy 0.0598564
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4.4.2 Analyza ,outliers u sympatrickych lokalit Térlicko a Zermanice

Pro vzorky pochézejicich z blizkych lokalit Térlicko a Zermanice byla vypo¢itana Fst pro dvé
rizné situace. V prvnim piipad¢é byly porovnavany populace z jednotlivych lokalit, tedy
Térlicko a Zermanice, vysledna hodnota Fst byla 0,017. V druhém piipadé byly vzorky
porovnavany na zakladé rozdé€leni dle hostitelt, tedy R. rutilus (dale jen Rr) + A. alburnus
(dale jen Aa) vs. A. brama (dale jen Ab), v tomto piipadé byla hodna Fst 0,047. Déle bylo
pracovano s vystupy populations (Stacks) s mapovanim dle hostitele (Rr+Aa / Ab). V
programu BayeScan bylo detekovéano 12 ,,outlier lokusa presahujicich hodnotu FDR > 0,1
(false discovery rate) (viz Obr. 9).
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Obr. 9: Detekce Fsr outliers lokusti pouzitim programu BayeScan, rozhodovaci faktor pro uréeni
vybéru lokust v logaritmickém méfitku; svisla ¢ara oznacuje "rozhodujici" faktor pro vybér ,,outliers*
lokusti (FDR > 0,1). PIné body oznacuji Fst hodnoty pro jednotlivé SNP pozice vsech lokust. Lokusy
oznacené Cisly (pofadi RAD lokust ze Stacks) lezi nad hranici FDR.
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Dalsim programem testujicim ,,outliers” lokusy a zaroven populacni strukturu, ktery
byl v této praci pouzit byl PCAdapt. Lokusy byly vybirdny na zakladé hodnot P-value pii
a = 0,1. Celkem jich bylo detekovano 801, ale pro porovnani s vystupy dalSich analyz byly
vybrany pouze ty pozitivni lokusy, které zaroven v BayeScan statistice vykazovaly Fst vyssi
nez 0,15.

Porovnani obou metod testovani ,,outlier lokust, tedy Bayescan a PCAdapt je
znazornéno v grafu promitajicim vysledky obou metod pies sebe (viz Obr. 10). Graf je
vyobrazenim Fst hodnot kazdé variabilni pozice ziskanych ve Stacks, ¢ervené jsou zvyraznény
lokusy vyhodnocené jako ,,outliers* pomoci obou metod, tedy BayeScan a PCAdapt, zluté pak
pouze lokusy vybrané programem PCAdapt, a to lokusy s nejvyssi hodnotou P (P — value) a

zaroven s hodnotou Fst> 0,15.
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Obr. 10: Manhattan graf Fst hodnot ,,outlier lokust (Stacks). Cervené ozna¢ené lokusy jsou
shodné vybrané metodami BayeScan (FDR > 0,1) a PCAdapt (P — value> Fst 0,15), Zluté

oznacené lokusy nalezené pouze programem PCAdapt pii stejnych kritériich.

Pomoci PCAdapt bylo zkoumano i1 populacni rozloZeni jedincl mezi lokalitami
Térlicko a Zermanice. Nejvyssi procento odchylek vysvétlujici populaéni strukturu bylo
pozorovano pii K = 2, tedy mezi prvni a druhou osou PC (viz ptilohy). Z vysledku (viz Obr.
11) je ziejmé, ze jedinci L. intestinalis pochazejici z Rrt+Aa vytvari jednu celkem kompaktni

skupinu, zatimco jedinci pochazejici z Ab se odlisuji, zejména podél prvni osy.
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Projection onto PC1 and PC2
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Obr. 11: Populaéni struktura zalozena na PC analyze (PCAdapt). RozloZeni podle prvnich
dvou os PC1 a PC2, barevné vyznaceny vzorky pochazejici z riznych mezihostiteli, Rr =

Rutilus rutilus, Aa = Alburnus alburnus, Ab = Abramis brama.
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5 Diskuze

Fylogeneticka analyza mtDNA sekvenci

Tasemnice Ligula intestinalis, jakozto parazit s globalnim rozsifenim, se vyznacuje
populaéné strukturnich studii zaloZzenych na sekvenaci mitochondridlnich genti, respektive na
detekci mikrosatelitnich lokust (Bouzid et al. 2008 b, Stefka et al. 2009). Tyto studie odhalily
jasny vzor v uspotadani linii vzhledem ke geografickému vyskytu populaci a zaroven byl
zjistén ndznak hostitelské specifity u sympatrickych linii (klad A a B, Euro-mediteranni
oblast). Geograficka vzdalenost se zdala byt hlavnim faktorem urcujicim pfislusnost do
jednotlivych skupin. Toto vysvétleni se jevilo jako logické, obzvlasté u populaci, kde zjevné
nedochazi ke genetickému toku s ohledem na moznosti disperze dané Zivotnim cyklem
parazita, tedy u geograficky velmi vzdalenych populaci, u kterych nedochazi k

pfemistovani/migraci kone&ného hostitele (Stefka et al. 2009).

Tento trend se da o¢ekavat u dostateéné vzdalenych lokalit. Na druhou stranu i u oblasti,
kde je diky koneénému hostiteli (rybozravy ptak) umoznén intenzivni geneticky tok, se
objevuji geneticky izolované sympatricky se vyskytujici linie. Jak jiz bylo fefeno, v
mediteranni oblasti (Evropa a severni Afrika) se sympatricky vyskytuji dva dobie
fylogeneticky podpofené linie/klady A a B, coz vyplyva z fylogenetickych analyz
mitochondrialnich gent. Mezi klady A a B byla pozorovéana rozdilnost v preferenci rybiho
mezihostitele, ktera mize byt odrazem adaptace parazita na rozdilné imunitni systémy
odlisnych druhti ryb (Arme, 1997). Zaéstupci kladu A infikuji odvozené kaprovité ryby
podceledi Leuciscinae, zatimco jedinci spadajici do kladu B infikuji druhy, které se klastruji
blize ke kofeni ¢eled¢ kaprovitych ryb (Bouzid et al. 2008 b).

Z vysledku fylogenetickych analyz novych vzorkli zkoumanych v této praci vyplyva, ze
podobna situace, jako u kladii A a B nastava i u jedincti pochdzejicich z oblasti subsaharské
Afriky. I pfes niz$i pocet vzorku je ziejma vnitini populacni struktura u lokalit, z nichz nékteré
déli pomérné velké geografické vzdalenosti (Etiopie, Kena, Demokraticka Republika Kongo,
Jihoafricka Republika), avSak nejedna se o oblasti odd¢lené jasnou bariérou jako v pripadé
mezikontinentalnich izolaci. Vzorky byly rozdéleny do dvou zcela oddélenych, dobie
podpoienych vétvi. Jedinci pochdzejici z Keni, DRK a JAR jsou na fylogenetickém stromé
postaveny bazaln¢, zatimco etiopské vzorky okupuji jednu z vnitinich vétvi. Pokud se

zam¢iime na hostitelské spektrum, vSechny zkoumané vzorky byly nalezeny v rGznych
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zéstupcich parem rodu Barbus (Cyprinidae). Je velice pravdépodobné, Ze tasemnice
L. intestinalis je v africkych lokalitach rozdélena do nékolika linii v zavislosti na kombinaci
hostitelské specifity spolu s omezenym genovym tokem. Kazdopadn¢ je subsaharska Afrika
zajimavou oblasti budoucich studii. V Africe lze nalézt vice nez 300 zastupct rodu Barbus.
Taxonomie, zaloZzend na fenotypovych znacich, téchto ryb neni zatim ustalend a molekularni
data nejsou k dispozici (Tsigenopoulos et al. 2002). Vzhledem k doposud nejednoznacné
fylogenezi nelze porovnavat koevoluci parazit vs. hostitel ve smyslu kospecia¢ni analyzy, ale
Ize hledat linie, které maji preference k ur¢itému druhu (skupiné) ryb. Nabizi se tedy prostor
k dal$im vyzkumtim, sbéru vzorkd a analyze dat k pochopeni komplexu linii L. intestinalis,

k ¢emuz mohou pfispét zejména analyzy zalozené na SNP datech.

Metodické aspekty RADseq analyzy

Ziskavani genomovych dat pomoci stale se rozvijejicich a dostupnéjsich RADseq metod
se za posledni desetileti stalo prilomovym objevem a stale vice vyuzivanym nastrojem pro
ekologické, populacni i fylogenetické studie (Andrews et al. 2016). Piiprava genomovych
knihoven metodou ddRAD slibuje ziskani aZ desitek tisic SNP pro desitky az stovky jedincii
nardz (Peterson et al. 2012). V této praci se podatilo po filtraci dat ziskat nizsi pocet SNP,
v zavislosti na porovnavanych vzorcich, a to 1897-4064. Tento mensi pocet SNP muze byt
zpusoben vice faktory, napiiklad samotnou biologickou podstatou L. intestinalis
(pfedpokladanym maly genom, vyrazna geneticka vzdalenost zkoumanych populaci) nebo
metodologickym aspektem (mozné snizeni kvantity DNA v prubéhu piipravy knihovny,
metodickou chybou). Také vytazeni celych dvou podknihoven L2 a L3 z analyz mohlo byt
zpusobeno uz moznymi nedostatky v ptipravé podknihoven. V téchto dvou podknihovnach
prevazovaly star$i izolaty DNA, u kterych nebylo mozné provést nove extrakce DNA (vzorky
obsahovat jiz degradovanou DNA, a tim mohlo dojit k naruSeni priib&éhu ptipravy knihoven.
Dalsim limitujicim faktorem mohl byt fakt, Zze tyto dvé podknihovny byly separovany na
ptistroji Pippin Prep v jiném b&hu, mohlo tak dojit k separaci fragmenti s mirné odchylenou
Sitkou rozpéti délek fragmentt. Z toho vyplyva, mozny problém pti hledani homolognich
sekvenci s ostatnimi podknihovnami. Neda se vyloudit ani chyba pti PCR, kdy mohlo dojit k
amplifikaci n¢kterych fragmentd vice nez ostatnich (amplification bias), tim mutze nastat
problém pii sekvenaci, kdy mize dojit k vyrazné€j$imu prosekvenovani jedné skupiny lokust
oproti jiné, coz zpusobuje rozdilnost v hloubce pokryti pies vSechny lokusy (Andrews et al.

2016). Pro nasledné analyzy tedy bylo nutné redukovat dataset jen na vzorky t¥i podknihoven
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(125 jedinct), coz vSak umoznilo vyprodukovat SNP datasety s daleko mensi ,,déravosti‘

pokryvu jednotlivymi lokusy.

Globalni diverzita linii pomoci SNP dat

Pti analyze globalni populac¢ni struktury (vSechny vzorky, 125 jedinci, 1929 lokust) byla
odhalena silna hierarchie populaci dle geografického ptivodu. Toto rozdéleni velmi dobie
podporuji vysledky Fst statistik (viz Tab. 7, 8). Vysoké hodnoty naznacuji silnou diferenciaci
mezi velmi vzdalenymi populacemi (napi. Australie vs. iréan, Austréalie vs. Etiopie, Etiopie vs.
Mad’arsko apod.). Pti vizualizaci vysledku klastrovacich analyz (Admixture) byl tento trend
potvrzen, vétSina geografickych oblasti je jasné vymezena (dle barevného rozlozeni grafu)
(viz Obr. 3). Jen u iranskych vzorkd je patrna vnitini fragmentovanost jedinct, respektive
afinita k vice odlisnym klastram. Sdileny signal by se dal interpretovat jako moznost vyskytu
hybridnich linii, spise se v§ak jedna o artefakt analyzy z dtivodu mensiho poctu iranskych
jedincti a nutnosti modelovat vyssi pocet klastri pro jejich oddé€leni do samostatné linie.
Hybridizace také neni dobrym vysvétlenim z hlediska geografického rozsifeni sdilenych
klastri a vysledki ostatnich analyz: a) podle vysledki Admixture je iranskd populace
fragmentovand mezi populace Madarska, kladu A a Jizni Afriku, ¢emuZ neodpovidaji
vysledky Fst statistiky (viz Tab. 7), b) ve vysledku koancestralni shlukovaci analyzy
(fineRADstructure) stoji irdnské vzorky samostatné a zcela oddélené od kladu A, 1 ostatnich
populaci se kterymi maji sdileny signal v klastrovaci analyze (viz Obr. 4), c) vzorky z iranu
v predchozich fylogenetickych analyzach mitochondridlnich genli spadaly k ostatnim
ptitadily iranské vzorky k L. interrupta bez naznaku fragmentovanosti. franiti jedinci byli tedy
Klasifikovani jako piibuzny druh tasemnice L. intestinalis, ktera je ve fylogenetickém smyslu
parafyletickym druhem, nebo spiSe komplexem kryptickych druhti. Hybridizaci mezi
jednotlivymi liniemi nelze zcela vyloucit, ale pravdépodobnost, ze by k ni doslo, neni velka.
Na druhou stranu mohla byt analyza ovlivnéna mnohonasobné vys$Sim pocétem jedinct

kladu A.

Po sniZeni tohoto poctu, vygenerovanim nového datasetu zahrnujiciho vSechny svétové
lokality a vybér dvaceti vzorka kladu A (celkem 65 jedinci), byl tento problém, i pies lehce
snizeny pocet lokusii oproti kompletnimu datasetu (1929/1912), eliminovan. Z vysledka
klastrovacich analyz provedenych na redukovaném datasetu (viz Obr. 5) je pozorovatelna

kompaktnost svétovych populaci pii nizsich hodnotach K (5-6), pti K> 6 bylo mozné sledovat
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samostatny klastr uz i v ptipad¢ iranské populace, ktery vykazoval soudruznost i pfi
narustajicim poctu K. Pii hodnotach K > 7 dochézelo ke Stépeni celkli zahrnujicich vice lokalit,
tedy kladu A, jihoafrickych populaci a etiopského klastru. Zajimavym zjist€énim bylo, Ze se
klastry nerozdé€lovaly podle jemnéjsi geografie, ale podle hostitelti. Klad A se rozd¢lil na dvé
skupiny, a to na vzorky pochéazejici z R. rutilus spole¢né s A. alburnus vs. A. brama. Etiopské
vzorky se rozdélily také na dvé skupiny dle rybich mezihostitelti, B. humilis vs. B. tsanensis,
B. intermedius a B. brevicephalus. Jihoafrické vzorky se také $tépily na dva klastry, ale nebylo
mozné jednoznacné pozorovat néjaky trend, ani v geografii ani v hostitelské specifité,

pravdépodobné kviili nizkému poctu vzorkda.

vvvvvv

v

avSak na jemnéj$i urovni nebyla odhalena zjevna souvislost mezi genetickou strukturou
L. intestinalis a odlisnymi rybimi mezihostiteli (Stefka et al. 2009). Naznak obdobné situace
byl pti mikrosatelitnich analyzach pozorovan pouze etiopskych vzorki, kdy doslo k rozdéleni

na klastry podle hostitelti riiznych druht parem rodu Barbus (Stefka et al. 2009).

Porovnanim mikrosatelitnich dat a dat ziskanych metodami RAD sekvenovanim
nezjistujeme zasadni rozdil ve vysledcich globalni populacni struktury, ale vyhody RAD dat
pfesto nelze ignorovat. Genomova data umoziuji znatelné hlubsi ndhled do jemné;jsi struktury
lokalnich populaci (napt. Jeffries et al. 2016). Jeffries s kolegy (2016) zkoumali populaéni
strukturu Carassius carassius napii¢ evropskymi lokalitami a porovnavali vysledky ziskané
sekvenaci mitochondrialni DNA, mikrosatelitnich lokust a RAD sekvenovanim. Z jejich
vysledkl vyplyva, ze prvni dvé metody nejsou dostatecné silné, aby do hloubky odhalily
déleni linii (Jeffries et al. 20016). V této praci tak bylo dosazeno podobnych rozdila v citlivosti
analyz podle typu dat. Za zminku stoji 1 ztejmé lepsi rozliSovaci schopnost RADseq dat oproti
AFLP analyzdm. Zejména v nékterych koevoluénich studiich, napt. ve studii porovnavajici
populacni strukturu tasemnic druhu Wenyonia virilis jejich rybich hostitelt (Jirsova et al.
2017), me¢la AFLP data dokonce nizsi rozliSovaci schopnost nez mtDNA sekvence, a to i pies

pomérné vysoky pocet analyzovanych lokusu (fadove stovky az tisice).

Silngjsi signal pro rozliSeni klastri L. intestinalis po vyclenéni reprezentativniho
vzorku kladu A a vys§i pocet sdilenych lokusi jednotlivych lokalit byl pozorovan
i v koancestralni analyze (FineRADstructure) (viz Obr. 6). Jasné vymezené oblasti v populaéni

struktufe jedinct jasné oddéluji geografické oblasti.
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Prekvapivym zjisténim byla vysoka hodnota Fst mezi etiopskymi vzorky a vzorky ze
zbytku lokalit subsaharské Afriky — ,,Jizni Afrika“ (0,831 v piipadé kompletniho datasetu,
pii fylogenetickych analyzach mitochondrialnich geni a jejich geneticka odliSnost je dalsSimi
analyzami (PCA, Admixture, FineRADstructure) potvrzena. I pfi celkem nizkém poctu vzorkl
a nevelkém poctu zkoumanych lokalit je tento vysledek zajimavy. Je zéroven velmi
pravdépodobné, ze pii hlubsim zkoumani africkych lokalit by byla odhalena rozsahlejsi

a jemn¢jsi populacni struktura.
Lokalni diverzita populaci se sympatrickymi hostiteli

Jiz v roce 2001 narazila Géraldine Loot se svymi kolegy na situaci, kdy nebylo mozné
za stejnych laboratornich podminek infikovat tasemnicemi L. intestinalis dva rozdilné druhy
kaprovitych ryb cejny (Blicca bjoerkna) a plotice (Rutilus rutilus). Loot pfedpokladala, ze u
B. bjoerkna (pochazejici z lokality, kde piirozené nedochazi k infekci tohoto druhu ryby
tasemnici L. intestinalis), se mohou vyskytovat fyziologické a imunologické bariéry
zabranujici vyvoji tasemnice z procerkoidu do dalsiho larvalniho stadia, tedy plerocerkoidu.
V praci ptipousti hypotézy, ze jiné linie L. intestinalis jsou schopny kolonizovat B. bjoerkna
v odlisnych lokalitach, nebo Ze L. intestinalis vytvaii komplex druhu, které lokalné parazituji
na ruznych rybich populacich (Loot et al. 2001). V ptedchozich populacnich studiich
zamétenych na analyzu mikrosatelitnich lokusii nebyl objeven Zadny zjevny trend v rozdéleni
kladu A dle hostitelské specifity ani geografického ptivodu v ramci Evropy (Stefka et al.
2009). Diky analyzam genomovych dat byla odhalena jasna geneticka diverzita mezi jedinci
kladu A pochazejici z riznych hostitelt. Klastrovaci i koancestralni analyza jasn¢ oddélila dvé
skupiny, prvni zahrnovala jedince z R. rutilus a A. alburnus, druhd z A. brama. Na druhou
stranu vzorky nevykazovaly zadnou strukturovanost dle geografického ptivodu (viz Obr. 8).
Zda se tedy, ze hlavnim determina¢nim jevem geneticky rozdélujicim evropské populace
L. intestinalis na vice linii, je hostitelska specifita, nikoli geograficka vzdalenost, nebo jiné

environmentalni bariery.

Situace, kdy dochéazi ke speciaci u geograficky blizkych linii/ekotypii jednoho
zivocisného druhu, neni ojedinéla. U kiivek (Loxia curvirosta — komplex morfologicky a
vokalné rozlisenych ekotypu) nebyla potvrzena geograficka izolace (IBD). Piesto doslo ke
genetické izolovanosti jedné linie v zavislosti na potravni preferenci, tedy v zavislosti na

specializovanosti vi¢i hostitelské rostling, v tomto pfipadé na borovicich Pinus contorta.
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Zaroven dochdazi k reprodukéni izolaci tohoto typu od ostatnich. I pfes mirnou celogenomovou
divergenci mezi ekotypy byl objeven dikaz relativni genetické diferenciace (métené FST)
mezi jinak genetickou soudrznosti v ostatnich ekotypech (Parchman et al. 2016). Obdobny
vzorec byl nalezen i zde. Pfes pomérné nizkou diferenciaci ve smyslu Fst distance byly
pozorované preference odlisnych skupin rybich mezihostiteld témét absolutni. Pouze
Vv jednom ptipadé doslo k ,,pfeskoku‘ genetické formy typické pro R. rutilus a A. alburnus na
jiného hostitele — A. brama z nadrze Rimov. To ale zaroveii naznaduje, Ze nejde o zcela
evolu¢né izolované linie, které tak mohou byt zajimavé pro navazujici vyzkum vzniku a

selekce adaptaci v sympatrickych populacich.

K vyhledavani lokusi, na které pisobi selekce, je osvédéenym (byt ne bezchybnym)
nastrojem tzv. ,,Fst outliers test (Holsinger a Weir 2009). Pro toto testovani je dostupny
nemaly pocet riznych programu, v této praci byly vystupy ze Stacks (SNP a hodnoty Fst)
testovany pomoci programi BayeScan a PCAdapt. Vhodnymi adepty na vyhledavani lokust
podléhajici selekeci se staly vzorky pochdzejici z geograficky blizkych lokalit Térlicko
a Zermanice (severo-vychodni Morava). Ob& tyto lokality se vyznalovaly piitomnosti
L. intestinalis u tii rybich mezihostitelt: R. rutilus, A. alburnus a A. brama. Tim bylo zaru¢eno
testovani rozdilnych mezihostitelli a zaroven zamezeni pfipadnému zkresleni vysledkt pti
testovani geograficky vyrazné oddélenych linii. Nejdiive byly porovnany Fst hodnoty mezi
dvéma riznymi nastavenimi dat — rozdéleni podle geografie (Térlicko vs. Zermanice)
a rozd¢leni podle hostitelské preference (také dvé skupiny a to R. rutilus a A. alburnus vs.
A. brama). V prvnim ptipad¢ byla hodnota Fst 0,017, v druhém piipad¢ bylo naméfeno 0,047,
v obou piipadech se jedna o nizké hodnoty a divergence mezi geografickymi, respektive
hostitelskymi, skupinami neni vyrazna. Vzhledem k tomu, ze nas zajimalo rozloZeni lokust
mezi hostitelskymi skupinami, bylo dale pracovano s daty vygenerovanymi pravé v tomto
nastaveni. Celkem bylo testovano 4064 lokusi ziskanych po filtraci dat programem Stacks.
Lokusy oznacené jednotlivymi programy jako “outliers” byly vyneseny do Manhattan grafu
Fst hodnot vypocitanych programem Stacks. BayeScan vyhodnotil jako “outliers” 12 lokust
(viz Obr. 9), vSechny tyto lokusy byly shodné vyhodnoceny i PCAdapt programem, ktery
nebyl tak striktni a jako “outliers” oznacil dal$ich 9 lokusu. Byly zaznamenany lokusy s
vysokymi hodnotami Fst, podle Stacks dokonce 3 lokusy dosahovaly hodnoty 1, coz by
znamenalo, Ze jsou tyto lokusy pod silnym tlakem divergentni selekce. V porovnani vSech
hodnot Fst “outliers” lokust (Stacks vs. BayeScan) je ziejmé, Ze vysledky BayeScan jsou

pomérné konzervativni, a zdaleka ne vSechny lokusy s vysokymi hodnotami Fst (Stacks) byly
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BayeScanem identifikovany jako “outliers”, stejn¢ jako lokusy PCAdapt. BayeScan je tedy
nejstriktnéj$i metodou vybéru lokust pod selekei. Z vysledkt analyz kazdopadné vyplyva, ze
hostitelsky specifické skupiny zkoumané tasemnice maji mezi sebou nezanedbatelny

geneticky rozdil.

Z hlediska budouciho vyzkumu bude rozhodujici ziskat referenéni genom L.
intestinalis, aby bylo mozné “outliers” lokusy namapovat na referenci, ovéfit pritomnost
kodujicich lokust v genetické vazbé s Fst outliers a zjistit genetickou funkci pro dané lokusy.
Bohuzel genom L. intestinalis zatim osekvenovan nebyl. Nejptibuznéj$i tasemnici s
osekvenovanym genomem je S. solidus. Ale vzhledem k nenalezeni Zadnych homolognich
lokusti béhem analyzy ddRAD dat mezi zastupci L. intestinalis a zafazenymi vzorky S. solidus,

nebylo povazovano za relevantni Fst outlier lokusy mapovat na genom S. solidus.
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6 Zavér

Diky genomovym datlim ziskanym restrikéni metodou ddRAD a naslednym next-
generation sekvenovanim se i pfes ztratu ¢asti dat pfi filtraci podafila objasnit populacni
struktura L. intestinalis na mnohem jemnéj$i urovni, nez bylo doposud mozné pomoci
klasickych metod (analyza mitochondrialnich genti, mikrosatelitni analyzy). Tyto vysledky

byly potvrzeny n¢kolika riznymi statistickymi pfistupy.

Zkoumanim hostitelsky specifickych, sympatrickych populaci uvniti evropského kladu A
byly odhaleny lokusy, které zjevné€ souvisi se selekci zptisobenou preferenci odlisnych druhti
rybich mezihostitelt. Tim byla potvrzena hypotéza, Ze L. intestinalis se separuje do riznych

linii nejen v zavislosti na geografickém vyskytu, ale i na hostitelskeé preferenci.

Africkeé lokality vykazujici geograficky i hostitelsky podminénou genetickou diverzitu
nabizeji obrovsky potencial pro dalsi vyzkumy zamétené jak na ekologii druhu, tak na

diferenciaci podminénou vznikem lokalnich adaptaci.
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8 Prilohy

Piiloha I Tabulka vzorkd zatazenych do genomové studie, geograficky ptivod a hostitelské

spektrum.

Tab. 1: Geograficky ptvod, hostitel a pocty vzorku L. intestinalis zafazenych do genomové

studie.
Kontinent Zemé Hostitel Pocet VZO?kﬁ . . | mtsekvence
v RADseq/po filtrovani
Scardinius erythrophthalmus 3/0

Ceska Rutilus rutilus 36/36 .
republika Alburnus alburnus 21/21 .
Abramis brama 23/23 .
Rutilus rutilus 36/0 .
Francie Blicca bjoerkna 1/0 .
Alburnus alburnus 1/0 .
Evropa Rutilus rutilus 3/0 .

Island - -
Gobio gobio 2/0 .
Velka Britanie Phoxinus phoxinus 2/0 .
Némecko Rutilus rutilus 4/0 .
Estonsko Abramis brama 5/5 .
Madarsko Neogobius fluviatilis 5/5 .
(i Galaxias truttaceus 1/1 .
Australie Galaxias maculatus 4/4 .
. Kanada Semotilus atromaculatus 10/0 .

Amerika - - — —
Mexiko Girardinichthys multiradiatus 2/0 .
Rusko Abramis brama 8/0 .
Asie iran Cyprinus carpio 3/3 .
Cina Neosalanx taihuensis 10/0 .
. Rutilus rutilus 10/0 .
Tunis —

Scardinius erythrophthalmus 4/0 .
Barbus brevicephalus 11 .
Etiopie Barbus humilis 117 .
Barbus intermedius 5/5 .
Afrika Barbus tsanensis 4/4 .
DRK Barbus sp. 11 .
Namibie Barbus paludinosus 4/4 .
Barbus anoplus 3/3 .
JAR Barbus neefi 1/1 .
Barbus trimaculates 11 .
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Priloha I Admixture, vybér spravné hodnoty K.
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Obr. 1: Vysledky replika¢nich béhti Admixture cross—validation (CV) pro kompletni dataset
(1). (A) Vyneseny nejlepsi hodnoty ptes vSechny béhy, (B) primérné hodnoty CV, (C)
nejhorsi hodnoty pies vSechny béhy, (D) vSechny hodnoty CV pro dané K, zelené

zvyraznény graficky zpracované vystupy pro dané¢ K
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Obr. 2: Vysledky replikac¢nich béhu Admixture cross — validation (CV) pro svétové
populace a vybér vzorki z Kladu A (2). (A) Vyneseny nejlepsi hodnoty pies vSechny béhy,
(B) primérné hodnoty CV, (C) nejhorsi hodnoty ptes vSechny béhy, (D) vSechny hodnoty

CV pro dané K, zelené zvyraznény graficky zpracované vystupy pro dané K.

49



Préimér CV

Nejlepsi CV
A B :
094 094
0.8 0.8+
0.7 0.7
06 0.6+
0.5+ 0.5
0.4 0.4
034 0.3
024 0.2
0.14 p 0.1 '
0 0 T T T T T T T
K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9
Nejhordi CV Ccv
C: D : |
094 09!
0.8 0.8
0.7+ 0.7
0.6 0.6
0.5 0.5
0.4+ 0.4+
0.3 0.3
0.2 b 0.2
0.1 014 ° | |
0 T T T T T T T 0 T T T T T T T !
K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9

Obr. 3: Vysledky replika¢nich béhu Admixture cross — validation (CV) pro samostatny klad
A (3). (A) Vyneseny nejlepsi hodnoty pies vSechny béhy, (B) primérné hodnoty CV, (C)
nejhorsi hodnoty pies vSechny béhy, (D) vSechny hodnoty CV pro dané K, zelené

zvyraznény graficky zpracované vystupy pro dané K.
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Piiloha III Uvodni testy PCAdapt pro spravné uréeni K hodnot
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Obr. 4: Uvodni testy PCAdapt pro kompletni dataset (1): (A) Zobrazeni procent variance
vysvétlenych kazdou z hlavnich komponent (PC) pii K = 20. (B) Distribuce P — hodnot (P —

value).
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A Scree Plot - K = 20 B Q-Q plot
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Obr. 5: Uvodni testy PCAdapt pro dataset Térlicko/ Zermanice (4): (A) Zobrazeni procent
variance vysvétlenych kazdou z hlavnich komponent (PC) pti K = 20. (B) Distribuce P —
hodnot (P — value).
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