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1. Uvod

Pro studium populacni struktury je vyhodné mit velké mnozstvi genetickych dat, aby
byla zajisténa vysokd informativni hodnota pro odliSeni jemnych populacnich rozdilt.
Popula¢ni studie se mohou zkoumat pomoci riznych metod, naptiklad pomoci analyzy
mitochondrialnich gent anebo genomovych metod. Pro vyzkum populaénich, ekologickych,
fylogenetickych i fylogeografickych studii se donedavna pouzivaly hlavné mitochondrialni
geny, které vSak neposkytuji dostate¢né pokryti genetické informace na zjiSténi jemné
populacni struktury organismi. Jednim z mitochondridlnich gent pouzivanych pro populacni
studie je cytochromoxidaza I (dale COI). Vyhodou tohoto genu je jeho vysoka rychlost
zmény a variabilita uvnitt druhu (Cox a Hebert, 2001). V nékterych piipadech je mozné
pouzit COI i pro odliSeni blizce ptibuznych druht (Hebert et al., 2003). Nyni se na populacni
studie zacinaji pouzivat metody, které dokazi hustéji pokryt genom a produkovat velké
mnozstvi genomickych dat. Tyto metody vyuZivaji SNP (jednonukleotidovy polymorfismus,
single-nucleotide polymorphism) jako genetické markery. SNP je definovan jako variance
nukleotidu na jedné pozici v genomu v ramci jedinct stejného druhu. Jejich vyhodami jsou
naptiklad distribuce po celém jaderném genomu, jejich asociace s neutralni nebo adaptivni
variaci a jejich relativné jednoduché genotypizace. Diky SNP miZeme odhalit 1 velmi jemné

populac¢ni struktury.

Ptestoze hlavonozci hraji klicovou ulohu v motskych trofickych sitich a ekosystémech
(Clarke, 1996; Piatkowski et al., 2001), doposud bylo provedeno velmi malo vyzkumi
genetické struktury hlavonozct (viz naptiklad Cheng, 2015, De Luca et al. 2016, Morse
et al., 2018). Tato prace se zabyva studii populacni struktury Eledone moschata (Lamarck,
1798) v Tyrhénském a Jaderském mofti. Studie je zajimava pro svou unikatnost, jelikoz
populacéni struktura chobotnic pomoci RAD seq nebyla zatim studovéana. Prvni ¢éast prace
se vénuje studiu populace pomoci genu COI. V druhé ¢asti je populace studovand pomoci
genetickych markerti ziskanych z celého genomu metodou RAD seq. Nasledné jsou
vypocteny statistiky pro populace v kazdém mofti a porovnany vysledky metod populacnich

studii na jednom markeru (COI) a napti¢ genomem (RAD seq).



2. Literarni reserse

Pro objevovani, validaci a hodnoceni genetickych markeri v populacich jsou
vyznamné metody NGS (Next generation sequencing). NGS (masivné paralelni
sekvenovani) jsou metody, které umoznuji rychlé¢ a levné sekvenovani celych genomt
a produkuji obrovské mnozstvi vystupnich dat. V ptipadé populacnich studii, NGS vyuziva
techniky redukujici genom, jako jsou CRoPS (complexity reduction of polymorphic
sequences), RAD seq (Restriction site associated DNA sequencing), GBS (genotyping-by-
sequencing) a ddRAD seq (double digest RAD seq), které ucinné S$tépi genom
v homolognich mistech a umoziuji tak identifikaci SNP a také jejich typizaci pro desitky
nebo stovky tisic markerd u desitek jedincti. Pomoci metod vyuzivajicich NGS ve spojeni
s technikami redukujicimi genom je mozné objevit tyto markery v kazdém genomu
z jakéhokoliv organismu, dokonce i v populacich, ve kterych je k dispozici méalo nebo zZadné

genetické informace.

2.1.  Next-gen sekvenovani

Genomicky vyzkum dnes vyzaduje hloubku informaci, které klasické Sangerovo
sekvenovani nemuze poskytnout. Béhem poslednich let tak doslo ve studiu populaci
k zasadnimu posunu smérem ke genomové analyze pomoci NGS, které produkuje velké
mnozstvi dat a umoziuje sekvenovani a porovnavani celych genomu. Pred timto zlomem
Sangerovo sekvenovani bylo nejpouzivanéjsi metodou téméei dveé desetileti a vedlo k tade
monumentalnich uspéchi, vcéetné¢ dokonceni nejkompletnéjsi sekvence lidského genomu
(Collins et al., 2004).

Komeréné dostupné techniky z rodiny NGS poskytuji firmy, kterymi jsou naptiklad
Roche/454, Tllumina/Solexa, Life/APG a Helicos BioSciences (Metzker, 2009). Nejvetsi
vyhoda, kterou NGS muze nabidnout, je schopnost produkovat relativné levné enormni
mnozstvi dat. Schopnost sekvenovat cely genom mnoha organismi umoznila provadét
rozsahlé srovnavaci a evoluéni studie, které byly pred n€kolika lety neptedstavitelné. Touto
metodou se napftiklad odhalila rychlost a vlastnosti novych spontannich mutaci u Drosophila
melanogaster (Keightley et al. 2009) nebo u Caenorhabditis elegans (Denver et al., 2009).

Je tfeba zdiraznit, ze uspéSny NGS projekt vyzaduje také odborné znalosti

po bioinformatické strance, aby byla zaru¢ena vysoce kvalitni data a vysledky (Buermans



a Dunnen, 2014). V souvislosti s pfivalem novych dat, kterda NGS produkuje, jsou kladeny
vys$si pozadavky na programovani a pouzivani informatickych zdroja, jelikoz jednoduché

manualni zpracovani kvili mnozstvi dat se stava prakticky nemozné.

2.1.1. IHHlumina

Mezi nejpouzivangjsi metody NGS patii Illumina (the Illumina Genome Analyzer;
Bentley et al., 2008). Illumina, pfedstavend v roce 2006, je zaloZzena na konceptu SBS
(‘sequencing by synthesis’) pro rychlé a relativné piesné sekvenovani. Tento proces
identifikuje baze (nukleotidy), které jsou piidavany do fetézce DNA. Kazdy piidavany
nukleotid ma fluorescen¢ni znacku s barvou specifickou pro kazdou bézi. Po piidani do
fetézce je tento fluorescencni signal vyzafen a zaznamenan citlivou kamerou. Miizeme tak
ur¢it poradi DNA sekvence. Desitky milioni DNA fragmentl jsou amplifikovany a ¢teny
soucasné. Diky tomuto sekvenovani jsme schopni detekovat polymorfismy, vcetné
jednotlivych nukleotidovych mutaci, inzerci a deleci, zmén poctu kopii a chromozomalnich
aberaci, v genomové DNA.

Amplifikace a sekvenace se odehravaji na ,,flow cell”. Kazda flow cell je rozdélena
do drazek. Podle toho, jaka platforma Illuminy se vyuziva, je flow cell rozdélena do 1
(miSeq), 2 (HiSeq2500) nebo 8 (HiSeq2000, piipadné HiSeq2500 v rychlém modu) drazek.
Na vnitinim povrchu drazek jsou kovalentné pfipevnény dva typy oligonukleotidi
komplementarni ke specifickym adaptériim, které jsou ligovany na fragmenty z genomovych
knihoven. Standardni zptisob sekvenovani trva 3 - 6 dni, rychly mod trva 1 - 3 dny. Tato
metoda produkuje 100-150 milliont paralelné sekvenovanych fragmentl a vystup obsahuje
7,5-35 Gb. Délka readti, které Illumina produkuje, mize byt 50, 100, 150 nebo 250 bp (par
bazi, base pair). Platforma Illumina MiSeq produkuje ready o velikosti az 300 bp. Velikost
readi je dana pfistrojem, na kterém amplifikace probiha a jeho nastavenim. Frekvence
chybovosti Illumina MiSeq 1 HiSeq2000 je 0,1% a nejfrekventovangjsi chybou je substituce
jednoho nukleotidu (Fox et al., 2014).

Pro ziskani ptesnéjSi/kompletné;si infromace se vyuziva metoda paired-end. Timto
zpusobem je mozné dosdhnout vysoce kvalitnich sekven¢nich dat diky produkci
dvojnasobného poctu readi. Tato metoda totiz sekvenuje oba konce fragmentd. Paired-end

usnadiiuje detekci genomického uspotfadani a repetitivnich elementd.



2.2. Metody redukujici genom
2.2.1. CROPS, (van Orsouw et al., 2007)

Metoda CRoPS (complexity reduction of polymorphic sequences) byla prvni
metodou pro NSG na identifikaci polyformismu v jedincich. K sekvenovani se pouziva maly
soubor oblasti vybranych napti¢ genomem bez toho, aby se musel sekvenovat cely genom.
Tato metoda zaclenuje do ligovanych adaptérti identifikatory v podobé kratkych unikéatnich
sekvenci DNA pfipojenych ke kazdému fragmentu z dané knihovny/vzorku (barcodes), které
jsou znamy pod pojmem multiplex identifier sequences (MIDs) na Roche Genome
Sequencer platformé (Margulies et al., 2005). Pro kazdy vzorek DNA se pouziva adaptér
s rozdilnymi barcody. Barcody se mohou pouzivat na bioinformatické rozdéleni readt
a jejich piitazeni k jednotlivym vzorkiim, coz je vyhodné u populaénich studii pro

sekvenovani vice jedinci v jedné drazce na NGS sequencing platformé.

2.2.2. RRLs (van Tassell et al., 2008)

Metoda RRLs (reduced-representation libraries) byla nejprve pouzita pro generovani
SNP mapy lidského genomu (Altshuler et al., 2000) za pouziti kapilarniho sekvenovani.
Posléze byla adaptovand na NGS a byla pouZivana ke generovani desitek milioni SNPs
na NGS platformé.

Pomoci této metody je genomova DNA z vice jedinch Casto Stépena restrikénim
enzymem. Fragmenty jsou selektovany na velikost 300—700bp, nasledné¢ smichany a poté
sekvenovany. V tomto ptipadé jsou sekvenovany pouze konce fragmentt, ale protokol mtze
byt modifikovan pro sekvenci celych fragmentl (Kerstens et al., 2009). Ziska se Castecné,
ale celogenomové pokryti za minimum nékladii. Je-li k dispozici vysoce kvalitni referen¢ni
genom mohou byt udaje ze sekvenovani se sniZzenou reprezentaci mapovany na referencni
genom, nebo muze byt provedena reference guided assembly (sloZeni sekvenci vedené

referencnim genomem).



2.2.3. GBS (Elshire et al., 2011)

Technika GBS (genotyping-by-sequencing) je jednoducha a vysoce multiplexni. Pfi
multiplexingu se slouc¢i n¢kolik knihoven do jednoho sekvenacniho béhu. GBS se pouziva
pro populacni studie a na mapovani znakl v rtiznych organismech. Tento postup je zalozen
na next-gen sekvenovani. GBS zahrnuje Stépeni genomové DNA restrikénimi enzymy
a sekvenovani koncti vSech vyslednych fragmenti. Adaptéry s barcody a bézné adaptéry jsou
ligovany na Stépené fragmenty a vytvari tak fragmenty s kombinaci adaptérti: barcode +
bézny adaptér, barcode + barcode a bézny adaptér + bézny adaptér. Vzorky jsou smichany
a amplifikovany na platformu Illumina (Pandey, Nutter a Prediger, 2008). Ne vSechny
fragmenty s navdzanymi adaptéry jsou sekvenovany, jelikoz spousta fragmentl neprojde
bridge amplifikaci: bud’ adaptéry neobsahuji specifické barcody a nebo jsou pfili§ dlouhé
(>1kb). Pro sekvenovani jsou amplifikovany pouze kratké vzorky obsahujici kombinaci

barcode + bézny adaptér. Avsak i tak je sekvenovan velky pocet kratich fragmentd.

2.2.4. RAD seq

RAD seq je metoda, kterd vytvaii kratké fragmenty DNA, kdy je genomova DNA
Stépena restrikénimi enzymy. Tyto fragmenty jsou nasledné sekvenovany a zpracovany
napiiklad pomoci programu Stacks (Catchen et al., 2013). Pfi pouziti této metody se diky
sestithu v restrikénich mistech snizi komplexita genomu. Genom je reprezentovan ready,
ve kterych mohou byt lehce detekovany polymorfni mista. RAD seq je jednoducha
a pomérné levnd metoda, se kterou je mozné identifikovat v organismu vice nez 13,000
SNPs a to 1 v rdmci velkych populaci (Baird et al., 2008). SNPs jsou velice hojné genetické
markery rozmisténé napti¢ genomem a diky tomu jsou uplathovany v populacni genetice
a evolucni biologii ve studii dédicnosti genomovych oblasti (Berger et al., 2001, Stickney
et al., 2002). Diky technologii RAD seq, ktera sekvenuje stejné genomové oblasti naptic
jedinci, je mozné identifikovat velké mnozstvi SNP. Jeffries el al. (2016) porovnavali, zda
pro prizkum populacni struktury je lepsi zkoumat malo markert, jako jsou napiiklad
mikrosatelity, na velkém mnozstvi vzorkl,, nebo vice markerd (SNPs) na malo jedincich.
I kdyz RAD seq (restriction site-associated genomic DNA) obsahoval pouze 17,6% vzork,
prokazalo se, ze je 0¢inngj$i metodou pii zkoumani populacni struktury a vlivu IBD

(isolation by distance) nez mikrosatelity (Jeffries et al., 2016).



RAD seq se pouziva napiiklad ve studii fylogeografie (Takahashi et al., 2015)
a v populacni genetice na genomické urovni (Hohenlohe et al., 2010, Ren et al., 2016). RAD
seq je také vhodny pro rekonstrukci fylogenetickych vztahti mladSich skupin/klada,
ve kterych je napti¢ druhy ponechan dostatecny pocet ortholognich restrikénich mist (Rubin
et al., 2012). RAD seq dokaze fesit i vztahy mezi blizce piibuznymi druhy (Diaz-Arce et al.,
2016). Tuto techniku muzeme vyuzivat na nemodelové organismy (Rodriguez-Ezpeleta
et al., 2016, Wang et al., 2016, Yang et al., 2016) nebo na genotypovanii kdyz referen¢ni
genom neni dostupny, jako tomu je naptiklad u ekologickych studii (napiiklad Andrews
et al.,, 2016). Konkrétné metoda RAD seq byla pouzita pii detekci populacni struktury
ve voln¢ zijicich populacich, jako jsou naptiklad klauni (Planes et al., 2009), sled’i
(Lamichhaney et al., 2012) a an¢ovicky (Zarraonaindia et al., 2012).

Pro kvalitn&jsi alignmenty se vyuziva PE RAD seq (paired-end sequencing; Willing
et al.,, 2011). Nevyhodou RAD seq je, ze vyzaduji vysokou kvalitu DNA (Suchan et al.,
2016) a také mohou ve vysledku byt mezery v genomové coverage. Byly vyvinuty dalsi
varianty pro lep$i pokryti genomu, jako naptiklad ddRADseq (Peterson et al., 2012), 2b-
RAD (Wang et al., 2012), SLAF-seq (Sun et al., 2013) a hyRAD (Suchan et al., 2016).

ddRADseq - Double Digest RADseq

ddRAD seq (double digest restriction-site associated DNA sequencing) je levna
metoda pro objeveni De Novo SNP a genotypovani na modelovych i nemodelovych
organismech (Valencia et al., 2018). Hlavnim cilem této techniky je usnadnit genotypizaci
napfi¢ velkym poctem jednotlivcl (stovky nebo vice) pro celou fadu markert (stovky
velké mnozstvi biologickych studii v Sirokém spektru organismu (Lal et al., 2016, Recknagel
etal., 2013, Zhou et al., 2014).

ddRAD seq se od ostatnich odliSuje vtom, Ze pouziva dva restrikéni enzymy
nasledované ptesnou selekci velikosti. Ziskavame tedy knihovnu obsahujici pouze fragmenty
blizko cilové velikosti. Ve srovnani s existujicimi ptistupy RADseq umoziuje ddRADseq

vétsi flexibilitu, robustnost a také podstatny pokles nakladl (Peterson et al., 2012).



2b-RAD

2b-RAD je zjednoduSeny a flexibilni pfistup pro genotypovani RAD. Pouziva
restrikéni enzymy typu 2b. Tyto enzymy (napiiklad BsaXI a Alfl) $tépi genomovou DNA
a produkuji fragmenty s jednotnou délkou, které jsou ideédlni pro sekvenovéni na stavajicich
platformach Next-gen (Wang et al.,, 2012). Tato metoda se vyuziva naptiklad pro
fylogenetické studie (Seetharam a Stuart, 2013, Wang et al., 2013).

SLAF-seq

SLAF-seq je efektivnim feSenim pro rozsahlé genotypovéni a k nalezeni De Novo
SNP. Tato metoda ziskala nazev diky specifickému lokusu amplifikovanému sekvencnim
sekvenovanim (SLAF-seq). Technologie SLAF-seq poskytuje hluboké sekvenovani pro
zajisténi genotypové piesnosti (Sun, 2013). Tato metoda se pouZziva naptiklad pro sestrojeni

genetickych map (Liu et al., 2016, Xu et al., 2015).

HyRAD

Tato jednoduchd a nakladové efektivni metoda umoziiuje sekvenovani ortolognich
lokust 1 ze vzorkli s vysokou degradaci DNA, coz otevira nové cesty vyzkumu v oblasti
muzejni genomiky (Linck et al., 2017). Nezavisle na pfitomnosti restrikéniho mista zlepsuje
pokryti vzorkii mezi lokusy. Vzhledem k tomu, Ze se nespoléha na pfitomnost restrikéniho
mista, neni tedy citlivd na polymorfismy lokusi mezi vzorky v restrikénich mistech, které

obvykle zplisobuji vypadek lokust (Suchan et al., 2016).

RAD marker microarray

RAD marker microarray usnadniuje rychlé genetické mapovani mutaci. PouZitim
téchto mikro¢ipu Miller et al. (2007) lokalizovali diive nezmapované mutace u Danio rerio
do genomovych oblasti jen S pfesnosti n¢kolika centiMorgans na délku. RAD mikroCipy

tedy umoznuji screening tisicti markert v jediné hybridizaci (Miller, 2007).



2.3. Zpracovani RAD seq

Stacks

Program Stacks se pouzivd na zkoumani populacni analyzy. Umoznuje analyzovat
desitky tisic genetickych markert. Je to software pipeline pro vytvareni lokusii z kratkych
sekvenci, kterymi jsou napiiklad data generované na platformé Illumina. Stacks byl vyvinut
pro praci s daty zaloZzenymi na restrikénich enzymech za tcelem tvorby genetickych map
a zkoumani populacni genomiky a fylogeografie. Tento progam byl vyuzit pro zpracovani

Stacks ucinné organizuje a sestavuje velké mnoZstvi kratkych sekvenci z vicera
vzorkl. Stacks identifikuje lokusy v souboru jedinct, bud’ De Novo, nebo zalignované
s referen¢nim genomem. Stacks obsahuje statisticky model pro identifikaci sekvencénich
polymorfismi a rozliSuje je od sekvencénich chyb. Stacks vyuziva katalog k zaznamenavani
vSech lokust identifikovanych v populaci a pfifazuje jednotlivce do tohoto katalogu, aby
urcil, které alely haplotypu jsou pfitomny na kazdém lokusu u kazdého jedince.

Stacks probiha v Sesti hlavnich fazich. Nejprve jsou ready demultiplexovany
a vycistény programem process_radtags. Dalsi tfi etapy zahrnuji hlavni pipeline Stacks:
budovani lokust (ustacks), vytvoreni katalogu lokust (cstacks) a nakonec porovnavani
s katalogem (sstacks). V paté etapé je spustén program gstacks za celem assemblovani
a slouceni paired-end sekvenci. V posledni fazi je provadén program populations v zavislosti
na typu vstupnich dat. Program populations muize generovat data v nékolika dalSich
formatech pro dalsi popula¢ni, evolucni, fylogeografické a fylogenetické studie (Emerson

etal., 2010, Querejeta et al., 2016 Lescak et al., 2015).



2.4. Eledone moschata
2.4.1. Zakladni informace

Tato prace pracuje s organismem Eledone moschata, neboli chobotnici pizmovou
(musky octopus) pattici do celedi Octopodidae, kam patii hlavné bentické chobotnice.
Chobotnice celedi Octopodidaec maji 8 ramen a nemaji zadnou télesnou schranku
ani ploutve. Mnoho druhti se vyskytuje na kamenitém nebo koralovém utesu s velkym
mnozstvim Ukrytd. Jiné se ukryvaji zahrabanim do sedimentu. Vsechny chobotnice maji
dobfe vyvinutou slinnou zlazu, ktera obsahuje paralyzujici neurotoxiny slouzici
k znehybnéni kofisti. Samci maji modifikované hektokotylové chapadlo, typicky je to treti
pravé rameno. Pfi pafeni samec timto chapadlem vlozi spermatofor do vejcovodu samice.
Samice pak muze uchovavat jeho sperma do té doby, nez je pfipravena klast vajicka.
Vsechny samice bentickych chobotnic pecuji o své sntisky a chrani je, dokud se nevylihnou
(Norman, 2000).

Eledone moschata (Obr. 1) ma t€lo dlouhé do 15 c¢cm, ramena jsou dlouha az 40 cm.
Vyskytuje se ve Stfedozemnim mofi. Chobotnici pizmovou lehce identifikujeme pomoci
jedné tady prisavek na spodni strané ramen. AvSak jednu fadu piisavek ma i sestersky druh
Eledone cirrhosa vyskytujici se sympatricky. Ale chobotnici Eledone moschata snadno
rozpozname od druhu Eledone cirrhosa tim, Ze po téle i plovacich blanach ma roztrousené
cerné tecky. Jeji obecny ndzev (chobotnice pizmova, musky octopus) vznikl diky jejimu
pizmovému pachu, ktery tato chobotnice vypousti po vyndani z vody. Dospéli samci maji na
Spicce ramen protazené piisavky, které jsou rozdéleny do dvou fad. Samice klade méné nez
500 velkych vajicek, které jsou 10 mm dlouhé (Norman, 2000). Pfestoze se jedna o
komer¢ni druh, ktery rybafi Casto nachazi ve svych sitich, popula¢ni studie na organismu
Eledone moschata nebyly zatim provedeny.

Eledone moschata se zivi Sirokou $kalou korysi, mekkyst a ryb. Korysi jsou
preferovani a druhy, kterymi se tato chobotnice Zivi zahrnuji Maja squinado, Maja crispata,
Macropodia rostrata, Macropodia longirostris, Pisa tetraodon, Dorippe lanata, Lisa
chiragra, Lambrus angulifrons, Lambrus massena, Inachus dorsettensis, Carcinus aestuarii,
Pachygrapsus marmoratus, Xantho poressa, Pilumnus hirtellus, Goneplax rhomboides,
Pagurus prideauxi, llia nucleus a Squilla mantis; mékkysi, které E. moschata konzumuje
jsou napiiklad Chlamys varia, Mytilus galloprovincialis, Sepia orbigniyana, Illex coindeti,

Loligo subulata. E. moschata rovnéz konzumuje ryby Engraulis encrasicolus, Sardina
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pilchardus, Mullus barbatus, Diplodus annularis, Merluccius merluccius, Merlangius
merlangus, Lepidotrigla cavillon, Trachurus trachurus a Trisopterus minutus (Sen, 2007). E.

moschata béhem lovu pouziva hmatového vjemu k prizkumu okoli a reaguje i na hmatové

podnéty béhem pocate¢niho kontaktu s kofisti (Belcari et al., 2002).

WS e e 0 ey

Annedouche we .

Obr. 1: Nakres E. moschata (Orbigny, 1845).
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2.4.2. Distribuce

Vysoké mira migrace je pro hlavonozce typicka z divodu vysoké mobility. Obvykle
maji velké populace s moznosti expanze. Z tohoto diivodu byva jejich genetickd struktura
homogenni, protoZe migrace snizuje genetickou diferenciaci. Naptiklad u populace
Architeuthis je aroven nukleotidové diverzity mimofadné nizka (Winkelmann et al., 2013),
coz znamena, Ze se mezi jedinci nevyskytuje piili§ velka geneticka variace. Architeuthis
postrada rozeznatelnou strukturu pravdépodobné kvili migraci pelagickych paralarvalnich
stadii, které jsou dispergované pomoci globalni cirkulace termohalinniho vymeéniku. Naproti
tomu existuji i druhy, jako napiiklad u Sepia esculenta (Zheng et al., 2009), s vys§i mirou
genetické diverzity. Také u druhu Octopus vulgaris byla zjisténa diferenciace mezi jedinci
z centralniho a vychodniho Sttedozemniho mofie (Fadhlaoui-Zid et al. 2012) a také v ramci
vychodniho Stfedozemniho moie (Keskin a Arat 2011). Mobilita dospé€lych jedinct se zda
celkem limitujici (Fadhlaoui-Zid et al. 2012) a nejpravdépodobnéjSim prosttedkem
rozptyleni na velké vzdalenosti je rozptyl paralarvev pies moiské proudy.

Eledone moschata je rozsitena po celém Sttedozemnim mofi. Jeji distribuce saha i do
Atlantského ocednu, kde je omezena jiznim pobiezim Portugalska, Cadizskym zéalivem
a zapadnim pobfezim Maroka. (Guerra, 1992). E. moschata ma pravdépodobné
sttedomotsky pivod a odtud se rozptylila do Atlantiku (Mangold a Boletzky, 1988). E.
moschata se objevuje i v hlubinach Marmarského mote (Salman et al., 1993). Tato
chobotnice se vyskytuje na pisecnych dnech kontinentalniho Selfu. Obvykle Zije zahrabana
v sedimentu. Ve Stfedozemnim mofi se nachazi hlavné od 15 do 200 metrid hloubkovych
s nejvyssi hustotou vyskytu do 100 m, ackoliv se v n€kterych oblastech vyskytuje i hloubé&ji
(Belcari a Sbrana, 1999).

Obr. 2: Vyskyt E. moschata (www.aquamaps.org, 2016).
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r r
3. Cile prace
e Zvladnuti zédkladnich metod molekulérni biologie (exktrakce DNA, PCR, Sangerovo

sekvenovani).
e Priprava vzorkl pro RAD seq (pro [llumina HiSeq)
e Bioinformaticka analyza dat next-gen sekvenovani.

e Vyhodnoceni populacni struktury na zakladé next-gen dat (STACKS, fineRADstructure).

12



4. Metody
4.1. Sbeér vzorku

Bylo odebrano 24 vzorkt tkané chobotnic béhem nékolika terénnich cest od roku
2015 do roku 2017 v Italii (zapadni a vychodni pobiezi, Sardinie, Sicilie) a Chorvatsku
(ptehled lokalit Obr. 3 a Tab. I). Cerstvé zabité chobotnice byly zakoupeny na trhu p¥ipadng
pfimo od rybait a byly uchovany chlazené do zpracovani. Nésledné byl odebran kousek

tkan¢ z chapadla (1 - 2 cm), ktery byl umistén do mikrozkumavky s lihem (ethanol p.a.).

® Eledone moschata
® Eledone cirhosa
® Octopus vulgaris

Tunisko

Obr. 3: Mapa Tyrhénského a Jaderského mote s vyznacenymi lokalitami sbéru vzorkd

a jejich Cetnost. Mapa (Wikimedia Commons contributors, 2017) byla upravena.
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Tab. I: Lokality a GPS soufadnice sbéru vzorkd.

Vzorek Zemé Lokality GPS souradnice
OEIT1H Sardinie Oristano 39°53'15.1"N 8°31'38.9"E
OEIT3H Sardinie Oristano 39°53'15.1"N 8°31'38.9"E
OEIT5H Sardinie Oristano 39°53'15.1"N 8°31'38.9"E
OEIC2H Sardinie Cagliari 39°10'45.6"N 9°07'14.0"E
OEIC5H Sardinie Cagliari 39°10'45.6"N 9°07'14.0"E
OEIC6 H Sardinie Cagliari 39°10'45.6"N 9°07'14.0"E
OECP 7H Chorvatsko Pula 44°50'39.1"N 13°49'04.1"E

OECP 10H Chorvatsko Pula 44°50'39.1"N 13°49'04.1"E

OEIS1H Italie La Spezia 44°06'11.8"N 9°49'59.6"E
OEIS4H Italie La Spezia 44°06'11.8"N 9°49'59.6"E
OEIL6 H Italie Livorno 43°31'42.9"N 10°17'47.8"E
OEIG7H Italie Gaeta 41°12'10.8"N 13°35'03.7"E
OEIG10H Italie Gaeta 41°12'10.8"N 13°35'03.7"E
OEIV 11 H Italie Vieste 41°53'09.8"N 16°11'18.1"E
OEIV 13 H Italie Vieste 41°53'09.8"N 16°11'18.1"E
OEIV 14 H Italie Vieste 41°53'09.8"N 16°11'18.1"E
OEIR 17 H Italie Rimini 44°04'52.8"N 12°35'27.7"E
OEIR 18 H Italie Rimini 44°04'52.8"N 12°35'27.7"E
OEIM1H Sicilie Marsala 37°46'57.3"N 12°24'08.9"E
OEIM2H Sicilie Marsala 37°46'57.3"N 12°24'08.9"E
OEV 2H Chorvatsko Veruda 44°49'43.2"N 13°50'17.0"E
OEV 3H Chorvatsko Veruda 44°49'43.2"N 13°50'17.0"E

OeT3H Chorvatsko Trogir 43°30'30.5"N 16°13'37.1"E

OeT4 H Chorvatsko Trogir 43°30'30.5"N 16°13'37.1"E
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4.2. Extrakce DNA

Pro extrakci DNA byl pouzit maly kousek chapadla, ktery byl ocistén od kuze.
K extrakci DNA byl pouzit kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen). Postupovalo se podle
pokynti vyrobce.

4.3. Jedno genova analyza
43.1. PCR

PCR amplifikace COI byla provedena se specifickymi primery pro amplifikaci genu
COI bezobratlych (sekvence a ptivod primertt v Tab. II). Reak¢ni smés o objemu 20 pul
obsahovala 1 pl templatu, 1 pl forward primeru (SpM, F1490, Folmer et al., 1994; sekvence
viz Tab. II), 1 ul reverse primeru (5pM, H7005, Hafner et al 1994; sekvence viz Tab. II), 2
ul pufru (PCR blue buffer, Top-bio), 0,5 pl nukleotidi (ANTPs 10mM, ThermoFisher), 0,2
ul Taq polymerazy (Top-bio) a 14,3 ul H,O.

Tab. II: Pfehled primeri.

Forward/
Nazev Sekvence primeru 5'— 3' Autor
Reverse
F1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG F Folmer et al. 1994
H7005 | CCGGATCCACANCRTARTANGTRTCRTG R Hafner et al. 1994
Tab. 11I: Protokol PCR reakce.
Pocet cykla
Pocatecni (Denaturace,
Nasedani
denaturac Nasedani Denaturace o Syntéza Finalni syntéza
) i primeru
e primeru,
Syntéza)
94°C / 20 92°C/ 52°C/ 72°C/ 72°C/
5 minut 1 minuta 1 minuta 1 minuta 1 minuta
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4.3.2. Gelova elektroforéza

Pro kontrolu uspésnosti PCR reakce byla pouzita metoda separace pomoci gelové
elektroforézy. Vzorky byly naneseny na 1% agardézovy gel. Gel byl ptipravovan z 20 ml
pufru TAE (Merck), 0,2 g agar6zy (ThermoFisher) a 2 ul GelRed (Biotium) fluorescentniho
barviva pro vizualizaci DNA. V elektroforetické vani¢ce naplnéné 1% TAE bylo do jamek
gelu naneseno pomoci 6x Loading Dye (ThermoFisher) 2 ul PCR produktu. Pro porovnani
velikosti PCR produktu byl pouzit ladder 1 kb O’gene ruler (ThermoFisher). Elektroforéza
bézela pti 100 V pfiblizn¢ 20 minut. Po dokonceni elektroforézy byly fragmenty DNA
rozdélené na gelu vizualizovany pomoci ptistroje BIORAD GEL Dock EZ imager.

4.3.3.  Pietisténi

PCR produkty viditelné na gelu byly enzymaticky ptecistény metodou ExoSap-IT ®
(Dugan et al., 2002). Reakéni smés pro enzymatické pre¢isténi viz Tab. IV. Cisténi probihalo
15 minut pii 37°C a 15 minut pii 80°C. Pfecisténé PCR produkty byly s primery pouzitymi
pro amplifikaci zasldny na sekvenaci do SeqMe nebo Eurofins (klasické Sangerovo

sekvenovani).

Tab. IV: Rozpis pro enzymatické precisténi vzorka.

Chemikalie Mnozstvi

Exo | (BioLabs) 0,5 ul

FastAp (ThermoFisher) 2 ul

H,0 2,5 ul
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4.3.4. Zpracovani sekvenci

Vysledné sekvence byly upraveny v programu Geneious. Pomoci assemble -
De Novo assembly byly vysledné chromatogramy slozeny. Casti se $patnou kvalitou byly
odstranény a nasledné byl ulozen konsensus obou vlaken. Byl vytvoien alignment
k porovnani sekvenci. K alignmentu byly pfidany referen¢ni sekvence Eledone moschata
(accession number KP693816), Eledone cirrhosa (KM517898) a Octopus vulgaris
(AB158363). K vytvoreni alignmentu byl pouzit algoritmus MAFFT (Katoh et al., 2002).

Pomoci programu 1Q - TREE (http://igtree.cibiv.univie.ac.at/, http://www.igtree.org/,

Trifinopoulos et al., 2016) byl vytvofen fylogeneticky strom typu maximum likelihood.
Nastaveni bylo nastavené na vychozi hodnoty: ML, model auto selection (vybrany model
TIM2+F+1; Kalyaanamoorthy et al., 2017), podpory vétvi jsou uvedené jako aLRT/UFBoot
(Hoang et al., 2018). Strom byl vizualizovan pomoci programu phylo.io (http://phylo.io/).
Poté byl analyzovan dataset pro populacni sit’ (jen E. moschata, minimalizovana chybg&jici
data, 16 vzork, alignment délky 770bp) \% software PopArt
(http://popart.otago.ac.nz/index.shtml, Bandelt et al.; 1999, Leigh a Bryan, 2015) algoritmem

pro median joing network.
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44, RAD seq

4.4.1. Priprava knihoven ddRAD

Pro pfipravu knihoven na sekvenovani byl pouzit protokol double-digest RAD seq

(ddRAD seq). Bylo vybrano 24 vzorka chobotnic z nékolika lokalit Sttedozemniho mofte

(Tab. I). Koncentrace DNA kazdého vzorku byla méfena pomoci Quibit 2.0 Broad Range.

Ptiprava knihovny ddRAD se fidila mirn¢ upravenym protokolem Peterson et al. (2012).

Postup pro ptipravu knihoven pro Illuminu metodou ddRAD byl nasledujici:

Nejdfive byla provedena restrikce. Bylo pouzito 300 ng genomické DNA z kazdého
jedince. Nasledné byly pridany dva restrikéni enzymy Sphl + Mlucl. Reakéni smés
0 objemu 30 pl obsahovala 3 pl CutSmart(™) buffer, Sphl = 0,7 pul, Mlucl = 2 pl,
a individudlni mnozstvi H,O. Poté byly vzorky ulozeny do termobloku a inkubovany
pti 37°C po dobu 3h.

Produkt $tépeni byl purifikovan pomoci magnetickych kulicek AMPure XP beads.
Ke kazdému vzorku o objemu 30 ul bylo pfidano 45 ul (1,5x objem vzorku) roztoku
s kulickami. Vzorky se nechaly odstit 15 minut, aby se navazaly fragmenty
na kulicky. Zkumavky byly umistény do magnetického separatoru, dokud nebyl
supernatant ¢isty. Supernatant byl odstranén aniz by se zkumavka odstranila
ze stojanku. Vzorky byly dvakrat precistény 80% etanolem o objemu 200 pl.
Nasledné bylo ptidano 40 pl eluéniho TE pufru, aby se pelet rozptylil. Po uplynuti 1
minuty se zkumavky umistily znovu do magnetickych stojani a supernatant byl
pfenesen do Cistych zkumavek.

Naésledujicim krokem byla kvantifikace. Koncentrace byla zmétena na pfistroji Qubit
2.0 Broad Range. Postupovalo se podle pokynil vyrobce.

Poté nasledovala ligace. Na tuto reakci bylo pouzito 40 pl vzorku. K DNA bylo
pfidano 100 ng restrikéniho produktu. Poté byly pfidany dva adaptéry (Tab. V;
Peterson et al., 2012) MID P1 a P2 o objemu 0,1 pul a barcodes (Tab. VI), které byly
individualni pro kazdy vzorek, o objemu 1,6 ul (0,5 pmol/ul). Pak 0,1 ul T4 DNA
ligdzy, 4 pl 10x T4 pufru a individudlné byla doplnéna voda do 40 pl. Ligaéni reakce
byla provadéna v termalnim cyklovaci Eppendorf (ligace 23 © C / 30 min, deaktivace

ligazy 65 © C/ 10 min, pomalé chlazeni 41x [64 ° C, -1 ° C/ cyklus, 45s]).
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o Dalsim krokem byl poolplex. Vsech 24 vzorkd, lisicich se v individualnim barcode
adaptéru, bylo smichano a ptecisténo s AMPure UP beads (s pomérem 1,5). Finalni
eluce byla do 1x TE pufru o objemu 30 pl.

e Nasledovala selekce podle délky fragmenti (fraction selection). Selekce probihala
na pfistroji PippinPrep (Sage Science). Postupovalo se podle pokyntli vyrobce.

o Poté prob¢hla PCR amplifikace s primery obsahujicimi indexy pro multiplex
k pouziti na jedné drazce Illumina. Produkty z PippinPrep separace byly rozdéleny
do 3 reakci, aby se zabranilo chybé PCR. Byl pouzit PCR protokol QIAGEN
Multiplex PCR kit. Reakéni smés obsahovala: 2x Multiplex PCR Master Mix 8§ pl,1
ul forward a reverse primeru, 2 ul DNA a 4 ul H,O. Produkty PCR amplifikace byly
vizualizovany pomoci gelové elektroforézy a BIORAD GEL Dock EZ imageru
(na 2% agarozovém gelu).

e Vsechny PCR reakce byly smichany zpét do jedné zkumavky a nasledné precistény

s AMPure XP beads a kvantifikovany na Qubit 2.0 kit DNA Broad range.

Tab. V: Sekvence adaptéru pouzitych pro Illuminu.

Adaptér Sekvence
P1 TACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

P2

4.4.2. IHHlumina

Vzorky byly sekvenovany na pfistroji Illumina HiSeq 2000/2500 (125 bp, paired-

end, chemistry v4) na jedné lane v institutu Embl, Gencore, Heidelberg, Némecko.
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Tab. VI: Prehled sekvenci individudlnich barcodes pouzitych pro rozliseni jednotlivych

vzorku.

Barcodes jedinci
CTGCG OEIT1H
CTGTC OEIT3H
CTTGG OEIT5H
GACAC OEIC2H
GAGAT OEIC5H
GAGTC OEIC6 H
GCCGT OCEP7H
GCTGA OECP 10H
GGATA OEIS1H
GGCCA OEIS 4 H
GGCTC OEIL6 H
GTAGT OEIG7H
GTCCG | OEIG10H
GTCGA OEIV 11H
TACCG OEIV 13 H
TACGT OEIV 14 H
TAGTA OEIR 17 H
TATAC OEIR 18 H
TCACG OEIM1H
TCAGT OEIM 2 H
TCCGG OEV2H
TCTGC OEV 3H
TGGAA OeT3H
TTACC OeT4 H
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4.43. Zpracovani dat
4.4.3.1. Stacks

Cisténi dat

Osekvenované knihovny z Illuminy byly zpracovany pomoci softwaru Stacks

(Catchen et al. 2011). Tento program byl vytvofeny za ucelem zpracovani dat, které byly

vyprodukovany enzymatickymi restrikénimi metodami (RAD seq). Z téchto dat se nasledné

mohou vytvaret genetické mapy nebo genomické a fylogenetické analyzy. Postupovalo

se podle manualu (http://catchenlab.life.illinois.edu/stacks/manual/).

Nejdiive byla data pfeciSténa pomoci programu process_radtags. Pomoci tohoto
kroku byly odfiltrovany adaptéry od naSich originalnich vzorkt, vyfazeny sekvence
s nizkou kvalitou a roztfidény dle barcode na jedince. Jako vstupni soubor byly
pouzity raw data (reads) z [lluminy.

Poté byl spustén skript:

process_radtags -T 16 --paired -p ./raw_zip -b barcodes_Ele01 --inline_null -0
Jdada/output_PRO1/ -c -q -r --renz_1 sphl --renz_2 mluCl --adapter_1
TACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT --adapter_2
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT --adapter_mm O --
filter_illumina,

kde moZznost - T znamen4, kolik jader bude tento program vyuZzivat,

--paired udava paired end nastaveni,

-p specifikuje cestu k raw datum,

-b uréuje cestu k textovému souboru s barcody (barcody v jednom sloupci, v druhém
sloupci odpovidajici kody jedinct),

-inline_null uréuje podobu barcodu (toto nastaveni bylo vybrano, jelikoz barcode byl
vlozeny v sekvenci),

-o determinuje cestu, kam maji byt vysledledné files ukladany,

-c Cisti data a odstraniuje kazdy read, ktery ma nejasnou bazi,

-q odstranuje ready s nizkou kvalitou,

-r vytvaii vysledny soubor s barcody a RAD seq.

Dale byly specifikovany restrikéni enzymy --renz_1 sphl --renz_2 mluCl,

nasledné byly uréeny sekvence a moznosti adaptéri:

--adapter_1 TACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
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--adapter_2 GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT,
--adapter_mm, ktery urCovalo pocet mismatches povolenych v sekvenci adaptéru.
Nakonec bylo zaddno nastaveni --filter illumina, které filtruje ready, které filtry
[lluminy oznacily za chybné.

e Vystup programu process_radtags obsahoval 4 soubory pro kazdy vzorek (jedince),
sample_X.1.fq, sample_X.2.fq, sample_X.rem.1.fq, sample_X.rem.2.fq, kde X
nahrazuje zkratku vzorku. V souborech Y.fq byla piec¢isténa data obou paired-end
koncti a v souborech rem.Y.fq jsou vyfazena data téchto paired-end vzorka kvuli

nizské kvalité. Y nahrazuje ¢islo, podle kterého je oznacené jedno z paired-end cteni.

Denovo_map.pl

Nésledujicim krokem bylo zpracovani genomovych dat (vybranych RAD seq).
Jelikoz neni k dispozici referenéni genom, byl pouzit program denovo_map.pl, ktery pro
spravné fungovani pottebuje popula¢ni mapu. Popula¢ni mapy zajist'uji informaci o zarazeni
vzorkd do patficnych populaci. Tento program vyuziva vSechny komponenty Stacks
a vytvoii linkage mapu anebo identifikuje alely v setu populaci.

e Nejprve byly vytvofeny populaéni mapy v podob¢ textového souboru, kde v jednom
sloupci byly sepsany kody jedinct, a v druhém sloupci oddélenym tabulatorem byli
tito jedinci rozdé€leni do populaci. Byla provedena 3 rizné rozdéleni populaci (Tab.
VII).

o Vrozd¢€leni ,,sea” oznaceni znaci:
POP1 populaci Eledone cirrhosa v Tyrhénském mofti,
POP2 E. moschata v Tyrhénském moti,
POP3 E. moschata v Jaderském moii,
POP4 Octopus vulgaris, v Tyrhénském mofi,
POP5 Eledone cirrhosa v Jaderském mofi.
oV jemng&jSim rozdé€leni populaci ,,area” bylo rozdéleni vice specifikované:
POP1 Eledone cirrhosa v Tyrhénském mofi v oblasti Sardinie,
POP2 E. moschata, Tyrhénské mote
POP3 E. moschata, Jaderské moie, Chorvatsko,
POP4 Eledone cirrhosa, zapadni pobftezi Italie,
POPS5 E. moschata, Tyrhénské mote zapadni pobiezi Italie,

POP6 E. moschata, Jaderské mote, vychodni pobiezi Italie,
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POP7 Octopus vulgaris, Sicilie,
POP8 Eledone cirrhosa, Jaderské moie, Chorvatsko.
o Poslednim nejjemné&jsim rozdélenim bylo rozdéleni ,,locality”:

POP1 Eledone cirrhosa, Tyrhénské mofte, Sardinie,

POP2 E. moschata, Tyrhénské mote, Sardinie,

POP3 E. moschata, Jaderské mofte, Istrie,

POP4 Eledone cirrhosa. Tyrhénské moie, LaSpezia,

POP5 Eledone moachata, Tyrhénské mofie, La Spezia

POPG6 E. moschata, Tyrhénské mote, Livorno,

POP7 E. moschata, Tyrhénské mote, Gaeta,

POP8 E. moschata, Jaderské moie,Vieste,

POP9 E. Moschata, Jaderské moie, Rimini,

POP10 Octopus vulgaris, Sicily,

POP11 Eledone cirrhosa, Jaderské mote, Trogir.
Vstupni soubor pro program denovo_map.pl byl vystupnim souborem programu
process_radtags.
Spoustéci script byl nasledujici:
denovo_map.pl -T 8 -m 3 -M 4 -n 4 -0 ./dada/denovo/ --samples ./dada/output_PR0O1/
--popmap ./dada/popmaps/popmap —paired.
Jelikoz data byla paired-end, uzilo se nastaveni —paired,
dal$im nastavenim bylo -T, které urcuje, s kolika jadry bude program pracovat,
-m hloubka prosekvenovani lokust,
-M stanovuje pocet neshod (mismatches) povolenych mezi Stacks v ramci individui
u ustacks a -n u cstacks,
-o urcuje, kam se vystupni data budou ukléadat,
--samples vymezuje cestu, kde jsou uloZzené vystupni data z programu
process_radtags.
--popmap stanovuje cestu, kde je mozné najit text file s rozd¢élenim jedinct
do populaci.
Timto krokem byly vybudovany soubory shodnych kratkych sekvenci, z nichz byly
nasledné sestaveny lokusy. Vystupnim souborem byly katalogy SNP.
Jelikoz se zjistilo, ze ne vSechny vzorky byly skute¢né druhu E. moschata, celé
Stacks se projelo znova jen se vzorky E. moschata.
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o Popula¢ni mapy byly rozdéleny také podle 3 tirovni rozdéleni: hrubé rozdéleni
,,5ea”, stiedni rozdéleni ,,area” a jemné rozdéleni ,,locality” (Tab. VII ).
oV rozdéleni ,,sea” oznaceni POP1 znaci populaci E. moschata v Tyrhénském
mofi, POP2 E. moschata v Jaderském mofi
o 'V jemngj$im rozd¢€leni populaci ,,area” bylo rozdé€leni vice specifikované:
POP1 Eledone moschata, Tyrhénské moie
POP2 E. moschata, Jaderské moie, Chorvatsko,
POP3 E. moschata, Tyrhénské mofte zapadni pobiezi Italie,
POP4 E. moschata, Jaderské mote, vychodni pobiezi Italie.
o Poslednim nejjemnéjsim rozdélenim bylo rozdéleni ,,locality”:
POP1 Eledone moschata, Tyrhénské mofe, Sardinie,
POP2 E. moschata, Jaderské mofte, Istrie,
POP3 E. moschata, Tyrhénské mote, Livorno,
POP4 E. moschata, Tyrhénské mote, Gaeta,
POPS5 E. moschata, Jaderské moie,Vieste,

POP6 E. moschata, Jaderské mofe, Rimini.

Populations

Program populations vypocitava populaéni statistiky jako naptiklad m, Fis a Fst. Program

vypsal jednotlivé nukleotidové polymorfismy (site level SNP calls) ve formatu variant call

format (VCF) a také zpracoval SNPs pro analyzu v programu STRUCTURE nebo ve Phylip

formatu pro fylogenetickou analyzu.

Spoustéci skript vypadal takto:

populations -P denovo_output/denovo_area/abc/ -M popmaps/popmap_area_abc --
genepop --fstats --hwe --smooth --structure --write_single_snp -t 16 —vcf.
Nastaveni -P urcuje cestu k vystupnim datlim z programu denovo_map.pl,

-M specifikuje cestu k populaénim mapam,

-t urcéuje pocet jader,

--genepop poskytuje data pro program GenePop,

--structure pro program Structure,

--fstats porovnava populace mezi sebou a pocita F.; statistiku,

--hwe vypocitava odlisnost od Hardy-Weinbergovy rovnovahy na kazdy lokus,

--smooth umoznuje kernel-smoothed 7, Fis, Fsr, Fst, @ ®gt Statistiky,
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--write_single snp omezuje analyzu dat pouze na prvni SNP na lokus,

--vef umoziuje vystup SNPs ve Variant Call Format (VCF).

Tab. VII: Rozdéleni vSech jedinct do populaci.

Jedinec sea area locality
OEIT1H POP1 POP1 POP1
OEIT 3H POP1 POP1 POP1
OEITSH POP1 POP1 POP1
OEIC2H POP2 POP2 POP2
OEIC5H POP2 POP2 POP2
OEIC6 H POP2 POP2 POP2
OECP 7H POP3 POP3 POP3
OECP10H POP3 POP3 POP3
OEIS1H POP1 POP4 POP4
OEIS4H POP2 POP5 POPS5
OEIL6H POP2 POP5 POP6
OEIG7H POP2 POPS POP7
OEIG10H POP2 POP5 POP7
OEIV11H POP3 POP6 POP8
OEIV 13 H POP3 POP6 POP8
OEIV 14 H POP3 POP6 POP8
OEIR17H POP3 POP6 POP9
OEIR 18 H POP3 POP6 POP9
OEIM1H POP4 POP7 POP10
OEIM2H POP4 POP7 POP10
OEV2H POP3 POP3 POP3
OEV 3H POP3 POP3 POP3

OeT3H POP5 POP8 POP11

OeT4 H POPS POP8 POP11
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Tab. VII: Rozdéleni jedinct Eledone moschata do populaci.

Jedinec sea area locality
OEIC2H POP1 POP1 POP1
OEIC5H POP1 POP1 POP1
OEIC6 H POP1 POP1 POP1
OECP 7 H POP2 POP2 POP2
OECP 10H POP2 POP2 POP2
OEIS4 H POP1 POP3 POP3
OEIL6 H POP1 POP3 POP3
OEIG7H POP1 POP3 POP4
OEIG10H POP1 POP3 POP4
OEIV 11 H POP2 POP4 POP5
OEIV 13 H POP2 POP4 POP5
OEIV 14 H POP2 POP4 POP5
OEIR17H POP2 POP4 POP6
OEIR 18 H POP2 POP4 POP6
OEV2H POP2 POP2 POP2
OEV 3H POP2 POP2 POP2
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4.4.3.2. Finerad structure

Pomoci programu fineRADstructure (Malinsky et al., 2018) Ize zkoumat populacni
strukturu. Celogenomova data ziskand RAD sekvenovanim jsou zpracovany metodou
coancestry matrix. Tato metoda meéfi spolecny piivod vSech jedincti a hledd nejblizsi
haplotyp pomoci MCMC (Markov chain Monte Carlo) klastrovaciho algoritmu.
Analyzovani byli jen jedinci E. moschata. Vystupni data byla zpracovana v prostiedi R (R
Core Team 2013), v programu RStudio (RStudio Team, 2015) pomoci upravenych skriptii
podle Malinsky et al. (2018).

e Nejdiive byla vypocitana co-ancestry matrix pomoci skriptu:
/home/vacatko/Programs/fineRADstructure/RADpainter paint
EM_S_populations.haplotypes.tsv.min2.finerad,
kde byl uveden jako vstupni soubor soubor z programu populations
populations.haplotypes.tsv.

e Nasledné byly jedinci ptidé€leny do populaci skriptem:
/home/vacatko/Programs/fineRADstructure/finestructure -x 100000 -y 100000 -z
1000 EM_S_populations.haplotypes.tsv.min2_chunks.out
EM_S_populations.haplotypes.tsv.min2_chunks.mcmc.xml

o nastaveni -x uréuje pocet pocatecnich kroku, které nejsou v analyze zahrnuty
(burn-in) v interakcich pro metodu MCMC
-y pocet iteraci vzorku pro metodu MCMC (vychozi: 1000),
-z uzky interval ve vystupnim souboru pro metodu MCMC.

o Pak byl vytvofen ptibuzensky strom diky skriptu:
/home/vacatko/Programs/fineRADstructure/finestructure -m T -x 100000
EM_S_populations.haplotypes.tsv.min2_chunks.out
EM_S_populations.haplotypes.tsv.min2_chunks.mcmc.xml
EM_S_populations.haplotypes.tsv.min2_chunks.mcmcTree.xml.

e Vysledné dokumenty byly zpracovany v R (R Core Team 2013).
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5. Vysledky

5.1. Jednogenova analyza
5.1.1. Fylogeneticky strom

Z fylogenetického stromu (24 sekvenci a 3 referencni sekvence; Obr. 4) Ize vycist,
ze nekteré vzorky pivodné oznacené, jako Eledone moschata maji blize k Eledone cirrhosa
(vzorky OEIS 1 H, OEIT 1 H, OEIT 3 H, OEIT 4 H, OEIT 5 H, OET 3 H) a Octopus
vulgaris (vzorky OEIM 1 H, OEIM 2 H), coz ukazuje, Ze béhem sbéru vzorkd doslo
k zamén¢ druhti. Tyto vzorky byly dale v popula¢nich analyzidch bud vynechdny, nebo
oznaceny jako samostatné populace. Je také vidét, ze vzorky Eledone moschata vytvari dve
skupiny a déli se na populaci v Tyrhénském a Jaderském mofi, nicméné tyto skupiny nejsou
vyznamné oddé¢lené. Uvniti téchto podskupin na fylogenetickém stromu neni Zadna dalsi

struktura patrna.

28



80.8/86 ¢ oEIMIH
100/100

OEIM2H

OctopusVulgaris_AB158363

OEIS1H
78.8/73

86.2/78|*  OEIT1H

37.3/74 OET4H
99.8/100 OEITSH

OEIT3H
OET3H
EledoneCirrhosa_KM517898

OEIC2H

100/100

OEIG7H

OQEIC6H

OEIL6H

QEIC5H

99.9/100 *  OEIG10H

OEV2H

e OEV3H
73.6/90

OEIR18H
OEIR17H
OEIV11H
OEIV13H
OEIV14H
OECP10H

QECP7H
86.1/88

EledoneMoschata_KP693816

Obr. 4: Fylogeneticky strom genu COI. Pro sestaveni tohoto stromu bylo pouzito 24 nasich
sekvenci a 3 sekvenci referen¢nich: Eledone moschata (accession number KP693816),

Eledone cirrhosa (KM517898) and Octopus vulgaris (AB158363). Alignment byl dlouhy
1035 bp.
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5.1.2. Populacni sit’

Byla vytvofena populacni sit pro zkoumdni vztahi mezi skupinami haplotypt

v souvislosti s jejich ptivodem (obr. 5).

AdriatcPula
AdriaticRimini
adriaticvieste
TyrrhenianSardinia
TyrrhenianGaeta
TyrrhenianLivarno

000000

Obr. 5: Sit" haplotypi COIl Eledone moschata. Bylo vyuzito 16 sekvenci pro vytvofeni
populacni sité. Odstiny modré a riZzové predstavuji jedince v Jaderském mofi, odstiny zelené
jedince v Tyrhénském mofi. Kolmé carky na propojovacich piimkach mezi haplotypy
znazoriuji pocet bodovych mutaci mezi nimi.

Z populaéni sité (Obr. 5) Ize vycist, ze vzorky z Tyrhénského a Jaderského moie maji
jasn¢ oddélené populace 3 konstantnimi bodovymi mutacemi (SNP), uvniti téchto skupin
je geneticka struktura homogenni (v obou populacich pouze jediny vzorek s jinym, nez

centralnim haplotypem).
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5.2. Celogenomova analyza
5.2.1.  Stacks

process_radtags
Process_radtags odfiltroval z divodu $patné kvality 2,9 % readu (viz tab IX).

Tab. IX: Filtrovana data.

Celkovy pocet sekvenci 48775942

Neuspésné filtrované ready 0

Ready obsahujici sekvence adaptéri | 66481

Nenalezené barcody 580336

Nizka kvalita 338850

Nejednoznaény RAD seq 443104
Ponechané ready 47347171

denovo_map.pl
Po spusténi programu denovo_map.pl se vytvorily katalogy SNP. Tento program
poskytoval informaci i genomové coverage (viz piilohy Tab. 1X). Rozpéti coverage bylo od
5,63x do 20,07x. Po této analyze zlstalo 323784 lokust s 146074 variabilnimi misty.
Nasledn¢ byl program spustén jen pro vzorky Eledone moschata. Genomova

coverage byla stejna. Po této analyze zlstalo 137421 lokusti s 73989 variabilnimi misty.

populations

Timto krokem byly vypocteny zakladni statistiky populacni genetiky. Zaméftili jsme
se na Ogr, kterd vyjadiuje genetické vzdalenosti mezi populacemi. Statistiky (Tab. X) byly
vypocitany pro dataset obsahujici njen E. moschata. Po této analyze ziistalo 323784 lokust

s 75866 variabilnimi misty.
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Tab. X: Genetickd diverzita populaci (®st priméry) pro vSechny vzorky s rozdélenim
populaci ,,area”: POP1 Eledone cirrhosa, Tyrhénské mote, Sardinie, POP2 Eledone
moschata, Tyrhénské moie, Sardinie, POP3 Eledone moschata, Jaderské moie, Chorvatsko,
POP4 Eledone cirrhosa, Tyrhénské mote, zapadni pobiezi Italie, POP5 Eledone moschata,
Tyrhénské mote, zapadni pobiezi Italie, POP6, Eledone moschata, Jaderské mote, vychodni
pobiezi Italie, POP7 Octopus vulgaris, Sicilie, POP8 Eledone cirrhosa, Jaderské moie,

Chorvatsko.
POP1 POP2 POP3 POP4 POP5 POP6 POP7 POP8
POP1 0,73737 | 0,84957 | 0,21604 | 0,61049 | 0,40927 1 0,14951
POP2 0,29568 | 0,89372 | 0,08547 | 0,26077 | 0,79167 | 0,8246
POP3 0,8212 | 0,24413 | 0,03677 | 0,01597 | 0,83022
POP4 0,90158 | 0,84605 | 0,89543 | 0,03492
POP5 0,21656 | 0,66667 | 0,84019
POP6 0,23768 | 0,80686
POP7 0,72222

Z tabulky (Tab. X) je patrné, Ze se vétSina nastavenych populaci od sebe vyznamné
lisi (hodnoty ®st vétsi nez 0,3). Nicméné nékteré hodnoty jsou vSak obtizné biologicky
vysvétlitelné (POP7 - Octopus vulgaris v porovnani s Eledone moschata POP3 kdy ®st =
0,016 a POP6 kdy ®st = 0,238).

Statistiky se dale pogitaly jen pro vzorky E. moschata. Resila se tii riizna rozdé&leni
do populaci: rozdéleni hrubé ,,sea”, stiedni ,,area” a nejjemnéjsi ,,locality”. Po této analyze
zlstalo 137421 lokust s 38548 variabilnimi misty. Tento program vygeneroval také graf,
ktery ukazoval chybgjici data kazdého vzorku (Obr. 6). Déle byly vypocteny ®gr statistiky
pro tento dataset (Tab. X1, Tab. XII, Tab. XIII).
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38548 loci analyzed (excluding invariants)
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Obr. 6: Chybé¢jici data pro kazdého jedince.

Z obrazku lze vycist, Ze chybéjici data jsou rozlozena nerovnomérné a jejich rozpéti

je od 30% az skoro do 80 %.

V hrubém rozliSeni ,,sea” (Tab. XI) byla vypocitand geneticka vzdalenost mezi

OEV3H

OEIS4H

populacemi v Tyrhenském a Jaderském mofi.

Tab. XI: Geneticka diverzita (Ost priméry) populaci E. moschata s rozdélenim populaci

,,5ea”: POP1 E. moschata v Tyrhénském moti, POP2 E. moschata v Jaderském mofi.

OEIL6H

OEIG7H
OEIG10H

POP1

POP2

POP1

0,233559

Z vysledku ®gr statistiky (Tab. XI) vyplyva, ze populace E. moschata z Jaderského
a Tyrhénského mote jsou divergované (®st= 0,234). Pomérmné vysoké hodnoty znaci vétsi

genetickou vzdalenost mezi populacemi.
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Jemn&jSim rozdélenim ,,area” (Tab. XII) byla zkoumana jemnéjSi genetickd
struktura, kdy se jedinci rozdélili do vicero populaci: pobtezi Chorvatska, Sardinie a déle

vychodni a zdpadni pobiezi Italie.

Tab. XII: Geneticka diverzita (®st priméry) populaci E. moschata s rozdélenim populaci
,,area”. Rozdéleni populaci : POP1 Eledone moschata, Tyrhénské mote, Sardinie POP2 E.
moschata, Jaderské moie, Chorvatsko, POP3 E. moschata, Tyrhénské moie zapadni pobiezi

Italie, POP4 E. moschata, Jaderské mote, vychodni pobiezi Italie.

POP1 POP2 POP3 POP4
POP1 0,299063 | 0,0872585 | 0,264215
POP2 0,247521 | 0,0404876
POP3 0,220334

Toto rozdéleni potvrzuje hypotézu odlisnosti populaci v Jaderském a Tyrhénském
mofi. Diky nizkym hodnotam mezi populacemi ¢. 1 a 3 (®st=0,087) i 2 a 4 (Ost =0,041)
je zjevné, Ze maji mezi sebou malou genetickou vzdalenost a lze tyto populace oznacit za

v

stejné. Geneticky nejvzdalené;jsi jsou populace od pobtezi Sardinie a Chorvatska (®st =
0,299).

V nejemnéjSim rozdéleni
,locality” (Tab. XII) byla zkoumana jemné&jsi geneticka vzdalenost, kdy se jedinci

rozdélili populaci podle lokalit, kde byli sebrani.
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Tab. XIII: Geneticka diverzita populaci E. moschata (®st pruméry) s rozdélenim populaci

,locality”: POP1 Eledone moschata, Tyrhénské mote, Sardinie, POP2 E.
Jaderské mote, Istrie, POP3 E. moschata, Tyrhénské moie, Livorno, POP4 E.
Tyrhénské moie, Gaeta, POP5 E. moschata, Jaderské mote, Vieste, POP6 E.

Jaderské mote, Rimini.

moschata,
moschata,

moschata,

POP1 POP2 POP3 POP4 POP5 POP6
POP1 0,297683 | 0,0897481 | 0,111533 | 0,268978 | 0,296062
POP2 0,262825 | 0,249078 | 0,0741162 | 0,00496087
POP3 0,00597018 | 0,225274 | 0,246277
POP4 0,214451 | 0,232382
POP5 0,058147

Nejjemnéjsi rozdéleni ukazuje, Ze i v populaci z Tyrhénského moie jsou si jedinci

lehce geneticky vzdaleni, jak tomu je mezi populacemi z oblasti Sardinie a Gaeta (Ost =

0,112).
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5.2.2. FineRAD structure

Metodou FineRAD structure bylo zpracovano 37509 lokusii pro 16 vzorkd. Tento
program vygeneroval co-ancestry matici a také strom. Vysledkem byl graf (Obr. 7), ktery
ukazuje varianci uvniti populaci. Z grafu Ize vycist jasna odliSnost vzorkd v Tyrhénském
a Jaderském mofi. Z grafu je zaroven patrné jemng&jsi strukturovani uvnitf populaci v kazdém

mofi.
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Obr. 7: Popula¢ni struktura jedincti E. moschata. Barevna stupnice vyznacuje rozsah sdileni

lokust mezi jednotlivci.
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6. Diskuze

Fylogenetickd analyza probihala na 24 vzorcich. Sekvence mitochondrialniho genu
COI byly porovnany s referen¢ni sekvenci Eledone moschata, Eledone cirrhosa a Octopus
vulgaris. Jen 16 vzorku se skutecné zaradilo nejblize referencni sekvenci Eledone moschata,
dalsich 6 vzorki mélo blize k referenéni sekvenci Eledone cirrhosa a dokonce dva vzorky
byly zafazeny k referen¢ni sekvenci Octopus vulgaris. Vzorky pozdéji oznacené jako
Octopus vulgaris byly sebrany kolegou, ktery nebyl obeznamen s morfologii studovaného
druhu. Pro dalsi analyzy by bylo tedy vhodnéjsi provadét sbér vzorkii pod dohledem
zkusen¢ho pracovnika anebo poskytnout kolegim ptesnéjsi informace. Nicméné i druhy
Eledone moschata a Eledone cirrhosa jsou si morfologicky velmi podobné a je snadné
si je zam&nit mezi sebou, obzvlast kdyz se jedna o mladsi jedince do cca 15 cm. V ptipadé,
Ze si nejsme jisti spravnosti uréeni druhu, je vhodné si druh ovétit pomoci amplifikace genu
COI univerzalnimi primery pro bezobratlé. Naslednou sekvenaci, porovnanim sekvenci
s databazi GenBank a sestrojenim fylogenetického stromu nebo populaéni struktury lze
v tomto piipadé druh bezpecné urdit, jak je vidét i v piipadé této prace (viz Obr. 4 a Obr. 5).

Populaéni struktura hlavonozci je velice malo prozkoumana. Ve studované oblasti
Stfedozemniho mofte byla zkoumana populacni struktura Octopus vulgaris ve vicero studiich
s ruznymi genetickymi markery. Maltagliati et al. (2002) zkoumali genetickou strukturu
s pouzitim alozymu a porovnavali populace Sicilie a Kréty, které byly geneticky vzdalené
od zapadni ¢asti Stfedozemniho mote S nejasnou strukturou mezi ostatnimi populacemi
v severozapadni oblasti Sttedozemniho mote. Casu et al. (2002) pak s ¢asti této populace
pracovali a zkoumali strukturu populace pomoci jednoho mikrosatelitového lokusu a zjistili
vyznamnou populaéni strukturu v rdmci celého Stfedozemniho mote. Prace Keskina a Atara
(2011) zkoumala genetickou strukturu O. vulgaris podél tureckého pobiezi s pouzitim
mitochondrialnich markeri a naSla dva klastry kompatibilni s geografickou vzdalenosti,
jeden na vychodnim a druhy na jiznim pobtezi zem¢. Pomoci mitochondridlniho markeru
cytochromoxidazy III studovali Fadhlaoui-Zid et al. (2012) genetickou strukturu O. vulgaris
Vv centralnim Stfedozemnim moii v oblasti mezi Sicilii a Tuniskem. Byla zjiS§téna vyznamna
genetickd  struktura a také vysoka genetickd divergence mezi zépadnimi
a vychodnimi vzorky, kterd by mohla byt interpretovana jako bod zlomu mezi zdpadnim

a vychodnim Stfedomofi.
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Vychodni a zapadni stfedomoiské populace se zdaji byt oddélené u nékolika
motskych druhd. Tento jev se muze projevovat v disledku glacialni nebo postglacidlni
evolu¢ni historie mofe a soucasnych moiskych proudii (napf. pro moiské travy Posidonia
oceanica (Serra et al., 2010); pro ryby Dicentrarchus labrax (Bahri-Sfar et al., 2000).
Popula¢né genomicka metoda (RAD seq) zatim na populaéni strukturu chobotnic ani na jiné
hlavonozce nebyla pouzita. V ramci Stfedozemniho moie byla studovéna populace
endemické ryby Symphodus tinca pomoci metody GBS. Byli studovani jedinci ze Sesti mist
v Jaderském a Jonském moii a ziskalo se 4 155 SNPs. Touto praci byla zjisténa diferenciace

organismu v ramci Jaderského mofe v severni a jizni oblasti.

Velice podobn¢ jako u studie Fadhlaoui-Zid et al. (2012) vysly vysledky i v této
praci s mitochondridlnim markerem COI. Z fylogenetického stromu (Obr. 4) 1 z populaéni
sit¢ COI (Obr. 5) lze vypozorovat, ze struktura populace Eledone moschata koreluje
s geografickym pivodem. Jedinci jsou jasné rozdéleni do dvou populaci a to do populace
v Tyrhénském a Jaderském mofi. Nejednd se o oblasti oddélené jasnou geografickou
bariérou, je ale mozné, Ze struktura populace je ovlivnéna i moiskymi proudy a moiskymi

bariérami (fronts).

Toto tvrzeni potvrzuji vysledky ®s7 statistiky (Tab. XI, Tab. XII, Tab. XIII).
Narozdil od zdkladni statistiky Fsr je statistika @st relativné neovlivnéna fenoménem vysoké
alelické diverzity, ktera snizuje odhady genetické diferenciace (Bird et al., 2011). Diky
vy$§im hodnotam statistiky s rozdélenim ,,sea” (Tab. XI) se zda, Ze mezi vzdalengjSimi
populacemi z Tyrhénského a Jaderského mote existuje diferenciace. Jemn¢jsi statistiky (Tab
XII, Tab XIII) potvrzuji toto rozdéleni. Mezi vzorky z Tyrhénského 1 Jaderského mote jsou
vyrazn¢ niz§i hodnoty ®st oproti porovnani téchto populaci mezi sebou. Bylo by vSak
vhodné tuto hypotézu ovéfit pomoci Mantelova testu (IBD). Podle tabulky (Tab. X)
je zjevné, ze ®st porovnani mezi druhy miize byt zkreslené, pravdépodobné kvili mélo
spole¢nym lokustim.

Populacni strukturu mutzeme pozorovat diky koancestralni shlukovaci analyze
(fineRADstructure, Obr. 7). Vnitini populacni struktura je ziejma i pies nizsi pocet vzorkt
v analyze. Geografické oblasti Tyrhénského a Jaderského mote jsou jasné oddélené. Jedinci
v Tyrhénském mofi jsou v populacni struktufe jasn€¢ vymezeni do dvou populaci
v oblasti kolem Sardinie a zapadniho pobftezi Italie. Jedinci v Jaderském mofi jsou rozdéleni

do dvou populaci na jizni a severni oblast mote. Nicméné vysledky mohou byt zavadéjici
38



kvtli vysoké hodnoté chybéjicich dat u nekterych vzorkt. Naptiklad vzorek OEIC 2 H, ktery
podle koancestralni shlukovaci analyz tvoii vlastni populaci v Jaderském moti, ma vysoké
procento chybéjicich dat (skoro 80%) a vysledek proto nemusi byt vérohodny.

Porovnanim fylogenetického stromu mitochondridlniho genu COI (Obr. 4)
a koancestralni shlukovaci analyzy (Obr. 7), je na prvni pohled zjevné, Ze koancestralni
shlukovaci analyza vytvofila jemnéjsi populacni strukturu. Tato studie dokazuje, ze metoda
RAD seq je vhodnégjsi pro populacni studie, nez mitochondrialni gen COI, jelikoz dokéze
objasnit 1 jemn¢&;jsi strukturu v ramci populaci.

Tato prace pfinas§i poznatky o populacni strukture Eledone moschata
ve Stfedozemnim mofi. Studium populacni struktury tohoto organismu je zajimavé, jelikoz
se jedna o malo studovany druh a také proto, ze Eledone moschata ¢asto lovena rybafi a pro
ty je dilezité mit povédomi o tom, zda se jedna pouze o jednu populaci anebo vicero. Bylo
by vhodné tuto praci rozsifit o dalsi statistiky, jako je napiiklad Admixture, ktery zkouma
pritomnost DNA jedinci v ramci celé populace a zkoumd tak miru inbreedingu mezi
populacemi, LD (linkage disequilibrium), ktery uréuje nenahodné asociace alel u riznych
lokusi v populaci, a nebo IBD (Isolation by distance), kterd porovnava fyzickou
(geografickou) a genetickou vzdalenost jedinct. Bylo dobré ziskat vice vzorku z vicera
lokalit po celém Stfedozemnim mofi. Lokality, na které by se bylo vhodné zaméfit, jsou
napiiklad oblasti kolem Gibraltarského prilivu, Egejského mote nebo také v okoli Tuniska.
Také by bylo vhodné rozsifit dataset ze stavajicich lokalit a pokraCovat s témito daty

v dikladnéjSim vyzkumu.
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(. Zavér

Na zakladé genetické diferenciace populaci (®st) a koancestralni shlukovaci analyzy
byla objasnéna populacni struktura Eledone moschata. Diky metodé¢ ddRAD a naslednym
next-gen sekvenovanim na platform¢ Illumina byla zjiSténa strukturovanost populace

na jemn¢j$i trovni, nez pomoci analyzy mitochondridlniho genu COI. Pomoci téchto metod

bylo zji$téno, Ze jedinci jsou diverzifikovani dle geografického pivodu.
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9. Prilohy

Tab. IX: Hloubka pokryti studovanych vzorkd.

Jedinec coverage

OEIS1H 14,72x

OEIT1H 6,88x

OEIT3H 7,49X

OEITSH 5,63x

OEIC2H 7,75X

OEIC5H 17,94x

OEIC6H 17,12x

OEIG7H 16,96x

OEIG10H 13,06x

OEIL6H 16,06x

OEIS4H 12,67x

OCEP7H 18,85x

OECP10H 20,07x

OEIV11H 16,17x

OEIV13H 15,38x

OEIV14H 15,78x

OEIR17H 19,95x

OEIR18H 16,94x

OEV2H 16,39x

OEV3H 14,39x

OEIM1H 9,29x

OEIM2H 11,66x

OeT3H 18,69x

OeT4H 16,28x
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