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1. UVOD

Ma prace je soucasti vyzkumu evolucni ekologie mravenci, ktery probihd na Papui Nové
Guinei (PNG) od roku 2003 v ramci projekti Biologického Centra AVCR a Piirodovédecké
fakulty JU. Vyzkum je zaméfen zejména na studium 1) diverzity spoleCenstev mravencli na
lokdlni a regionalni Skale, 2) jejich vzijemnych vztahii a efektu na ostatni hmyz, a 3) na
inventarizaci pralesni fauny, kterd je do velké miry dosud neprobddana (viz. napt. Janda 2007).

Jednim z ptistupt k efektivni inventarizaci bohaté tropické fauny je vyuziti molekularné-
genetickych metod v kombinaci s tradi¢n€j$Simi piistupy (morfologickd taxonomie, digitalni
zobrazovani atd.) (Smith et al. 2005). Tento postup je dilezity zejména v piipadech, kdy mame o
mistni fauné nedostatecné znalosti a zarovei je obtizné predejit nespravné identifikaci druhti, coz
je prave pripad mnohych skupin hmyzu v tropech.

Ma préce se primarné zaméti na studium populaci mravenct druhu Crematogaster polita
Smith F. 1865. Tento melanésky druh muize byt lokalné¢ velmi poc€etny v korunach i podrostu
pralesa (Janda 2007). Jedna se o mravence s velkymi polydomnimi koloniemi a rozsahlymi
teritorii, ktery tak pfedstavuje dilezitou dominantu nizinného lesa s pravdépodobné vyznamnym
vlivem na ostatni faunu korun stromti. Mimo to jde o druh velice morfologicky variabilni, s ¢imz

souvisi 1 jeho obtizn4 identifikace.

Hlavni cile prace
1) popsat lokdlni populacni strukturu Crematogaster polita v ramci nékolika lokalit na
zapadnim pobiezi PNG
2) pokusit se zjistit, zda se jedna o jeden druh ¢i komplex kryptickych druha
3) analyzovat ptibuznost kolonii na skale 2 ha primarniho a sekundarniho lesa a porovnat s
daty o prostorové distribuci téchto kolonii
4) srovnat vypovédni hodnotu standardniho protokolu DNA bracodingu s postupy

zahrnujicimi $ir$i vybér i délky genli a kombinujicimi nékolik metod populacni genetiky

Dalsi eventualné navazujici praci budou porovnani populacni struktury C. polita s dalSimi
austronéskymi druhy mravenct, které budou zpracovany obdobnymi molekuldrné-genetickymi

metodami.



Bakalarska prace meéla byt nejprve laboratorné zaméfena s vlastnimi daty a jejich
zpracovanim. Nasledovala moZnost reSerSe s alespont nékterymi vlastnimi vysledky. Nakonec je
prace zcela reSerSni, coz bylo zplisobeno technickymi problémy s izolaci DNA, ktera se nam
povedla z mravenct extrahovat az koncem minulého roku. Protoze by pravdépodobné nebyla
prace pii odevzdani kompletni (ziskani molekularnich dat a jejich nasledné zpracovani je Casove

narocné), pristoupili jsme tedy na variantu reserse.

Snahou této prace je podat ¢tenafi vycet a zhodnoceni moznych ptistupti pouzivanych pro
studium jejich populaci na lokalni i globalni Skale a identifikaci eventualnich kryptickych druhd.

M¢ pak tato prace bude slouzit jako kvalitni informacni zdroj pro budouci magisterskou praci.

1.1. Biologie rodu Crematogaster

Mravenci rodu Crematogaster (Formicidae: Myrmicinae) tvoii ¢tvrty nejpocetnéjsi rod s
vice nez 430 druhy a celosvétovou distribuci (Bolton 1995). Pievazna vétSina druht je tropickych
a v lesich casto tvofi dominantni prvek stromové fauny. Hnizda jsou vétSinou v mrtvém dieve,
rostlinami, ve kterych také hnizdi (myrmekofyty) (Longino 2003). Nékolik druhti je rozsitenych i
v temperatni zoné, kde mnohem castéji hnizdi na zemi nebo pod kameny (Wheeler 1906).
MuiZzeme nalézt i druhy, které vytvaieji kartonova hnizda na stromech (Wilson 1959).

Crematogaster je mnohdy béZny mravenec hrajici hlavni ekologickou roli v mnoha
tropickych lesich. Kolonie mohou byt veliké az s n¢kolika milidony jedinch pokryvajici cela
stromova patra, nebo malé, zahrnuté¢ v ramci jediné mrtvé vétve. Rozlehlé kolonie jsou obvykle
polydomni s mnoha hnizdy, charakterizované teritorialnim a agresivnim chovanim (Majer et al.
1994, Tschinkel and Hess 1999, Longino 2003).

Rod jako celek je monofyleticky s apomorfii tykajici se morfologie postpetiolu a zadecku
(Longino 2003). Zadec¢ek ma srd¢ity tvar, zezadu Spicaty a postpetiolus pripojeny k dorsalnimu
povrchu ctvrtého abdominalniho ¢lanku. Takze je zadecek zavéSen pod postpetiolem, a ne pouze
posteriorné, jak je obvyklé u ostatnich skupin. Petiolus nema dorsalni pfipojeni, a kdyz je
zadeCek zdvizeny, petiolus pasuje do propodea. Tato kombinace vlastnosti pravdépodobné

souvisi s obrannym nebo utonym chovanim, ve kterém délnice mavaji svymi zadecky ve



vzduchu a vytlacuji kapicku jedu do lopatkovitého zihadla (Buren 1959 ("1958")), i kdyz ne
vSechny druhy toto chovani vykazuji (Davidson 1988).

Na trovni druhti se rod mtze zdat ponckud jednotvarny, ponévadz vykazuje jen malou
variabilitu hlavnich tvarovych ryst. Nicméné rozeznavana druhova diverzita je vysoka, jak v
ramci spolecenstev, tak globalné. Druhy se li§i v detailech tvaru u petiolu a postpetiolu, celkovou
charakteristikou chlupatosti a vrascitosti. Jelikoz rod je béZnym a napadnym prvkem vétSiny

fauny, zvlasté pak v tropech, 1isi se v rdmci regiont i mezi nimi (Bolton 1995).



2. VLASTNOSTI IDEALNIHO MOLEKULOVEHO MARKERU

Ideédlni molekulovy marker by mél byt pfitomny jako jedina kopie (single-copy) v
haploidnim genomu. Jestli je pfitomna vice nez jedna kopie, neni vylouceno, Ze sekvence ziskané
z ruznych jedinct budou z rtiznych (paralognich) kopii genu (Cruickshank 2002). Ziejmé feSeni
je pouzit jen geny, které jsou pouze v jediné kopii. AvSak neni vzdy zfejmé predem, které geny
jsou takto pfitomny. Kromé toho se tyto geny mohou obtizné amplifikovat. Geny v mnoha
kopiich (multiple-copy) mohou byt téz uzite¢né, pokud maji vSechny kopie stejnou sekvenci, tak
aby nezalezelo, kterd kopie je sekvenovana. Takové geny je obecné snadnéjsi amplifikovat, a
zvysit tak vynos dat (Avise 2004).

Diky kodénové struktute protein-kddujicich gent mize byt asi jen tfetina moznych mist
variabilni tak, aniz by doSlo ke zméné v potadi proteinu. Mutace, které zméni protein, budou mit
pravdépodobné skodlivy ucinek na jeho funkci, a proto se takové zmény (nesynonymni mutace)
povazuji za daleko méné pravdépodobné. Kvuli tomu bude pravdépodobné jen maximalné tfetina
sekvenovanych mist fylogeneticky informativni, pfinejmensim pro blizce pfibuzné taxony (Hillis
et al. 1996).

Riizné markery se vyvijeji riznymi rychlostmi, a proto je dalezité si vybrat marker s
patficnym substitu¢nim pomérem, ktery pfislusi k jeho pouziti. Pro blizce ptibuzné druhy bude
potfeba gen s vysokym stupném substituci, aby zajistil dost zmén nahromadénych béhem doby,
ve kterém se taxon vyvijel (Cruickshank 2002).

Pokud se gen méni pfili$ rychle, budou v ném mista, ve kterych doslo ke dvéma nebo vice
substitucim. Jelikoz nésledujici substituce maskuji piedchozi, stava se stale vice obtizné pro
vétSinu fylogenetickych metod zrekonstruovat strom. Tento jev se nazyvéa saturace. Problém
muze byt obnoveny zkreslenim sloZzeni bazi, protoze mnohem pravdépodobnéji druhd zména v
urCitém misté bude reverzni k originalu (napiiklad A — T, nasledn¢ T — A) (Navajas et al.
1996).

Jestlize je slozeni bazi zkreslené, pak se zvysi Sance na stejnou zménu vyskytujici se na
kladogramu vice nez jedenkrat. Toto povede k vy$$imu mnoZzstvi homoplazie ve skupiné dat.
Tento fakt mize byt problémem u mitochondrialnich geni, které maji sklon byt bohaté¢ na AT

(Cruickshank 2002). Naptiklad Navajas a spol. (1996) zjistili, Ze mitochondrialni gen cytochrom



c oxidaza I (COI) u roztoclh skupiny Tetranychidae ma AT obsah az 75 % (95 % v tietich
kodénovych pozicich).

Variabilita ve slozeni bazi mezi taxony mtze byt problémem pro nékteré fylogenetické
analyzy, které mohou seskupovat taxony dohromady kvuli podobnému slozeni bazi spiSe nez
podle skute¢ného sdileného ptivodu (Avise 2004).

Geny, které byly Siroce uZivané v jinych studiich, pfidavaji na hodnoté dat, jelikoz mohou
byt pouzity spolu se sekvencemi z dalSich studii ke konstrukci fylogenezi na Sirsi Skale nebo ve

srovnavacich studiich molekularni evoluce (Hillis et al. 1996).

Molekulovy marker by tedy mél byt lehce alignovatelny, idealné by vSechna mista méla
byt volna pro variabilitu, substituéni rychlost by méla byt natolik vysokd, aby poskytovala
dostatecny pocet informativnich mist, ale tak nizkd, aby se piedeSlo nékolikandsobnym
substitucim. Markery by mély mit pfiblizné stejné slozeni bazi, a toto slozeni by nemélo byt
variabilni mezi druhy (Cruickshank 2002).

Jediny molekulovy marker nemiiZe ale uspokojit vSechny podminky vySe uvedené, a
proto jsem v nasledujicich kapitolach zhodnotila pouziti vybranych markerd. Vybér byl sestaven

z markerii pouzivanych v riznych publikovanych studii zabyvajicich se pfedev§im mravenci.

2.1. Mitochondrialni DNA

Mitochondrialni DNA (mtDNA) je DNA lokalizovand v organelach zvanych
mitochondrie. Je odvozena od kruhového genomu bakterie, kterd byla pohlcena pfedky dneSnich
eukaryotickych bunék. Je odhadovano, Ze kazda mitochondrie obsahuje 2 — 10 kopii mtDNA
(Wiesner et al. 1992), takze kazda somaticka bunika ma pftes tisic kopii mtDNA a oocyty mohou
mit az sto tisic téchto kopii (Hillis et al. 1996).

Mitochondrialni DNA Zivocichi (ebr. 1) je pomérné mald molekula obvykle 16 kpb
dlouha. Koduje 13 proteinti, 2 ribosomdlni RNA a 22 transferovych RNA a obsahuje oblast
kontrolujici replikaci (Crozier et al. 1989).
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Obr. 1: Mitochondridlni DNA Zivocichii

Mitochondrialni DNA je jeden =z nejpouzivanéjSich genetickych markerGi pro
fylogeografické studie zivoc€ichtli, protoze mtDNA je maternalné pfendSena (pfinejmensim ve
veétsing pripadl u vétsiny druhti) (Hillis et al. 1996), nerekombinuje (Rokas et al. 2003) a vSechny
¢asti molekuly sdileji stejny historicky pattern linie spole¢ného ptivodu (Avise 2004), avSak geny
mohou byt funkéné spojené (Rokas et al. 2003).

Zakladni sekvence zivocisné mtDNA se rychle méni (Crozier et al. 1989), proto miize byt
mtDNA pouzitelna pro hodnoceni genetické ptibuznosti jedinct nebo skupin v ramci druhti. Dale
téz pro identifikaci a kvantifikaci fylogeneze (evolucni piibuznosti) v rdmci rozdilnych druht
s podminkou, Ze nejsou pfili§ neurcité pfibuzni (Hillis et al. 1996). V tomto ptipad¢ se nejprve
urci a dale pak srovnavaji mtDNA sekvence z riiznych jedincii nebo druhdi. Vytvofi se sité¢ vztahti
mezi témito sekvencemi, které poskytuji odhad ptibuznosti mezi jedinci (druhy), ktefi mtDNA
poskytli. Tento piistup je limitovan pfedepsanym pomérem sekvencnich zmén v mtDNA (Avise
2004).

Metoda sekvenace mtDNA je dnes masové pouzivana. Byla vyuzita ve studii mnoha
nejruznéjSich organismi (Crozier et al. 1989, Cao et al. 1998, Buckley et al. 2001, Rokas et al.
2003).
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Pouziva se pochopitelné 1 u mravencl, napi. Schlick-Steiner a spol. (2006) studovali
genetickou diverzitu u Mesor cf. struktor ve stiedni Evropé pomoci sekvenovani 1255 pb COI
(cytochrom ¢ oxidazy podjednotky I). Jako studovany material slouzili jedinci ze 40 kolonii
sebranych po celé Evropé. Celkové bylo analyzovano 29 kolonii Mesor cf. structor (zde byl
zahrnut M. structor a t€zce rozliSitelny M. muticus), Ctyti kolonie M. capitatus, ¢tyii M. concolor,
ti1 M. bouvieri. DNA byla extrahovéana z vétSiny jedincli pomoci kitu (Sigma Genelute Extraction
kit), u néckterych vzorkii byla vyuZzita izolace DNA pomoci smeési fenol-chloroform-
isoamylalkohol. V ramci 29 vzorkl uréenych jako M. cf. struktor bylo nalezeno 166 mutaci, na
jejichz zaklad¢€ bylo rozliSeno 16 haplotypti (HT) s maximalni divergenci sekvenci 9.3 %.
Maximalni vnitrodruhova variabilita v ramci M. bouvieri (3 HT), M. cf. concolor (4 HT) a M.
capitatus (3 HT) byla 0.2 — 0.6 %. Minimalni mezidruhova variabilita mezi témito druhy byla od
8.5 do 11.3 %. Sekvenc¢ni divergence byla zkombinovana hodnotou statistické podpory uzla
(metody neighbor-joing (NJ), maximum parsimony (MP), Bayesovska analyza) pro stanoveni
hranic jednotek a bylo vytvoieno Sest linii libovolné oznacenych 1 — 6. Vysledky naznacuji, ze
linie 1 + 2 a 3 + 4 by mohly byt konspecifické. Zvlasté pro linie 1 a 2 je navrzeny nizky stupeni
evoluéni diferenciace kvili absenci specifické kombinace aminokyselin. Tyto druhy mély
vysokou vnitrodruhovou sekvencni divergenci: 2.4 % (1 + 2) a 3.7 % (3 + 4). Pfi nejmensim se
zda byt pravdépodobna existence dvou druhti v ramci analyzovaného M. cf. structor: 1 +2 a3 +
4 + 5 + 6 s minimalni sekvenc¢ni divergenci 7.1 % mezi nimi, ktera je blizko u rozsahu minimalni
mezidruhové divergence M. bouvieri, M. cf. concolor a M. capitatus (8.5 — 11.3 %). Studie tedy
ukazala, ze Mesor cf. struktor neni s nejvétsi pravdépodobnosti jen jeden druh.

Mitochondrialni DNA vyuzili také Savolainen a Vepsalainen (2003) pii rekonstrukci
vztahil mezi volné zijicimi a parazitickymi mravenci rodu Myrmica a pii vytvafeni hypotézy o
roli sympatrické speciace v tomto hostitelsko-parazitickém systému. Ve Finsku byly sebrany tfi
pary parazit-hostitel (M. karajevi — a jeho hostitelské druhy M. sabuleti, scabrinosis a rugulosa),
jeden par v Némecku (M. hirsuta — M. sabuleti) a dalsi par v Anglii (M. microrubra — M. rubra).
Kazdy parazit a hostitel byli sebrdni ze stejného hnizda. Déle byly sebrany jesté ¢tyfi druhy
zrodu Myrmica (M. ruginodis, M. rugulosa, M. hellenica,a M. sulcinodis), vSechny
z neparazitovanych hnizd. U vSech jedincii byly sekvenovany useky cytochromu oxidasy
podjednotky I (COI), podjednotky II (COII) a cytochromu b (celkem 2772 bp). Topologie

vysledného kladogramu podporovala hypotézu autorti, ze hnizdni parazité jsou polyfyleticti a fidi
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se striktni formou Emeryho pravidla (Janda et al. 2004), to znamena, Ze kazdy hnizdni parazit je
nejblizsi ptibuzny svého hostitele. To bylo v souladu s interpretaci, ze kazdy hnizdni parazit
vznikl jako vnitrodruhovy socialni parazit. Takovato evoluce hnizdnich parazitl by znamenala
vicenasobny sympatricky vznik druht.

Avsak Steiner a spol. (2006) ve své praci ukazuji, Zze Myrmica microrubra urCité neni
samostatny druh, ale pouze reprodukéni morfotyp Myrmica rubra. V tomto ptipadé bylo pro
analyzu sebrdano 116 jedinci M. microrubra a 107 M. rubra po celé Evropé (49 lokalit).
Ptibuznost mezi témito dvéma formami byla studovana pomoci mtDNA, nukle4drniho genu ITS,
mikrosateliti a morfometrie. Morfometrickd analyza zahrnovala 141 samic a 47 samci. Pro
analyzu mtDNA bylo vybrano 22 vzorki (ze Sesti lokalit) z materialu, ktery byl morfometricky
zpracovan. U téchto vzorkid byl sekvenovan usek COI, COII a cytochromu b. Pro analyzu
jadernych gent byl vyuzit gen ITS (42 vzorki sekvenovano) a tii mikrosatelity (sekvenovano 5 —
17 vzorkli na lokalitu). Vysledky vyvraci hypotézu dvou samostatnych druhti, ktera byla
publikovana v praci Savolainen a Vepsalainen (2003), avSak ukazuji na moznost existence dvou
morf M. microrubra jako microgynes a M. rubra jako macrogynes.

Problémem v praci Savolainen a Vepsalainen (2003) byla pravdépodobné interpretace
vysledku, které pochazely pouze z mtDNA, navic s velmi nedostatecnym poctem analyzovanych
vzorkl. Je pravda, Ze autofi uvadéji, ze u rodu Myrmica dochazi k minimalni mezidruhové
hybridizaci. Tuto informaci ziskali z dfive publikovanych praci, ale ostatni mozné problémy (viz.
nize) nijak nefesili. Pokud by mély byt vysledky opravdu vérohodné, mély by byt podlozeny i
jinymi metodami jako napft. v praci Steiner a spol. (2006).

Goropashnaya a spol. (2004) studovali ptibuznost Sesti druhti mravenct Formica rufa
group (F. polyctena, F. rufa, F. lugubris, F. paralugubris, F. aquilonia, a F. pratensis). K ziskani
dat ze 44 jedincii (zahrnujicich Sest druhl z Formica rufa group), sebranych z riznych lokalit
v Euroasii, bylo vyuzito 2051 bp fragmentu mtDNA, ktery zahrnoval 1047 bp 5" konce
cytochromu b, 57 bp intergenic region I, 74 bp transferové RNA pro serin, 20 bp intergenic
regionu II, 853 bp 3" konce NADH dehydrogenasy 1. Fylogeneze zalozend na mtDNA ukazuje,
ze Sest druhll Formica rufa group si je navzajem velmi blizkych ve srovnani s druhy
pochazejicich z jinych podrodi, které byly uzity jako outgroup (F. truncorum a F. frontalis).
Dale porovnanim distribuce socidlniho uspotradani na fylogenetickém strom¢ ukazuje, ze prechod

od monogynie k vysokému stupni polygynie vznikl béhem evoluce vice neZz jedenkrat.
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Srovndnim mezidruhové divergence u F. rufa group (2.2 %) s odhady jinych blizce ptibuznych
hmyzi (napt. 2.9 — 5.2 % pro stfevlika rodu Carabus nebo 6.5 % pro cikddu Marocicada),
ukazuje, Ze je tato divergence mezi druhy F. rufa group relativné nizka. Dale vysledky ukazuyji,
ze druhy vznikaly béhem Pleistocénu, a to dokonce pod nejpomalej$im a nejvice konzervativnim
divergen¢nim stupném 0.4 % zmén za milion let.

Tato studie je vyznamna zejména proto, ze komplex druhil okolo F. rufa obsahuje nékolik
morfologicky velmi podobnych druhii ¢asto s nezietelnymi pfechody mezi rozezndvanymi druhy
¢i formami (Seifert and Goropashnaya 2004) zijicimi sympatricky na vétSin¢ evropského
kontinentu. Nasledkem toho jde o skupinu v minulosti zna¢n¢ taxonomicky nestabilni, u které
byly popisovany Casté ,,mezidruhové hybridizace* a smiSené kolonie (Goropashnaya et al. 2004).

Dalsi studie vyuzivajici mitochondridlnimi geny pro studium populaci mravencti je prace
Beibl a spol. (2007), ktefi pomoci kombinace COI a COII analyzovali fylogenetické a
fylogeografické vztahy socialné parazitického mravence rodu Chalepoxenus a jeho hostitele
Themnothorax. Analyza zahrnovala celkem 39 vzorkii (32 haplotypi) ze c¢tyt druhi
Chalepoxenus a 11 druht Themnothorax. Mezi COI / COII sekvencemi ze vzorkli Chalepoxenus
byla primérnd distance v rdmci haplotypu C. kutteri 0.004. Primérnd vzdalenost v ramci
haplotypu C. muellerianus byla 0.021, zatimco u dvou nejvzdalené;jsich vzorkt z C. muellerianus
(h7 a h8) ptfedstavovala sekven¢ni divergenci 0.048. Priimérnd vzdalenost mezi skupinami druht
byla od 0.0035 do 0.0788. K fylogenetické¢ analyze provadéné pomoci distan¢nich metod,
maximalni parsimonie a Bayesovské analyzy, bylo pouzito 789 bp COI a 531 bp COII,
nekodujici usek mezi témito podjednotkami nebyl do analyzy zahrnut. VSechny tfi fylogenetické
metody poskytly shodné vysledky s pouze malymi odchylkami. Vysledky z analyz ukazuji, Ze
¢tyti druhy Chalepoxenus jsou svelmi dobrou podporou monofyletickou skupinou
s Themnothorax flavicornis. Hostitelské druhy tradi¢né nalezejici do rodu Themmnothorax se
ukazuji byt parafyletické vzhledem k rodu Chalepoxenus. Studie neodhalila moznou ptitomnost

kryptickych druht.

Tato metoda ma téz své problémy a limitace spojené s pouzitim téchto dat pro
rekonstrukci mezi- ¢i vnitrodruhovych vztaht. Jde pfedevSim o to, ze mitochondrialni geny
odhali jen jeden aspekt evoluce a mtDNA analyza miize byt Spatna kvili ,,netiplnému odstépeni

linii* (incomplete lineage sorting), hybridizaci, introgresi a kopiim v¢lenénym do jaderného
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genomu (tzn. NUMTS - nuclear copies of mitochondrial sequences) (Savolainen and
Vepsalainen 2003, Beibl et al. 2007). Tyto skutecnosti by pak mohly vést ke Spatné rekonstrukci
fylogeneze (Savolainen and Vepsalainen 2003). Will a Rubinoff (2004) také fikaji, Ze
ohrani¢ovani druhii divergen¢ni hodnotou z genovych sekvenci samo o sobé neni vhodné,
protoze biologicky vznik druhti je postupny spiSe nez nahla udalost. A geneticky znak se nutné
nemusi vyvijet ve stejném tempu jako druhy a rychlost jejich vyvoje se muze lisit u jednotlivych

druhti a markerti (Hebert et al. 2003).

Jak je vidét, sekvenovani mtDNA je v soucasné dob¢ opravdu hojné vyuzivanou metodou
studia populaci a mezidruhovych vztahi u velkého poc¢tu organismu (Hebert et al. 2003). Coz je
samoziejme velice vyhodné — snadné ziskdni protokoll o sekvenovani u riznych druhd, zjisténi,
kdo mél s ¢im problémy nebo napt. ¢eho je lepsi se vyvarovat. AvSak metoda mé i své problémy
(viz. vySe). Témto problémim je ale mozno se vyhnout. Provéfime-li moznou existenci tzv.
NUMTS a zhodnotime-li pravdépodobnost hybridizace nebo ,,neuplného odstépeni linii* napf.
tim, Ze vzorky nejprve morfologicky rozfadime do skupin, které pak porovname se skupinami,
jenz vyjdou zmolekuldrni analyzy. Pokud budou v souladu s morfologii, je velice
pravdépodobné, ze bude vSe v poradku (Savolainen and Vepsalainen 2003, Beibl et al. 2007).
Miuzeme si téz informace o mezidruhové hybridizaci najit v jiz diive publikovanych ¢lancich
(Savolainen and Vepsalainen 2003).

Pokud nejsou jako dodatecnd metoda vyuzita morfologickd data, mizeme se setkat
s pouzitim jinych molekularnich markert, a to pfevazné s jadernymi geny — ITS (Steiner et al.
2006), wingless (Ward and Downie 2004), opsin (Hasegawa and Crozier 2006). Avsak nejcastéji

pouzivanou formou jadernych markerti jsou mikrosatelity.

2.2. DNA barcoding

DNA barcoding je vtaxonomii nové pouzivand metoda, ktera vyuziva kratky
standardizovany geneticky tusek v mitochondridlni DNA organismu k rychlé, piesné a snadné
identifikaci druht (alespont podle tvrzeni propagatorit metody) (Hebert and Gregory 2005). Je
zalozena na pomérn€ jednoduchém konceptu. VéEtSina eukaryotickych bunék obsahuje

mitochondrie, které maji vlastni, tzn. mitochondridlni DNA (mtDNA). Mitochondrie maji
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relativné rychly mutacni stupen, coz ma za nésledek signifikantni zmény v mtDNA sekvencich
mezi druhy a v zdsad¢ pomérné malou variabilitu uvniti druhti (Avise 2004)

Tyto kratké, standardizované DNA sekvence — obvykle 650 bp 5' konce Ccasti
mitochondrialniho genu, cytochromu ¢ oxidasy I (Moritz and Cicero 2004), se pouzivaji jako
vnitini ,,¢arové kody* (barcodes) jednotlivych druhii (Hebert and Gregory 2005).

V konceptu DNA barcodingu neni prakticky nic nového. PouZivani molekuldrnich
markert (allozymy, rDNA, mtDNA) pro ucely taxonomie je znamo jiz po n¢kolik desetileti
(Avise 2004). Vyrazny rozdil je pouze ve zvySené mife pouziti a navrhované standardizaci tohoto
postupu (Moritz and Cicero 2004).

Navzdory potencialnim vyhodam DNA barcodingu, jako je prakti¢nost a pouzitelnost, je
DNA barcoding v nékterych vé€deckych kruzich vniman jako kontroverzni (Wheeler 2004, Will
and Rubinoff 2004, Will et al. 2005). N¢kteti charakterizuji DNA barcoding dokonce jako "anti-
taxonomii", argumentujici, Ze jeho pouzivani bude znamenat smrt Linného systému, ktery se uz
250 let pouziva (Hebert and Gregory 2005).

DNA barcoding neusiluje o nahrazeni Linného klasifika¢niho systému, ¢imz se podstatné
1i$i od navrhl vytvofit novy taxonomicky systém zaloZeny vyhradné¢ na DNA. S pouze 15 %
popsanych druhii z odhadovanych 10 miliéni se mize DNA barcoding pouzivat k odhaleni
pravdépodobnych novych druhti v rdmci dosud nestudovanych taxont. Nicméné tyto ,,druhy
¢ekajici na odhaleni* nemohou byt pojmenovany vyhradné pomoci DNA barcodl, mély by byt
pojmenovany Linného nadzvem zaloZzeném na studii typového vzorku, digitalnich obrazl
s vysokym rozlisenim, informacich z lokalit sbéru dat a ostatnich informacich (Gregory and Ryan
2005).

DNA barcoding se obvykle snazi o identifikaci pfedem urcenych druhil a sam o sobé
neoslovuje problém druhového vymezeni (Monaghan et al. 2005). Tato metoda miize byt pouzita
1) k identifikaci a ur¢eni neznamych vzorka druhti, které byly jiz popsany a 2) k detekci moznych

novych druhti pouzitim miry rozdilnosti sekvenci (Hebert et al. 2003, Moritz and Cicero 2004).

Typicky postup DNA barcodingu byl vyuzit napt. k odhaleni kryptickych druht u motyla
Astraptes fulgerator (Hebert et al. 2004). DNA barcody byly ziskany z 484 jedinct, a to vzdy
zjedné suché nohy. Vysledky podpofily ptedchozi dohady, ze A. fulgerator mize byt
komplexem kriptickych druht. AvSak studium klasickych znakt (morfologickych, ekologickych
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a etologickych) ukazovalo na Sest nebo sedm druhti, kdezto data z COI zvysSila tento pocet na
deset. Autofi navrhuji, ze by tyto vysledky mohly motivovat vyhodnocovéani vyskytu dalSich
kryptickych druhit v tropech. Toto usili by mohlo byt wurychleno pouzitim ucinného

»screeningového postupu® jako je DNA barcoding.

Metoda DNA barcodingu byla vyuZita i u mravenct, napf. ve studii Smith a spol. (2005),
ktera analyzovala odhad druhové diverzity na Madagaskaru v porovnani s inventarizaci pomoci
morfologie. Byly zkoumany ¢tyfi lokality na severo-vychodnim Madagaskaru. Z kazdé byli ruéné
sesbirdni mravenci a urceni do morfodruhd. Pro genetickou analyzu byly pouzity sekvence
ziskané z 268 vzorki, které patiily do 28 rodl, pomoci DNA barcodingu. Kazdy jedinec byl
pfitazen k morfodruhu pouzitim morfologickych znakli a k MOTU (Molecular Operational
Taxonomic Unit) pouzitim sekven¢nich divergence (threshold) 2 a 3 %. Vysledky neukézaly
prikazny rozdil mezi pouzitim morfologie a pouzitim sekvenci DNA jak na 2 % tak 3 % hladiné
divergence piti odhadu druhové diverzity. AvSak molekularni metoda méla tendenci naznacovat
vys§i druhovou bohatost ve srovnani s morfologicky definovanym druhovym konceptem. Na
zaveér je v praci hodnoceno pouziti DNA barcodingu. Analyza provedena v praci poskytuje
priklad rychlosti a doplitkovosti, se kterym DNA barcoding mlize pracovat ve spojeni s tradi¢nim
morfologickym systematickym pfistupem — zddna konkurence ani nahrazovani, jak se obavaji
Hebert a Gregory (2005). V této praci nevySel Zadny rozdil mezi 2 a 3 % mirou divergence, avSak
v praci Hebert a spol. (2004) se ukézalo, Ze na 2 % hladin€ nebyly objeveny zadné kryptické
druhy, kdezto na 3 % hladiné jich pak bylo objeveno 10. Tyto rozdily mohou souviset a) s
rozdilnou urovni divergence mezi piibuznymi druhy u obou skupin hmyzu, b) pravdépodobné je
to ale vedlejsi efekt zplisobu sbéru dat a rozdilného zaméfeni obou studii. V ptipadé¢ mravenct se
jednalo o Siroky taxonomicky screening mnoha druhd, pficemz DNA data byla ziskana vzdy jen z
nékolika jedinci daného druhu. To vyrazné snizuje pravdépodobnost zachyceni rozdilnych
haplotypti. V piipadé motyli Astrapes byl analyzovan jediny druhovy komplex s vétSim
mnozstvi materidlu z né€kolika populaci, takze pravdépodobnost zachyceni rliznych haplotypt ¢i

kryptickych druht byla vyrazné vyssi.

Mohou ale nastat i mozné komplikace dané rtiznymi haplotypy a sdilenim ancestralniho

polymorfismu v mtDNA. Dokonce i jednoduché parafyletické genové stromy jsou problematické
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vzorki jedinci u druhu 1 = A,B,C, u druhu 2 = D,E,F a neidentifikovany fragment, ktery byl
osekvenovany = X. Jeden mozny genovy strom vyplyvajici z NJ je (D(E(F(X(A(B,C)))))) (obr.
2). V takovém piipadé nemiize nova sekvence poskytnout identifikaci, ktera by nebyla sporna. V
tomto pripad¢ miize byt X ¢lenem druhu 1 jako jeho sestersky druh, ale mtze také byt ptifazen k
druhu 2 jako druh lezici uvniti skupiny D.,E,F (ebr. 2). DNA barcoding toto sdm o sobé
nevyfesi. Pokud je vzorkovani (sampling) omezené na malo jedincti a druhy s relativné starym
odstépenim od spole¢ného piedka, a/nebo jsou vysledkem allopatrické speciace, mizeme pak
ocekavat stalé a relativné velké rozdily mezi taxony na druhové urovni. Publikované studie
zabyvajici se barcodingem uzivaly dosud pievazné tyto druhy vzorki (napt. Hebert et al. 2004).
Velmi neddvno vzniklé, sesterské taxony a vysoce variabilni populace jsou ale dnes také Casto
analyzovéany. Vysledky z neuplnych a vybérovych vzorkil signalizuji, Ze pfesnost metody je v
téchto ptipadech pomérné¢ variabilni. Na druhou stranu, nazor, Ze vetsi mnozstvi vzorkd muze
pouze zvysit pravdépodobnost selhani barcodingu, protoze mnozstvi variability se jen miize
zvétsovat (Will et al. 2005), je mozné povazovat za piinejmensim diskutabilni. Naopak s
intenzivnéj$im samplingem a zachycenim co nejvice populacnich (¢i druhovych) linii je mozné
ocekavat postupné zpiesnovani dat a ziskani lepsi znalosti o mife variability sekvenci. Je ovSem

otazkou v kolika ptipadech je takto uplny sampling v redlnych podminkach dosazitelny.

Obr. 2: Diagram ukazuje potencidlniho problém urcovani druhii pouzivanim DNA barcodingu. Nezndamé sekvence
taxonu je X, sekvencni taxony vybrané z kiizici se populace povazované za druh 1 (species 1) jsou D, E, F a podobné

A, B, Cjsou z druhu 2 (species 2). X muze byt umisteno s druhy 2 nebo s druhy 1.

-17 -



Dal$im problémem mize byt tvrzeni, Ze asi 23 % ZivociSnych druhii je polyfyletickych
(Funk and Omland 2003). Jestli je toto pravdivé, mizeme fict, Ze pouzivani mtDNA barcodu k
prifazeni druhového nazvu k zivocichovi bude asi ve 23 % nejednoznacné nebo chybné. Studie
hmyzu naznacuji stejnou nebo dokonce vétsi frekvenci chyb, kvili castému nedostatku
vzajemného vztahu mezi mitochondrialnim genomem a nuklearnim genomem. Hmyz
reprezentuje pies 75 % vSech znamych organismil (Hebert et al. 2004). Toto tedy ukazuje, Ze
zatimco mtDNA barcody mohou byt efektivni u obratloveii, nemusi ale uz byt efektivni pro
vétSinu znamych organismul.

Ros a Breeuwer (2007) ve své studii na rozto¢ich Tetranychidae téz hodnoti DNA
barcoding. Pouziti této metody mize byt silny a dulezity nastroj k druhové identifikaci (Will et
al. 2005), avSak také tvrdi, Ze pouziti jediného (mitochondridlniho) genu pro DNA barcoding
nebo DNA taxonomii je pomérné nedostacujici kvali problémim s mtDNA, jako je ,,netiplné
odstépeni linii*, hybridizace a introgrese. Je proto potfeba kombinovat jaderné a mitochondrialni

geny s morfologickymi i ekologickymi znaky.

Jak je vidét naptf. z mnozstvi c¢lankt, které se v posledni dobé DNA barcodingem
zabyvaji, stava se tato metoda stile popularngj$i. Avsak i v této metodé se vyskytuji urcité
problémy (viz. vyse). Nejsou takové, aby DNA barcoding ,,zniCily*, avSak je nutné si je pii
interpretaci vysledkli uvédomovat. A samoziejm¢ nejlepSim feSenim téchto problémil je
kombinace DNA barcodingu s jinymi dopliikovymi metodami a daty. I pfes tyto problémy si
myslim, ze DNA barcoding ma budoucnost teprve pted sebou. Uz jen proto, ze témét vSechny
penize uréené na vyzkum taxonomie jdou na DNA barcoding. AvSak o DNA barcodingu se
v poslednich letech Zivé debatuje jako diive o fenetice. A ta bohuzel, a¢ méla spousty stoupenctl,

nakonec selhala a t¢mé&f se z fylogenetiky vytratila (Will et al. 2005).

2.3. Jaderné geny

Jaderné geny jsou umistény v bunéném jadie eukaryot (Avise 2004). Pouziti casti

jadernych gend pro vnitrodruhové studie si ziskalo zatim daleko mens$i pozornost nez pouziti
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mtDNA. V posledni dobé se vSak sekvence jadernych intronil jevi velice slibné pro ucely
vnitrodruhovych studii (Hillis et al. 1996).

Jaderny genom je vysoce komplexni. Mnoho jadernych geni by mélo byt pouzitelnych
pro odvozovani fylogenetickych vztaht vyssich fada (Friedlander et al. 1992). Nejlepsi piiklad
Siroké uzitecnosti jadernych gent jsou rDNA repetice, které maji za sebou lezici sekvence, které
jsou variabilni v rdmci nebo mezi populacemi, a koduji vysoce konservativni sekvence, které jsou
pouzitelné pro srovnavani mezi Siroce divergovanymi taxony (Mindell and Honeycutt 1990) —
dokonce 1 mezi fiSemi (Pace et al. 1986). Jelikoz maji jaderné geny intron/exonovou strukturu,

mohou se také uzivat na velmi nizkych systematickych trovnich (Avise 2004).

Nekodujici oblasti zahrnujici introny nukledrnich genli a oblasti internal transcribed
spacer (ITS) jadernych ribozomalnich geni (ale i mitochondrialni fidici oblast) jsou pod malym
selek¢nim tlakem a inklinuji tak k velmi rychlému vyvoji (Cruickshank 2002). Jsou proto vhodné
jen k pouziti v ramci druhti nebo pro blizce ptibuzné druhy. Kviili jejich vysoké substitucni
rychlosti je béZné v téchto genech najit heterozygoty, a proto je ¢asto nezbytné klonovat PCR
produkty pied sekvenaci (Avise 2004) .

Jaderné ribozomalni DNA (rDNA) geny se skladaji z jednotek tandemovych repetic a
kazda jednotka obsahuje 18S, 5.8S, a 28S ribozomalni RNA (rRNA). Ta je pfitomna v mnoha
kopiich. Mezi témito rRNA repeticemi jsou spacery jako ITS regiony, které jsou nasledné
vystfizeny a neslouZzi (pravdépodobné) k zadnému znamému ucelu. Od doby, kdy nemaji zddnou
jinou funkci, nejsou tyto ITS sekvence pod velkym selekénim tlakem a mohou velmi rychle
hromadit substituce. Kviili ohromnym zménam v jejich sekvencich mohou byt uzite¢né pro
studovani genetick¢ variability a prozkoumévani mezidruhovych nebo vnitrodruhovych
fylogenetickych vztahti (Hung 2004). Rizné rychlost evoluce mezi riznymi rDNA regiony a
sekundarni  struktura transkribovanych regioni davda rDNA vysokou systematickou
prizptsobivost (Hillis and Dixon 1991).

ITS sekvence obecné poskytuji dostatecnou variabilitu nukleotidli pro fylogenetickou
analyzu na specifické nebo generické urovni. Nicméné v nékterych ptipadech se ITS elementy z
riznych druhti zdaji byt pfili§ konzervativni (Kuperus and Chapco 1994), nebo naopak pfilis
variabilni (Harris and Crandall 2000) pro pouziti ve fylogenetickych analyzach. Kromé toho

délka a variabilita ITS sekvenci se v n€kterych ptipadech zdd byt tvofena pouze opakovanim
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nukleotidovych fragmenti (Avise 2004). Sekvencni délka z ITSla ITS2 regionii u hmyzu je
obvykle kratka (190 — 663 bp). Avsak u nékterych skupin mravencti miize byt mnohem delsi (657
—940 bp) (Hung 2004).

Hung (2004) vyuzil ITS2 sekvenci ke studiu fylogentickych vztahi a sekvenéni
variability u mravenct rodu Strumigenys. Vysledky ukazuji, ze ITS2 region rDNA vykazuje
vysoky polymorfismus a divergenci sekvenci nasledkem kratkych tandemovych repetic. ZvySeni
nebo sniZeni délky ITS2 sekvenci moznéa bylo zptsobeno sklouznutim pfi replikaci (replication
slippage) (obr. 3), které tvoii velké mnozstvi repetic. Tento fenomén je Casty u hmyzu. Na rozdil
od nékterych nazord, ze ribozomalni spacery jsou piili§ variabilni pro fylogenetickou analyzu,
ITS2 sekvence se v této studii ukazaly jako vhodné pro odvozovani fylogenetickych vztahii u
mravenct rodu Strumigenys.

Mezi nejpouzivanéjsi jaderné ribozomalni geny v molekularni systematice patii 18S a 28S
rDNA, kter¢ jsou Casto uzivany pro rekonstrukce vztahti na hlubokych fylogenetickych urovnich.

Crampton a spol. (1996) sekvenovali 260 bp z 28S rDNA genu a 245 bp z 18S rDNA
genl u nekolika druht klistat a ukazali, Ze tyto regiony jsou vice zachované nez 16S rDNA a
hodi se pro fylogenezi na urovni Celedi a podceledi. Protoze tyto sekvence byly dost kratke,
Black a spol. (1997) sekvenovali cely gen 18S (1846 bp) pro mensi mnozstvi taxonii a shrnuli,
Ze samotny 18S je pro feSeni na této systematické Urovni lepsi neZ kombinace ribosomalnich
mitochondrialnich gent 12S a 16S rDNA.

Vhodnost pouziti 18S rDNA, 28S rDNA na urovni podceledi potvrdili i Ward a Downie
(2004), kteti zkoumali fylogenetické vztahy rodti mravenct podceledi Pseudomyrmecinae. Tyto
oblasti kombinovali navic s geny wingless, abdominal-A, LW rhodopsin a 144 morfologickymi
znaky.

Cruickshank a Thomas (1999) pouzili celkem 751 bp ze dvou oblasti 28S rDNA genu
pro zkoumani fylogenetickych vztaht rod uvniti podiadu roztoct Dermanyssina. Ackoli ziskali
pln€ rozliSenou fylogenezi, hodnoty bootstrapu pro mnoho uzli byly nizké. Nicméné mira
homoplazie byla v tomto souboru dat nizkd a neuplné rozliSeni vztahii bylo nésledkem
pravdépodobné nedostateného mnozstvi informativnich mist (jen 8 % z mist bylo podle
parsimonniho kriteria informativnich). To ukazuje, ze 28S rDNA muze byt vhodnéjsi na hlubsSich

fylogenetickych urovnich.
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V systematice hmyzu byl neddvno posun smérem k pouzivani nizkého poctu kopii
jadernych protein-kodujicich gent. Tyto geny maji velkou Skalu substitu¢nich rychlosti a mohou
mit tedy razné vyuziti. Jeden potencialni problém u téchto genil jsou ale paralogy. Jsou cCasto
duplikovany a neni vzdy jisté, ze byla sekvenovana stejnd kopie genu u vSech taxont
(Cruickshank et al. 2001).

Siroce uzivany gen u hmyzu je elongaéni faktor-1-alfa (EFla), ktery byl mj. pouzit i pii
rekonstrukci fylogenze mravencl na rodové urovni v praci Moreau a spol. (2006) spolu s dalSimi
4 jadernymi geny. Napi. Klompen (2000) zhodnotil vhodnost tohoto genu pro objasiniovani vztahti
mezi basalnimi fady roztoct Mesostigmata tim, ze to "muaze byt dobry molekulovy ukazatel pro
rozto¢e nadiadu Parasitiformes, zvlasté uvniti infratdda, ale mohl by byt jesté vice efektivni v
kombinaci s dal§imi molekulovymi ukazovateli a/nebo morfologii."

V rozsahlé studii fylogeneze mravencii na rodové trovni Brady a spol. (2006) byl uveden

prehled (tab. 1) sedmi jadernych genti s jejich charakteristikami.

Gene Total sites  Variable sites Parsimony- G+C %
informative sites

18S rDNA 1904 310 198 0.51
28S rDNA 1690 529 366 0.59
wingless 421 282 246 0.60
LW rhodopsin 458 289 271 0.50
abdominal-A 639 291 243 0.62
EFlo-F1 359 147 139 0.59
EFla-F2 517 209 196 0.51

Tab. 1: Vybrané jaderné geny pouzité pro rekonstrukci fylogeneze rodit mravencii (Brady et al. 2006) s informacemi

o celkove délce, poctu variabilnich a informativnich mist, a obsahu CG.
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Z tabulky je vidét, ze EFla, hojné pouzivany u hmyzu, je pomérné kratky a v tomto
ptipadé je 1 pocet jeho informativich mist spiSe podprimérny ve srovnani napt. s wingless nebo
LW rhodopsinem.

Praci, které vyuzivaji jadernych markeri u mravencli, mnoho neni, pominu-li
mikrosatelity, které pro své hojné pouziti (nejen u mravencii), byly zpracovany v samostatné
kapitole. I pfesto Ze nékolik praci, které vyuzivaji jaderné markery u mravenct jsem nasla,
nejednalo se téméf nikdy o ty samé markery, a proto prace nesly pfili§ hodnotit. Vybrala jsem

tedy proto i studie, které zkoumaly skupiny v rdmci hmyzu nebo ¢lenovct

2.4. Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou specialni tfida za sebou jdoucich repetitivnich DNA. Jsou
kodominantni, Siroce rozsifené v genomu a vysoce variabilni v délce (Jarne and Lagoda 1996).
BéZné jsou pro né pouzivany zkratky STRs (short tandem repeats; (Goldstein and Schlétterer
1999)), SSRs (simple sequence repeats; (Goldstein and Schildtterer 1999)). Ackoliv se
mikrosatelity vyskytuji v genomu nejriiznéjsich organismti ve velkém mnozstvi, jejich biologicka
funkce je stale nejasna (Goldstein and Schldtterer 1999). Avsak jsou to jediné satelitni sekvence,
u kterych je znam jejich vznik — jsou pfimym diisledkem sklouzadvani DNA polymerazy (obr. 3).

Mikrosatelity jsou tseky DNA, které jsou slozené z kratkych opakujicich se jednotek o
délce nejcasteji 1 — 5 bp (Jarne and Lagoda 1996). Podle délky repetice délime mikrosatelity na
mononukleotidové (napt. AAA), dinukleotidové (napt. CACACA), trinukleotidové (napf.
ATGATGATG) nebo tetranukleotidové (napt. CATGCATGCATG) (Goldstein and Schlotterer
1999). Vétsinu mikrosateliti v genomu (30 — 60 %) tvoii pravdépodobné dinukleotidové repetice.
V genomu obratlovcl se pak nejcastéjsi vyskytuji motivy (AC)n nebo (AT)n (Toth et al. 2000).
U trinukleotidovych mikrosateliti jsou nejcastéjsi sekvence (AAT)n a (CAG)n (Stallings 1994) a
u tetranukleotidovych se nachazi téméf vyhradné sekvence (GATA)n a (GACA)n (Jarne and
Lagoda 1996).
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Obr. 3: Replikacni sklouznuti DNAP na tandemové repetici

RozliSujeme také rizné typy mikrosatelitli: a) dokonalé mikrosatelity tvofené pouze
jednim opakujicim se motivem, ktery neni nikde prerusen ...CACACACACACACACA..., b)
nedokonalé mikrosatelity, kde je repetice pierusena jednou jinou bazi ..CTCTCTGCTCTCT...,
¢) slozené mikrosatelity, které jsou tvofeny n€kolika dil¢imi motivy .....CACACATGTGTG..... a
nakonec d) mikrosatelity preruSované, ve kterych se nachazi inzerce malého poctu bazi, které
nenasleduji strukturu repetice ...CACATTCACACATTCACA... (Goldstein and Schldtterer
1999).

Mikrosatelity se nachazeji v celém genomu eukaryotickych i prokaryotickych organismi
(Field and Wills 1996, Toth et al. 2000), nejvice pak v jeho nekodujicich oblastech (telomery,
subtelomery, heterochromatin u centromer) (Metzgar et al. 2000). V kodujicich oblastech, napft.
obratlovcl, se nachazi pouze 9 — 15 % mikrosateliti (Moran 1993, VanLith and VanZutphen
1996). Tato nizka frekvence mikrosatelitii v kddujicich oblastech miize byt vysvétlena negativni
selekci posunovych mutaci pii translaci (Metzgar et al. 2000, Li et al. 2004).

Mikrosatelity se v pomérné nedavné dob¢ (zhruba od roku 1980) staly ¢asto vyuzivanymi
genetickymi markery pii studiu piibuzenskych vztahi, populané-genetické struktury volné
zijicich zivocichli a ve studiich molekuldrné-ekologickych (Jarne and Lagoda 1996). Neékteti

autofi také ukazuji, Ze mikrosatelity mohou byt pouzity ke studiu evolu¢nich vztahli mezi
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skupinami, které se vyvijely nezavisle po dobu nékolika milionii let (Goldstein and Schlotterer
1999). Popularitu si mikrosatelity ziskaly hlavné diky jejich extrémni variabilité (polymorfismu)
a relativné snadné identifikaci jednotlivych alel. Jejich hlavni nevyhodou je nutnost izolace de
novo u druht, které jsou zkoumany poprvé (Avise 2004). Mikrosatelity vSak maji i nékteré dalsi
vlastnosti, které omezuji jejich pouzitelnost. Limitujici mize byt napt. jejich velikost (délka) a
dale maji vysoky stupeil mutace. Jako nasledek kombinace téchto vlastnosti miiZze byt omezena

potencialni geneticka divergence (Richard and Thorpe 2001).

Data z mikrosatelitt byla uzita k rekonstrukci populac¢nich vztahti i druhové fylogeneze
v rozsahu od hmyzu az po obratlovce (Moran 1993, Stallings 1994, MacHugh et al. 1997, Angers
and Bernatchez 1998).

Mikrosatelitové markery pfi studiich mravenct vyuzil napt. Gyllenstrand (2004) k odhadu
pribuznosti a genetické struktury sympatrickych populaci Formica rufa a Formica polyctena. Pro
genetickou analyzu pouzil 8 mikrosateliti. Z vysledkti prace vyplyva, ze mezi F. rufa a F.
polyctena neni zadny kvalitativni rozdil v socidlni organizaci, 1 kdyz ma kazdy druh odlisSnou
hnizdni strategii. Vyskytl se vSak maly neocekavany rozdil ve stupni polygynie. Dle dfive
publikovanych poznatkll je F. rufa vysoce monogynni (s jednou rozmnozujici se kralovnou v
hnizd¢) a F. polyctena naopak polygynni (s né¢kolika rozmnozujicimi se kralovnami). AvSak
vysledky této studie ukazuji, Zze ne vSechny kolonie F. rufa byly monogynni, u F. polyctena
studie potvrdila jiz dfive publikované vysledky. Co se tyce genetické ptibuznosti, prace dochazi k
zavéru, ze F. rufa a F. polyctena jsou striktné geneticky oddélené skupiny a to na zékladé
genetické vzdalenosti, kterd byla v rozmezi mezi 0.343 a 0.609.

To je ovSem v jistém rozporu s vysledky soubézné publikované prace Goropashnaya a
spol. (2004). Ta na zakladé nepfitomnosti variability v sekvencich mtDNA (2051 bp fragment
zahrnujici cytochrom b, NADH dehydrogenasu 1 a tRNA pro serin) nebyla schopna populaéné-
fylogenetickymi analyzami rozliSit mezi sekvencemi téchto druhii. Oba druhy vzdy tvofili jednu
monofyletickou skupinu, coz naznacuje jejich neddvnou divergenci a nekompletni oddé€leni
populaénich linii (lineage sorting).

Konfrontace téchto dvou praci se zdanlivé rozporuplnymi vysledky ukazuje nutnost
kombinovat nékolik alternativnich postupti pti studiich popula¢ni struktury. Ackoliv se na urovni

nékterych mitochondridlnich gent rozdily mezi populacemi dosud neprojevily, bylo mozné je
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detekovat pomoci mikrosatelitd a ndsledné objevit rozdily v sociélni struktufe. Proto je v pfipadé
Spatné morfologicky rozliSitelnych druhti s podezfenim na mezidruhovou hybridizaci Zadouci
pouzit oba typy dat.

Trontti a spol. (2005) studovali zptisoby pareni a disperze a dale kolonidlni ptibuznost u
ttech populaci polygynniho mravence Plagiolepis pygmaea. Dé€lnice byly sebrany ze tfech lokalit
v jizni Francii, z jedné bylo analyzovano 49, z druhé z 11 a ze tfeti z 33 kolonii. Osm az 20 délnic
zkazdé zcelkem 66 lokalit a 40 larev z 12 lokalit byly genotypovany pomoci sedmi
mikrosatelitl. Ziskané sekvence byly zpracovavany v nékolika hierarchickych stupnich — jedinci
v ramci kolonie, kolonie v rdmci populaci a populace v ramci vSech vzorkd. U sekvenci, které
byly ziskdny z kraloven, byl navic proveden test, jak moc je pravdépodobna adopce kralovny
jinou kolonii. Toto bylo provadéno hledanim divergentnich genotypti mezi krdlovnami
nalezenymi v kolonii. Bylo zji$téno, ze 1) vysoky stupeii inbreedingu u délnic i kraloven
naznacuje rozsahlé pafeni mezi piibuznymi a fylopatrii u obou kast, 2) vétSina kraloven je
piijimana jejich rodnou kolonii. Dale bylo zajimavé, Ze ze 160 analyzovanych jedincii nebyl ani
jeden samec.

Fernandez Escudero a spol. (2002) studovali vyskyt a geneticky efekt polyandrie u druhu
Proformica longiseta. Pomoci tii mikrosatelitovych markeri byly analyzovany kralovny, délnice,
samci a extrakt sperma. Materidl byl sebran v horni ¢asti toku feky San Juan v pohofi Seira
Nevada (Spanélsko). Vysledky ukazuji vysokou frekvenci (2.4) pafeni kraloven, ale nizkou
uspésnost paternity, coz ukazuje rozdilné sperma uzivané kralovnami, 69 % kraloven bylo
n¢kolikandsobné oplozeno. Geneticko-variabilni hypotéza navrhuje, Ze geneticky vice riznorodé
d€lnice mohou zlepsit rezistenci celé kolonie proti parazitim nebo patogentim a dale mohou téz
vést k u¢innéjsi delbé prace a ke zvySeni preziti kolonie v proménnych podminkach prostredi.
Tato testovana hypotéza, ktera by méla vysvétlit evoluci polyandrie (jako jedna z n¢kolika),
nebyla daty podpotena.

Ve studii Henshaw a spol. (2005) byly vyuzity mikrosatelity spolu s proteinovym
markerem k odhaleni historie introdukce invazniho mravence Solenopsis invicta na
Fishermanovy ostrovy a do Brisbane. Populace z téchto zamotenych lokalit (objevenych v roce
2001) byly srovnavany mezi sebou a nasledné porovnany s potencialnimi zdrojovymi populacemi
v Severni a Jizni Americe. Pro studium byli genotypovani délnice a samci pomoci Ctyt

mikrosatelitl a také pomoci Gp-9 (General protein-9). Analyza odhalila, Ze 26 % genetické
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variace pochdzelo z australskych populacich mezi Brisbane a Fishermanovymi ostrovy. Toto
ukazuje, Ze jsou od sebe geneticky odlisni a pravdépodobné piedstavuji oddélenou introdukei do
Australie. Dale vysledky ukazuji, ze Severni Amerika je velmi pravdépodobné zdrojem
zamoteni na pozorovanych lokalitach.

Studie, ktera je zajimava z metodického hlediska, je prace Zeisset a spol. (2005), ktery
podava podrobny popis izolace péti dinukleotidovych mikrosatelith z Myrmica scabrinosis.
Prace, ve kterych jsou publikovany mikrosatelity pro rod Crematogaster jsou napt. Heinze a spol.
(2000), kteti ve své praci pouzili k analyze kolonii monogynniho mravence Crematogaster smithi
dva mikrosatelity. V této praci je popis izolace téchto mikrosatelitli a jejich charakteristika. Ve
studii Feldhaar a spol. (2004) popsali izolaci a vlastnosti péti mikrosateliti rodu Crematogaster

(Decacrema).

Mikrosatelity jsou hojné pouzivany pii odhalovani napt. fylogentickych vztahd, historii
introdukce, atd. AvSak napf. Balloux a spol. (2000) studovali, jak jsou mikrosatelity vhodné
k pouzivani. Odhadovali genetickou diferenciaci v kontaktnich zéndch mezi dvéma chromozomy
u rejska Sorex araneus. Vyuzili deseti autosomalnich mikrosatelitli, jednoho Y-chromosomalniho
mikrosatelitu a mtDNA. Prace pfedstavuje zpravu o extrémnim podcenénim populaéni genetické
struktury odvozené z mikrosatelitii. Jak Balloux a spol. (2000) dodavaji: pfedchozi studie, které
srovnavaly mikrosatelity s ostatnimi genetickymi markery, nezjistily tak silné rozpory. Diivodem
je ziejmée, ze genovy tok pies hybridni zonu, ktery byl studovén je pravdépodobné mnohem nizsi
nez ve vSech ostatnich studiich. Ackoli toto je extrémni piiklad velmi omezené genové vymény,

tato situace by se mohla bézné vyskytovat uvniti hybridnich zon.

Mikrosatelity jsou ur¢it¢ vhodnym genetickym markerem pro studium jak populaénich,
tak druhovych vztahi, jen by mélo byt vzato v uvahu zvlastni varovani ohledné interpretace
populacni struktury zalozené na vysoce polymorfnich genetickych markerech, kdy je genovy tok
redukovany (Balloux et al. 2000). Pravé proto je v mnoha pracich vyuZzita kombinace

mikrosatelitli s jinymi genetickymi markery.
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3. METODY PRO TVORBU FYLOGENETICKYCH VZTAHU

V mnoha molekularnich studiich jsou jednotkami fylogenetickych analyz (OTUs,
operational taxonomic units) druhy nebo vyssi taxony (vlastné€, analyzovany geneticky material,
ktery v sob¢ skryvaji), ale mohou to téz byt konspecifické populace, jednotlivé organismy nebo
nerekombinované alely specifickych genti jako je mtDNA (Avise 2004).

Odvozovani fylogeneze zalozené na DNA nebo aminokyselinovych sekvencnich datech
z zijicich druhil je jedna znejmocnégjSich technik moderni genetiky a v nékterych ohledech
mozna i jedna z nejvice kontroverznich. Molekulova data byla pouZzita na umisténi ¢lov€ka mezi
primaty (Hasegawa 1991), k nalezeni vztaht savct k ptdkiim a dinosaurim (Hedges et al. 1990,
Hedges 1994) a k zjisténi piibuzenskych vztahli u nejranéjSich Zzijicich organismt (Olsen et al.
1994).

Dva hlavni problémy ve fylogenetickych analyzach jsou 1) vytvaieni fylogeneze pouzitim
metod, které realisticky modeluji komplexni sily na zakladé utrzkl evoluce, a 2) testovani takové
fylogeneze k odhadu jeji pravdépodobnosti v porovnani s mnoha nebo vSemi jinymi moznymi
topologiemi, které mohou existovat pro dané soubory dat (Bhattacharya 1996).

Pro mnoho druhi molekularnich markerti, véetné DNA sekvenci, dovoluji jednotlivé
stavy znakill aplikaci fylogenetickych analyz rovnou na kvalitativni syrova data bez pozadavku
prvotni rekonstrukce vzdalenostni (distan¢ni) matice. Nékolik takovych pfistupt je k dispozici
(Avise 2004). Takovymi to fylogenetickymi analyzami jsou nejcastéji metody maximum

parsimony (MP), maximum likelihood (ML) (Bhattacharya 1996) a Bayesovska analyza (Avise
2004).

3.1. Maximum parsimony (MP)

Mnoho evolu¢nich teorii vytvari predpovédi o priabehu a ¢asovani evoluce. Odvozovani
postaveni spolecnych predki je dilezitym néstrojem pro testovani téchto teorii (Maddison 1994,
Maddison 1995). Maximum parsimony je jedna z nejbéznéji pouzivanych a zna¢né studovanych

metod pro rekonstrukci fylogeneze (Hang et al. 2007).
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Obecné, metoda MP pro odvozovani fylogeneze funguje na predpokladu ,, evoluce je
parsimonni®, to jest, vybira stromy, které maji minimalni celkovou délku — pocet evoluc¢nich
krokd (transformace zjednoho stavu znaku do druhého) pozadovanych k vysvétleni danych
souboru dat (Hillis et al. 1996).

Ackoliv MP miize ve vétsin€ pripada nabidnout racionalni odhady rekonstrukce predkl u
znak, které splituji predpoklady této metody, nemusi vést vzdy ke spravnym vysledkiim. Tato
situace muze nastat, kdyz existuje mnoho pfiilezitosti ke zménadm (pfiklad kdyz je rychlost
evoluce vysokd) (Maddison 1994, Zhang and Nei 1997).

Hlavnim argumentem stojicim proti MP je, Ze parsimonie implicitné piredpoklada sporné
zalezitosti o evolu¢nim procesu. Protoze MP je standardné formulovand jako pravidlo pro vybér
mezi fylogenezemi, je mozné vyvodit, Ze tato metoda predpoklada evoluci jako vétvici proces, ve
kterém se nevytvari sitovité vztahy mezi OTU. Toto vSak pfedpoklada i maximum likelihood.

Pouzivani parsimonniho kritéria pro odvozovani fylogeneze vyzaduje mnohem méné
vypocti nez pouzivani maximum likelihood kritéria. AvSak parsimonni kritérium postrada
zadouct statisticky odhad vlastnosti ovladany maximum likelihood a Bayesovskymi kritérii.

Hang a spol. (2007) ukazuje, ze MP, stejn¢ jako mnoho ostatnich metod pro rekonstrukci
fylogeneze, miize fungovat vyznamné lépe na soucasna biologicka data, nez je navrhovano na
zéaklad¢ pocitacovych simulaci, protoze se setkdvame v efektem ptirozené¢ho vybéru. To je velkou
meérou kvili specifickym mistim postupné se fixujicim v genomu, které vykondvaji funkce
spojené se zvySenim fitness. Je vSak dulezité poznamenat, ze pfirozeny vybér vede k zlepSeni
presnosti rekonstrukce pro maximum parsimony pouze, pokud zde byly zmény, které vedly k
predkovi ziskanim vyznamné adaptace. To ptedpoklada, ze ptirozeny vybér miize pouze pomoci
v rekonstrukei fylogeneze taxont, které divergovaly kviili novému selekénimu tlaku.

Parsimonni pfistup piedstavuje rozsdhlou rodinu piibuznych metod zahrnujici rtzné
predpoklady o tom, jak se vyskytuje transformace urcitého stavu znaku. Wagnerova parsimonie
predpoklada, ze volna evoluc¢ni reversibilita znaku je dovolena se zménou v obou smérech stejné
pravdépodobnou. Naopak Dollova parsimonie pfedpoklada, Ze kazdy novy znak (neancestralni)
je unikdtné odvozen (ackoli nékolikandsobna reverze k pivodnim podminkdm je povolena) a
Camin-Sokal parsimonie predpokladd, ze vSechny evoluéni zmény jsou irreversibilni (Avise

2004).
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V béZzné praxi jsou data analyzovana pocitaCovymi programy, které vyhledavaji obrovské
mnozstvi alternativnich stromli s minimalni celkovou délkou. PAUP* (phylogeny analysis using
parsimony) a PHYLIP (phylogeny inference package) patii mezi bézné pouzivané pro tyto

analyzy (Hillis et al. 1996).

Maximum parsimony je metoda pro rekonstrukci fylogeneze, kterd ma své vyhody i
nevyhody. Je to zcela jiny pfistup, néz je maximum likelihood nebo Bayesovskéa analyza (viz.
niZze), je neparametrickou metodou, ma jiné¢ piedpoklady, jiny vypoctovy pfistup a podle
nékterych nazora se hodi vice na data morfologicka nez na molekularni (Cruickshank 2002). Jeji

vyhodou je bezesporu jednoduchost a s tim spojena rychlost zpracovani.

3.2. Maximum likelihood (ML)

Mezi nejpopularnéjsi fylogenetické metody dnes patii maximum likelihood. ML je stejné
jako parsimonie optimaliza¢nim kritériem. Maximum likelihood metody (ML) uzivaji hodnotu
log likelihood (InL) pro kazdou topologii jako optimalni skore a strom s nejvyssi InL je vybran
jako ML strom (Hillis et al. 1996).

Jeden problém s metodami zaloZzenymi na optimaliza¢nim principu je, ze vyzaduji
enormni mnoZzstvi ¢asu pro vypocet, kdyZ je soubor sekvenci velky, coz plati obzvlaste¢ pro ML.
Z tohoto divodu je v soucasné dobé pouzivano velké mnozstvi heuristickych vyhledéavajicich
algoritmt, které se pokousi o nalezeni optimalniho stromu (Avise 2004). Navic je ale nutno
pripomenout, ze strom s optimalnim skore neni jest¢ nutné pravdivou rekonstrukci fylogeneze
(Takahashi and Nei 2000).

Maximum likelihood zahrnuje rozsdhlou tfidu procest spojenych principem, ze
rekonstruované stromy by mély maximalizovat pravdépodobnost pozorovani dostupnych dat pod
castecnym modelem evolucnich zmén (Avise 2004). Metoda ML hodnoti hypotézy o evolu¢ni
historii v podmince pravdépodobnosti, ze navrzeny model evolu¢niho postupu a hypoteticka
historie miize dat vzniknout pozorovanym datim (Hillis et al. 1996). ML je parametricka
statistickd metoda, ve které se pouziva jasny model evoluce znakli. Takové metody jsou

potenciadlné silnéjsi nez neparametrické statistické metody, jako je parsimonie, ale pouze pokud
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uzivany model je rozumnym pfiblizenim procesi, které produkovaly data (Kolaczkowski and
Thornton 2004).

Odhad ML byl poprvé pouzit ve fylogenetickych analyzach Cavalli-Sforzou a Edwardsem
v roce 1967. Ale jelikoz nepouzili sekvencni data, zistala tato prace relativné nejasna (Hillis et
al. 1996). Felsenstein a Kishino (1993) pfinesli ptfistup ML do rekonstrukci fylogenezi
zalozenych na nukleotidech. Pozdé&ji byl také maximum likelihood aplikovén na sekvenéni data
z aminokyselin (Kishino et al. 1990, Adachi and Hasegawa 1992).

Hlavnim problémem ML je, Ze vyZaduje pfijeti modelu evolu¢niho procesu, o kterém
muzeme pochybovat, zda-li je pravdivy. Model evolu¢niho procesu je tieba proto, nebot’
hypotézy urcujici topologii stromu (a nic vic) nepotvrzuji samy o sobé pravdépodobnosti svého
pozorovani (Sober 2004). Dals§i zminovanou nevyhodou je situace, kdy analyzuje soubor s
vysokym poctem sekvenci, avSak s malym pocet informativnich nukleotidd. ML stromy (ale i
maximum parsimony!) zde inklinuji k nespravnym topologiim (Nei et al. 1998). Nicméné
v ptipadech, kdy je pocet sekvenci velky a pocet zkoumanych nukleotidii maly, je velmi tézké

najit spravny strom jakoukoli metodou (Takahashi and Nei 2000).

Praktickou nevyhodou pak je, ze ML je zna¢né pomalejsi nez MP a mtze jednoduse
prevySovat kapacitu pocitace. Maximum likelihood pravdépodobné piekonal parsimonii v
popularité u dat ziskanych ze sekvenci nukleotidii (Kolaczkowski and Thornton 2004).

Maximum likelihood je oproti parsimonii metodou parametrickou, jeho vypocet je

pomalejsi a slozitéjsi nez u parsimonie, coz muze byt pomérné nevyhodné.

3.3. Bayesovska analyza

V Bayesovské analyze, je odvozovani fylogeneze zaloZzené na veliCin€é nazyvané
posteriorni pravdépodobnost, kterd je odvozena z fylogenetickych stromt (Huelsenbeck et al.
2001). Parametry, jako je topologie stromu, délka vétvi a substituéni parametry, jsou zde
modelovany jako distribuce pravdépodobnosti. Pouzitim ,,Bayesovské véty” miize byt posteriorni
pravdépodobnost jakéhokoli z téchto parametrti vyjadifena ,,marginéalni distribuci® zbyvajicich
parametri. Analytické feSeni této posteriorni pravdépodobnosti vyzaduje integraci funkce

likelihood pies vSechny mozné hodnoty zbyvajicich parametrii, coz je neucinné pro jiz dokonce
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mirné slozité problémy. Moderni Bayesovské metody vyuzivaji Markoviiv fetézec Monte Carlo
(MCMC) metod k piibliZzeni této integrace, tim Ze simuluji jednotlivé tahy ze spojené posteriorni
distribuce vSech parametrti modelu. Posteriorni pravdépodobnosti pro nami sledované parametry
jsou spocitany pouzitim vzorkli z Markovova fetézce. Napt. posteriorni pravdépodobnost stromu
nebo rozvétveni ve stromu je urCena jednoduse prozkoumdnim poméru vSech vzorkl
z Markovova fetézce, které obsahuji topologické vétveni naseho zajmu (Alfaro et al. 2003).

Larget a Simon (1999) ve své praci ukazuji, Ze Bayesovsky pfistup k fylogenetickému
odvozovani méa zna¢né vyhody pro rozsahlé stromy oproti pfistupu maximum likelihood. Dale
pak ze algoritmy, napf. Metropolis-Hastings, jsou efektivnéj$i nez jiné vypoctové algoritmy,
které¢ byly dosud publikované, minimalné¢ u malého mnozstvi dat. Nicméné¢ autofi zmiiuji
nékolik problému. Stejné jako u ML je otidzka, zda-li pouzity algoritmus opravdu nachazi
globalni maximum, proto se mizeme ptat, jestli MCMC spravn¢ identifikuje a zméfi posteriorni
pravdépodobnosti ze souboru vysoce pravdépodobnych topologii stromi (Larget a Simon 1999).
Dalsim béznym problémem je zaseknuti se v regionu jen nékolika hodnot vyhleddvacich
parametrii a neprozkoumani regionii s topologiemi, u nichz je posteriorni pravdépodobnost
podobna nebo dokonce i vétsi, coz vede ke zkresleni zavéra. V piipadech, ze jsou prechody mezi
ostrovy topologii s vysokou posteriorni pravdépodobnosti ve velmi nizkych stupnich. Je pak tedy
nutno kontrolovat, zda skutecna topologie stromu je zachycena s dostateCnou posteriorni
pravdépodobnosti.

Bayesovské odvozovani ma nékolik vyhod nad jinymi metodami fylogenetického
odvozovani véetné¢ snadné¢ho vykladu vysledku, schopnosti vc¢lenit dfivéj$i informaci (jestli
takova informace je k dispozici) a nékterych vypoctovych vyhod (Larget and Simon 1999,
Huelsenbeck and Ronquist 2001). Bayesovské odvozovani se stalo pouzitelnym diky
pocitatovému programu MrBAYES, ktery vykonavd odvozovani fylogeneze uZzitim variant
Markovova fetézce Monte Carlo (Huelsenbeck and Ronquist 2001). A tento pristup se nyni stdva

témér prevladajici fylogenetickou metodou (Kolaczkowski and Thornton 2004).

Je mnoho duvodui véfit, ze uspéch Bayesovského odvozovani bude pokracovat, protoze je
mozné ho aplikovat na $irs§i fadu problémut v evolucni biologii. Bayesovska analyza by méla byt
také uziteCna pii oslovovani nékterych nevyfeSenych problémt ve fylogenetice, jako je

odhalovani miry horizontalniho pfenosu genti (proces, ktery komplikuje fylogenetickou analyzu
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bakterii), vykonavani fylogenetickych analyz pouzitim dat z celého genomu, porozuméni evoluce
genomu v tomto kontextu fylogeneze a konstrukci velkych strom kombinovanim vysledkil z
mensich a ptekryvajicich se analyz.

Myslim si, ze Bayesovska metoda, a¢ je také velice narocnd na vypocet, mad pomérné
slibnou budoucnost, a to hlavné diky snadné interpretaci vysledku. Pokud se nestane nic
necekané¢ho, myslim, Ze Bayesovské metody nahradi maximum likelihood. Maximum parsimony

ma diky jinému vypoctovému algoritmu Sanci piezit.

3.4. Statistické metody

Tradi¢ni fylogentické metody, jako je maximum parsimony, maximum likelihood,
Bayesovska analyza nebo neighbor-joining vytvaii predpoklady, které jsou neucinné na trovni
populaci. Napf. tyto metody predpoklddaji, Ze ancestralni haplotypy jiz v populaci nejsou, piesto
koalescenéni teorie pfedpovidd, Ze ancestralni haplotypy budou nejcastéjsimi sekvencemi
ziskanymi na urovni populaci. Tradi¢ni metody také predpokladaji, Ze se nebude rekombinace
vyskytovat. Selhani v zac¢lenéni moznosti rekombinace do rekonstrukce fylogeneze mize vést k
vaznym chybam ve vysledné odhadnuté fylogenezi. Proto je potieba vyuZit alternativnich metod
(Hillis et.al. 1996)

Program TCS je uzivany s tradi¢nimi metodami k odvozovani vztahli mezi organismy,
které maji Siroky rozsah divergence (Hillis et. al. 1996). Pfistup je také pouzivan k rozdéleni
struktury populace. Program uspofada identické sekvence do haplotypi a vypocita frekvence
haplotypt ve vzorku. Tyto frekvence se uzivaji k odhadovéani pravdépodobnosti outgroupti, které
koreluji se stafim haplotypi. DalS$imi alternativnimi programy jsou, napi. Arlequin, ktery
poskytuje metody k analyze patternii genetické diverzity v rdmci a mezi populacemi nebo
Genalex, ktery umozituje populacni genetickou analyzu dat z kodominantnich, haploidnich a

binarnich genetickych dat (Avise 2004).
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4. ZAVER

4.1. Informace k budouci magisterské praci

Vychozi data a vzorky k praci

Jedna se o soubor materidlu sebraného mezi roky 2003 az 2007 z né¢kolika lokalit na
zapadnim pobiezi PNG v ramci dalSich vyzkumnych projektt zabyvajicich se mravenci i vzorky
sebrané specificky pro studium populaci Crematogaster polita. Vzorky byly sbirdny pifimym
sbérem (hand collecting)* nebo pomoci vnadicich pasti (bait traps)** v podrostu i1 korunach

primarniho a sekundarniho lesa.

Lokality

Hlavni objem materidlu pochdzi z lokalit v okoli vesnic Baitabag, Ohu a Wannang, v
provincii Madang. Baitabag a Ohu jsou vzajemné vzdaleny cca 30 km a jsou spojeny mozaikou
primarniho a sekundarniho lesa. Na kazdé z obou lokalit byli jedinci sbirani na ploSe ptiblizné 25
km?. Vzdalenosti mezi sebranymi koloniemi jsou na §kale od nékolika metri do péti kilometri. Z
téchto dvou lokalit pochazi nejvétsi mnozstvi sebraného materidlu (cca 250 vzorkll) pomoci obou
uvedenych metod sbéru. Na tyto lokality se také zaméii analyza detailni populaéni struktury
druhu. Material s téchto lokalit bude také porovnan se sbéry na vzdalenéjSich lokalitach PNG (v
rozsahu 10 — 300 km).

Material z lokality Wannang (cca 50-150 vzorkll) bude slouzit ke studiu piibuznosti
kolonii obyvajicich koruny stromti v rdmci dvou hektarovych ploch primarniho a sekundarniho
lesa. Zde jsou k dispozici data o detailni distribuci i velikosti kolonii mravencii, ktera bude
zajimavé srovnat s aktualni genetickou ptibuznosti. Bude se pravdépodobné jednat o viibec prvni

takovou studii z oblasti tropického lesa.

* Rucni sbér (hand collecting) je metoda, kterd spociva v hleddni mravenct vSude tam, kde se pravdépodobné
vyskytuji. Coz zahrnuje hledani na zemi pod kameny, listy, kladami nebo jinymi objekty, v rozkladajicim se dieve,
v rostlinach, na kmenech stromii nebo pod jejich ktirou (Bolton 1995).

** Navnady (baits) mohou byt pouzity pro prilakani a koncentraci jedinci. Toto Casto zvySuje pocet sebranych

jedinct a nékdy budou prilakany i druhy, které by bylo obtizné lokalizovat. Navnady jsou velmi selektivni a nemusi
ptilakat druhy, které nejsou flexibilni ve svych potravnich narocich (Bolton 1995).
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Prace se vzorky

Vzorky byly uloZeny do lihu o koncentracich 70 — 98 %. Pied extrakci DNA museli byt
vzorky lihu zbaveny. Extrakce DNA byla jiz néckolika zplsoby provadéna. 1) pomoci
komeréniho kitu (Tissue DNA spin kit 250) dle navodu vyrobce. Tato metoda se bohuzel pro
extrakci DNA u mravencli neukazala jako uspé€snd, a to i po rtiznych drobnych zménach oproti
manudlu (napf. rizné dlouhd lyze bunék), 2) extrakce pomoci smési fenol-chloroformu, avsak ani
ta nebyla bohuzel uspés$na, 3) extrakce smési fenol-chloroform-isoamylalkohol s pouZzitim
enzymu chitindza a vyuzitim tekutého dusiku k homogenizaci vzorkii. Tato metoda se zatim jevi
jako uspésna, coz bude pravdépodobné zplisobeno pouzitim enzymu chitindza, ktery je vhodné
vyuzit pii extrakci DNA z hmyzu.

Vzhledem k tomu, Ze ve vlastni praci jsem zatim ve fazi extrakce DNA, dal$i postup bude
popsan jen stru¢n¢. Genotypovani bude provedeno pomoci fragmentu COI a COIl mtDNA (cca
100 jedincti), v kombinaci s mikrosatelity (cca 50 jedinci), jadernymi geny (cca 50 jedincd) a
DNA barcodingem (cca 40 jedincti). Mikrosasatelity pro druh Crematogaster polita vyvinuty
zatim nebyly, vyuziji proto tedy mikrosatelity z jinych blizce pfibuznych druhii (Heinze et al.
2000, Feldhaar et al. 2004).

V jednotlivych metodach se samoziejmé budou jedinci ptekryvat, aby popiipadé bylo
mozné na zaver magisterské prace porovnat vypovédni hodnoty téchto molekularni markera. Pro
tyto ucely jsem jiZz odeslala na barcodovani cca 40 vzorkd druhu Crematogaster polita (na
analyzu byl vzdy zaslan jeden mravenec; vSechny vzorky pochézi z lokality Baitabag a byly
sebrané v obdobi 18. — 22. 10. 2004). Pfednostn¢ budou vyuzivani jedinci sebrané pomoci
piimého sbéru, protoze jedinci sebrani pomoci navnadovych pasti jsou Casto poni¢eni a neni
jasna jejich ptislusnost ke kolonii (coz je u studii populaci podstatné).

Analyza molekularnich dat bude nasledné¢ provedena pomoci maximum parsimony,

Bayesovskou analyzou a statistickymi metodami (napt. TCS, Arlequin).

4.2. Zavérecné shrnuti

ITS2 a COI mohou spole¢né poskytnout silny néstroj pro studie vnitrodruhové variability
a fylogeneze blizce piibuznych druhd. 18S rDNA a 28S rDNA jsou stejné uzite¢né pro

fylogenetiku na druhém konci systematického spektra. Chybi v§ak soubor markert, které by bylo
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mozné pouzit v prostfednich systematickych urovnich, to jest mezi rody a tfidami. Vysledky z
nékterych praci u hmyzu ukazuji, Ze mitochondrialni ribosomalni geny (12S a 16S rDNA) by
v tomto sméru mohly byt uzitecné. Avsak naproti tomu nékteré prace ukazuji, Ze tyto geny jsou
chudé v feSeni fylogeneze na této urovni pravdépodobné kvuli jejich vysokému obsahu AT.
NejlepSim feSenim mohou byt jaderné protein-kodujici geny, jako je naptiklad Siroce uzivany
EFla. Avsak jeho nevyhodou je délka a s tim spojeny maly pocet informativnich mist (tab. 1).

Déle jsou u hmyzu vyuzivany tfeba wingless, abdominal-A, LW rhodopsin.

Dle informaci o riznych molekularnich markerech, které jsem sepsala a zhodnotila, jsem
dosla k nazoru, ze ve své budouci magisterské praci vyuziji mtDNA COI (piiblizné¢ 1000 bp)
v kombinaci s COIl (pfiblizn€¢ 1000 bp). Tyto markery, které nicméné mohou zkreslovat
fylogenetickou informaci (slozeni bazi, hybridizace, introgrese, NUMTS...), bych chtéla doplnit o
mikrosatelity. Tato doplikova metoda by méla piipadné problémy s nespravnou topologii stromu
predejit. Ackoliv dosud nebyly publikovany mikrosatelity vyvinuté pro druh (nebo komplex
druhil), kterym se budu zabyvat, bude proto nutno pouzit mikrosatelity vyvinuté pro jiné blizce
pfibuzné druhy (avSak s rostouci genetickou vzdalenosti se sniZzuje procento jejich uspéSnosti
(Jarne and Lagoda 1996)) nebo eventualn¢ vyvinout vlastni (to v krajnim ptipade).

Jaderné geny jako doplinkovou metodu bych téz chtéla pouzit. Jako nejvhodnéjsi se mi zda
ITS2 (uz pro svou vhodnost v kombinaci s COI na trovni vnitrodruhové variability) a EFla. I
piesto, ze je tento gen pomérné kratky, je stale nejhojnéji uzivany u hmyzu, proto bych ho i ja

chtéla vyuzit.

Fylogenetickou analyzu provedu pomoci maximum parsimony, protoze a¢ je vyvinuta
pfedevsim na data morfologickd, dd se celkem dobie pouzit i na data molekularni a vychazi
z jinych kriterii a vypocetnich algotitmt. Tu budu kombinovat s Bayesovskou analyzou, kterd je
tedy pfimo vyuzitelnd na molekularni data. Jelikoz si myslim, ze Bayesovské analyza je zlepSeny
maximum likelihood nebudu ho ve své praci vyuzivat.

DalSim postupem, zejména v analyzach vnitropopulacni variability a pfibuznosti kolonii
bude tieba vyuzit statistickych metod ke zjisténi ptibuznosti kolonii a genetické vzdalenosti

populaci. TCS nebo Arlequin budou vhodnymi programy pro tyto studie.
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