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1. Uvod

Studium struktury infrapopulace paraziti (souhrn jedinct v jednom hostiteli) nam muiize
pomoci odpoveédét na zakladni otazky tykajici se zivotni strategie parazitli, jako naptiklad jakym
zpusobem dochazi k infekci a rozmnozovani (sexudlni vs. asexudlni), zda k infekeci za zivot
hostitele dochazi opakovang, ¢i zda jsou hostitelé infikovani jen jednou. Asexudlni reprodukce
spole¢né s jednordzovou infekci by méla snizovat diverzitu populace, zatimco casta infekce
spole¢né se sexudlnim rozmnoZovanim by méla vést k vysoké diverzité populace parazita uvnitt
jednoho hostitele. V piipadé mikroskopickych jednoduse stavénych parazitickych organismu bez
jasnych morfologickych znaki (jako je Dicyema moschatum) nelze vyuzit klasickych
ekologickych pftistupti ke studiu populacni struktury vyuzivajicich pfedev§im morfologii,
pozorovani populaci v pfirozeném prostiedi ¢i (zpé€tny) odchyt, a to z ocividnych davodua
velikosti a habitatu zvifete. Naproti tomu moderni molekularni metody se nabizi jako vhodny
nastroj ke zkoumani infrapopulace parazitti a mohou ndm pomoci odhalit poznatky o ekologii
parazita 1 jeho hostitele. Metoda vyuzivajici mikrosatelitnich markerd je pravé vhodna pro
zkoumani mikroskopickych zivocichti predevsim diky své univerzalnosti a nenarocnosti na
pozadované mnozstvi DNA (viz kapitola 1.4). V pfipadé studovaného systému parazita D.
moschatum a hostitele E. moschata neexistuji téméf zadné informace ohledné ekologie a
genetické populacni struktury. Jejich vzdjemna tésna asociace piitom nabizi velky prostor
k odhalovani zivotnich strategii v systému parazit-hostitel obecné, a hlavné¢ pak v malo

prozkoumaném motském prostiedi.

1.1 Eledone moschata (Lamarck, 1798)
1.1.1 Taxonomie

E. moschata, ¢esky chobotnice pizmova, je zivo¢ich z kmene mékkysi (Mollusca), tridy
hlavonozci (Cephalopoda), podtiidy dvouzabti (Coleioidea), nadfddu osmiramenatci
(Octopodiformes), fadu chobotnice (Octopoda), nad¢eledi Octopoidea, ¢eledi Eledonidae (Jereb
& Allcock, 2015).
1.1.2 Vyskyt

Chobotnice pizmova se vyskytuje ve Stiedozemnim mofi a v Cadizském zalivu. Najit ji
Ize v severovychodnim Atlantiku od bieht Portugalska az do 40° severni $itky (Lourengo et al.,
2008), bézna je v Jaderském mofti i v Egejském mofti, méné bézna pak v Jonském mofi, nalezena

byla i v Marmarském mofti (Jereb & Allcock, 2015). Mapa vyskytu viz obréazek 1.
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Obr. 1: Mapa vyskytu E. moschata. Pievzato z Norman et al., 2014.
1.1.3 Obecna charakteristika druhu

Eledone moschata je druh vyskytujici se u pobiezi, zije pfedev§im na pisCitém ¢i
bahnitém dné, piilezitostné i na Stérku (Jereb & Allcock, 2015). Nevyskytuje se v kamenitych
oblastech, svyjimkou obdobi rozmnoZovani (Mangold, 1983). Nejcastéji se vyskytuje
v hloubkach do 100 m na hornim kontinentalnim Selfu (Krstulovié Sifner & Vrgo¢, 2009),
piilezitostné az do 170 m (Krstulovi¢ Sifner et al., 2005). Je to stiedné veliky, svalnaty druh
S jednou fadou ptisavek na ramenech, viz obrazek 2 (Norman et al., 2014). Primérné délka plaste
u samci je 8,1 cm a u samic pak 7,4 cm (Akyol, Sen, & Kinacigil, 2007), délka i s rameny pak
do 40 cm (Norman et al., 2014). Nejvyssi zaznamenana vaha je 1414 g (Akyol & Sen, 2009). Je
povazovana za ,,socidlni chobotnici, tedy druh ktery se navzdjem druzi vice, nez jiné druhy
(Mather, 1985). Znama zbarveni jsou bled€ krémové s tmavymi hnédymi az ¢ernymi skvrnkami
¢i hnéda s Cernymi skvrnami — €0z jsou typicka zbarveni pro aktivni zvifata; bledé zbarveni bez
skvrn - typické pro inaktivni zvifata; hnéda bez skvrn - Ize pozorovat kdyz zvife plave, ale také
kdyz je vyruseno (Mather, 1985). Mivaji zafivé zelenou az zlatou linku na okraji plasté¢ (Norman
et al., 2014). E. moschata se navzdory svému perfektnimu zraku spoléha spise na hmatovou
informaci, a to kvuli Seru v hloubkach, které bézné obyva (Mather, 1985). E. moschata je
komeréné vyznamny druh v oblasti Stredozemniho mofte, nejcastéji je chytana vleCnymi sitémi

na dn¢ (Belcari & Sbrana, 1999). Piesnou statistiku o vylovu tohoto druhu neni mozné urcit,
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protoze je vedena ve spole¢né skupiné s E. cirrhosa (Belcari et al., 1998), za rok 2016 ¢inil vylov
obou druhii pouhych 959 tun (oproti roku 2014 s vylovem 6296 tun) (FAO, 2018).

————

ST

- - ™ —e—
e -

...;vu-' vt 100 o

CLACRUE AT LN

PRI A P

.lihmua-mrn

e Y
5

Obr. 2: Nakres E. moschata. A - samec, $picka normalniho ramene. B - hektokotyl. C - hibetni
pohled. Pievzato z Norman et al., 2014.
1.1.4 Zivotni strategie

E. moschata je benticky druh, Zivici se pfedev§im korysi, dale pak rybami, hlavonoZzci,
plzi, mlzi a mnohostétinatci (Krstulovié¢ Sifner & Vrgo¢, 2009). Jsou to viak dravci, a snadno
ptechazi z jedné potravy na jinou (Mangold, 1983). Zdaji se byt spiSe no¢nimi zvitaty s aktivitou
po soumraku (Mangold, 1983). Rozmnozovaci cyklus je sezonni a obvykle dosahuje dvou
vrcholil v riiznych mésicich, v zavislosti na lokalité vyskytu. Zivotni cyklus je kratkodoby a
dlouhodoby (Silva et al., 2004), dlouhodoby lze pozorovat u exemplafi jez se rozmnozovali na
zacatku tfeci sezony, kratkodoby u jedinct, jeZz se tfeli na konci tfeci sezony. Délka zivota
nepiesahuje 2 roky (Mangold, 1983). Veliky vliv na rozmnoZovani a velikost jedince ma teplota
(Ezzeddine-Najai, 1997), kdy ve vyssich teplotach se rodi mensi mlad’ata (Villanueva et al.,
2016).
1.1.5 Parazite

Stejné tak, jako vsechny Eledone spp., i E. moschata mtze byt napadena riznymi
parazity. Nalézt Ize tasemnice Scolex p. unilocularis, S. p. quadrilocularis, Acanthobothrium sp.,
Orygmatoscolex pusillum, Phyllobothrium pusillus, Nybelinia lingualis; hlistice Ascaris
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moschata, buchanku Pennella varians a také dicyemidy Dicyema moschatum a Dicyemennea
eledones (Hochberg, 1983), kteti byli vzhledem ke svym unikatnim vlastnostem (viz nize)
zvoleni ke studiu v této praci.
1.2 Dicyemidé

Dicyemidé jsou mikroskopiti, Cervoviti zivo¢ichové, Zijici jako parazité rendlnich
organt bentickych hlavonozcti. Renalni organy pokryvaji v hustoté tisicti jedinct na cm® (Furuya
& Tsuneki, 2003). Jejich télni organizace je velmi prosta, sestavajici z pouhych 8 az 40 bungk;
nemaji zadné t€lni dutiny ani diferencované organy (Suzuki, 2010). Maji jednu dlouhou axialni
buiiku, ktera je obklopena bunkami okrajovymi. V pfedni ¢asti se okrajové bunky seskupuji
v utvar ,,calotte, kterym je jedinec ptichycen na tkan renalniho organu hlavonozce, viz obrazek
3, a ktery se da rozdélit do tii typa dle tvaru (Furuya & Tsuneki, 2003). Druhti je uvadéno 112,
nicméné kvili nedostatecné dokumentaci a nepresnému popisu nékterych druhii neni jasné, zda
nékteré druhy nejsou uvadény pod vice ndzvy, ¢i zda vibec existuji (Catalano, 2012). V uvahu

je vSak potfeba vzit i moznou existenci tzv. kryptickych druhd, které jsou morfologicky

neodliSitelné, nicméné geneticky odlisné (de Leon et al., 2019).

Obr. 3: Dicyemida sp. pfichyceni na renalnim organu E. moschata. Foto Marie Drabkova.
Dicyemidé vyuziti v této praci (obrézek 4) patii ke druhu Dicyema moschatum (Whitman,
1883), coz je druh, ktery Ize nalézt ve dvou hostitelich, a to sice Eledone moschata a Sepiola
rondeleti (Furuya, 1999).
1.2.1 Taxonomie
Skupina Dicyemida je spole¢né se skupinou Orthonectida fazena mezi Mesozoa. Nazev
skupiny Mesozoa mél podle Van Benedena (1876) vyjadiovat jejich postaveni jako mezistupen
mezi Protozoa a Metazoa. Vzhledem K jejich jednoduché struktufe byli povazovani za mozné
predchiidce Metazoi (Lapan & Morowitz, 1975), nicméné vzhledem k jejich Zivotni strategii je
mozné, ze je jejich struktura zjednodusena praveé kvili parazitismu (Stunkard, 1954). Stunkard
4



(1954) uvedl, ze by mohli byt fazeni mezi plosténce, toto zatazeni vSak pozdéji nebylo podpoieno
(Suzuki et al., 2010). Podle novéjsich studii by mohli dicyemidé patfit mezi Lophotrochozoa (Lu
et al., 2017; Schiffer et al., 2018).

Obr. 4: Mikrofotografie Dicyema moschatum, fluorescenéni barveni: modra - DAPI (DNA, jadra)
+ zelena phalloidin (aktin, povrch bunék) + bila - protilatka proti beta tubulinu (tubulin, cilie).
Foto Marie Drabkova.
1.2.2 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus dicyemidi zahrnuje dvé stadia — vermiformni a infusoriformni, které se od
sebe odlisuji télni stavbou (obrazek 5). Vermiformni stadium piedstavuje bud’ embryo vzniklé
asexualni reprodukci ¢i nematogeniho/rhombogenniho dospélce. Infusoriformni stadium je pak
embryo vzniklé ze sexudlni reprodukce, vylihlé z oplodnéného vajicka z infusorigenu.
Vermiformni stadia se nalézaji pouze v rendlnim organu hostitele, zatimco infusoriformni
stadium muze hostitele opustit a hledat nového hostitele; samostatné zvladne plavat in vitro i
nékolik dni (McConnaughey, 1951). Nicméné zatim neni jisté, jak se infusoriformni jedinec
zméni na vermiformniho v novém hostiteli a jakym zptsobem dochazi k infekci noveho hostitele
(Furuya & Tsuneki, 2003). Vzhledem k celkové neprobadanosti dicyemidt je mozné, Ze je Casem
spise, nez parazity budeme definovat jako mutualisty chobotnic (Katayama et al., 1995; Furuya
et al., 2004).
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Obr. 5: Zivotni cyklus dicyemidt (podle Furuya et al., 2003).

1.3 Vztah mezi hostitelem a parazitem

Jak jiz bylo uvedeno, dicyemidé ziji v zahybech renalniho organu hlavonozct. Tvar
calotte je tedy tizce zavisly na struktuie tkang, ke které je prichycen. V jednom hostiteli by se
tedy teoreticky méli nachazet morfologicky podobné druhy dicyemidi. Pokud vSak piislusnost
jedince K ur¢itému druhu nezavisi na morfologii zvifete, méli by se v ramci druhu hostitele
nachazet blizce geneticky ptibuzni dicyemidé¢ a taktéz blizce ptibuzni hlavonoZci by méli hostit
blizce piibuzné dicyemidy (Eshragh & Leander, 2014). Eshragh et al. (2014) tvrdi, Ze tvar calotte
je prechodny znak, ktery si kazdy jedinec dicyemida ptizpusobi dle struktury renalniho organu

6
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hostitele. To znaci, Ze jsou béhem vyvoje schopni adaptovat se v zavislosti na hostiteli; takovato
morfologicka plasticita se zd4 byt u parazitti bézna (Nolte et al., 2010). Naznacuje to, Ze i mala
zména v tkani hostitele by velmi ovlivnila populaci parazita v ném a naopak (Poulin et al., 2011).
Vysledky sekvenaci genu pro malou ribozomalni podjednotku (18S rDNA) dokazuji blizsi
ptibuznost mezi morfologicky odlisnymi typy dicyem, coz ukazuje na vyznamny koevolu¢ni tlak
mezi parazitem a hostitelem (Eshragh & Leander, 2014). Kontrastnim tvrzenim je pak nazor, ze
dicyemidé jsou hostitelsky vysoce specificti a v kazdém hostiteli I1ze najit jeden az dva druhy
morfologicky odlisnych dicyemidi (Furuya, 1999), k diferenciaci mezi riznymi druhy by pak
patrné dochazelo pti pozdni embryogenezi (Furuya et al., 2003).

Vzhledem k netplné probadanosti zivotniho cyklu dicyem se nevi, zda existuje dalsi
mezihostitel, ani jak pfesné se hlavonozZec nakazi. Ohledné osudu infusoriformnich jedinct tedy
vyvstava fada otazek, a to sice jak daleko jsou schopni migrovat a jak vlastné ptezivaji, nez narazi
na dalSiho hostitele. Aby parazit nalezl dalsiho hostitele, musi piekonat fadu enviromentalnich
piekazek, proniknout do hostitele a vyrovnat se s nevyhodami vlastniho Zivotniho cyklu (Roberts
et al., 2002). Vzhledem k uzké provazanosti s ekologii hostitele je pravdépodobné, Ze nakazeni
novych jedinci zavisi na vlastnostech hostitele, napiiklad muze souviset s jeho velikosti,
zivotnosti, arealem vyskytu ¢i vékem (Catalano et al., 2014). Primarnim ukolem parazita je pak
nalézt svého hostitele; v piipadé mote a oceanu se jevi byt vyhodnou strategii byt parazit
generalista; nicméné u dicyemidd je pozorovana vysoka hostitelska specifita. Vzhledem ke
kratkovékosti hlavonozct (Semmens et al., 2007), je pro dicyemidy nutné uniknout z hostitele a
nakazit dalSitho bchem kratkého cCasového intervalu. Navzdory tomu, Ze je jen tézko
predstavitelné, jak vlastné malé infusoriformni embryo usp&$né v mofi najde dalsiho hostitele, je
prevalence dicyemidu vysoka (v oblasti Sttedozemniho moie az 100%, Nouvel, 1947).

Jedna z teorii 0 infekci vychazi z faktu, ze infusoriformni embryo obsahuje vysoky podil
hotecnatych soli inositol hexafosfati, jez zpisobuje u embrya zdporny vztlak, a tedy je nutiklesat
— pak by mohlo k infekci dochazet u pravé vylihnutych pii dné zijicich hlavonozcti (Hochberg
1990, Lapan 1975). Catalano (2013) provedli experiment, jez mél dokazat, ze hlavonozci jsou
dicyemidy nakazeni jiz ve vajicku. Béhem experimentu byla sbirana vajicka druhu Sepia apama,
ze kterych byla extrahovana DNA, nicméné z zadného vajicka se nepodafilo prokdzat DNA
dicyemidd, coz naznacuje, ze k nakazeni dochdzi az po vylihnuti hlavonozce. Catalano nicméné
argumentuje, ze netispésnost lze vysvétlit i nizkym stavem populace sépii v obdobi sbéru vzorkd.
Vyzkum systému dicyemid-hlavonozec nicméné také ztéZuje zahrnuti chobotnic ve smérnici EU
2010/63/EU o ochrané zvifat pouzivanych pro védecké ucely (Roumbedakis et al., 2018).
Pokouset se tedy na mnohé z otdzek ohledné Zivotniho cyklu dicyemidlii odpovédét pomoci

laboratorniho odchovu hlavonozct vyzaduje kromé dikladné zabezpecenych akvarii i povoleni.



1.4 Mikrosatelitni genetické markery pro studium populaci

Mikrosatelity, synonymné také VNTR (variable number tandem repeats), STR (short
tandem repeats), SSR (simple sequence repeats), patii mezi genetické markery spole¢né
s naptiklad alozymy, mitochondridlni ¢i jadernou DNA. Predpokladem kazdého dobrého
genetického markeru je, ze je v selekci neutralni a podléhd Mendelovym zakonum dédi¢nosti.
S pomoci genetickych markert Ize sledovat zna¢nou ¢ast vlastnosti studované populace jako jsou
rychlost migrace, velikost populace, bottleneck, zptisob rozmnozovani (zda jsou v populaci
klony ¢i zda dochazi k sexualnimu rozmnoZzovani atd.), pfibuznost mezi jedinci a dalsi (Selkoe
& Toonen, 2006). Mikrosatelity jsou tandemova opakovani jednoho az Sesti nukleotidt, obvykly
pocet opakovani je mezi péti az Ctyficeti. Nalézaji se v genomu s vysokou frekvenci a jsou bézné
u vétsiny taxond. Disponuji vysokou muta¢ni rychlosti (mezi 102 a 10° mutaci na lokus za
generaci), coz zpusobuje vysokou alelickou diverzitu vhodnou pro genetickeé studie na popula¢ni
arovni (Schllétterer, 2000). NejbéznéjSimi volbami pro molekularné genetické studie jsou
dinukleotidova, trinukleotidova a tetranukleotidova opakovani; trinukleotidova opakovani jsou
zajimava také z dtvodu, Ze nezpusobuji posun ¢teciho ramce, a proto se mohou nachazet i
v kddujicich oblastech genu (Toth et al., 2000). DNA sousedici s mikrosatelity se nazyva
ohranicujici oblast (flanking region). Tato oblast by m¢la byt konzervovana mezi jedinci stejného
druhu, aby ji bylo mozné vyuzit pro navrhnuti primera nutnych k reakci PCR. Pfi vybéru
mikrosatelitnich sekvenci je zasadnim bodem vybrat takovy lokus, pro ktery existuje vice alel,
ale zaroven je v dobfe konzervované oblasti, aby se na ruzné jednotlivce bylo mozné pouzivat
stejné primery bez problému s nasedanim. Dal§im pozitivem mikrosatelitnich markera je i
obvykla kratka délka amplifikovaného Useku, Ize je tedy amplifikovat snadnéji nez jiné delsi
sekvence, které se s postupnou degradaci lamou (Taberlet et al., 1999). Dale pak také s faktem,
7e mikrosatelity byvaji vysoce druhové specifické, se minimalizuje moZznost kontaminace cizi
DNA, coz je jinak v ptipad¢ zivocichu Zijicich v tkanich jinych Zivocichti velice pravdépodobné.
S klesajici cenou oligonukleotidli na miru, dostupnosti sekvenac¢nich sluzeb a jednoduchosti PCR
jsou mikrosatelitni markery témét idealni molekularni metodou. Nicmén¢€, neni mozné spoléhat
pouze na jeden mikrosatelitni lokus, z diivodu moznych genealogickych odli$nosti mezi riznymi
genetickymi oblastmi, které by mohly byt zptisobeny selekci, rekombinaci ¢i genetickym driftem.
V ptipadé¢ studii zabyvajicich se paternitou, klonalitou, strukturou populaci a migraci je dobre
vybrat lokusy s vysokou alelickou diverzitou (Kalinowski, 2002; Queller et al., 1993).

Tato prace se tedy pokusi pomoci analyzy mikrosatelitnich markertt (ndvrh primert,
testovani a selekce vhodnych lokusti) odpovédét na otazky tykajici se infekce E. moschata
dicyemidy, popsat jejich popula¢ni strukturu napii¢ hostiteli i v ramci jednoho hostitele (tedy

jejich infrapopulace).



2. Cile prace

Osvojit si zakladni metody molekularni biologie (PCR) a aplikovat je na “low DNA
input“ typ templatové DNA, jakou jsou vzorky dicyemidd.

Optimalizovat pouziti mikrosatelitnich markerd pro Dicyema moschatum.
Vyhodnotit populacni strukturu parazita D. moschatum na zaklad¢ mikrosatelitnich

markerd uvnitt jednoho hostitele a napti¢ populacemi.



3. Metody a materialy

3.1 Pivod vzorki

Chobotnice, ze kterych vzorky v této praci pochazeji (obrazek 6 vlevo), byly zakoupeny
na rybaiskych trzich v italské Neapoli v kvétnu 2017 a v chorvatské Pule v kvétnu 2016.
Chobotnice byly kupovany vzdy pokud mozno nejéerstvéjsi, mrtvé, ale s jesté aktivnimi
chromatofory. Vzorek svalové tkané chobotnic (pro extrakci referenéni hostitelské DNA
neinfikované dicyemidy) byl odebiran zpravidla z chapadel, z vnitini strany. K ziskani vzorku
dicyemidi bylo zapotiebi vypreparovat z chobotnic jejich renalni orgén, ktery se nachazi

v plastové dutiné (viz obrazek 6 vpravo).

Renalni organy

Obr. 6: Vlevo Eledone moschata pied preparaci. Vprvo plastova dutina hostitele. Foto Marie
Drabkova.

Renalni organ byl jemné vymachan v Cisté moiské vodé (ASW, artificial sea water
ptipravena podle Lapan & Morowitz, 1975), ¢imz se dicyemidé sami uvolnili z renalniho organu.
Z jejich zméti pak byli individudlné¢ mikropipetou nanaSeni na filtraéni papir napustény TE-
pufrem nebo piimo jednotlivé v mikrozkumavkach fixovani v ¢istém lihu (ethanol p.a.). Smésné
vzorky (vice jedincti z jednoho hostitele) byly fixovany v RNAIlateru (Sigma-Aldrich) a bud’ se
vyuzivaly dale jako smésné, nebo byly pozdéji vyuzZity jako zdroj pro pfipravu dalSich
jednotlivych ,single vzorkd (tedy vzorki obsahujicich pouze jednoho jedince dicyemida).
Ptiprava single vzorkli z RNA lateru spocivala v preciznim odpipetovanim jednotlivych zvitat

do kapky vody, aby se ocistili od RNA lateru a pak do samostatnych zkumavek.
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3.2 lIzolace DNA

Izolace DNA z dicyem byla provedena pomoci QlAamp DNA microkitu (Qiagen) dle
navodu vyrobce. Izolace DNA z hostitele byla provedena pomoci kitu DNeasy Blood and Tissue
(Qiagen) dle ndvodu vyrobce.
3.3 Ovéreni druhu hostitele a parazita

Druh chobotnice byl ovéfen pomoci genetického markeru cytochromoxidazy | (COIl) ato
sice amplifikaci DNA pomoci PCR (priitbéh PCR a detaily pouzitych primert viz tab. I, II).
Rozpis reakce byl nasledujici: 1 pl vzorku, 1 ul forward primeru (5pM, F1490, Folmer et al.,
1994; sekvence viz Tab. 1), 1 pl reverse primeru (5pM, H7005, Hafner et al 1994; sekvence viz
Tab. I), 2 pl pufru (PCR blue buffer, Top-bio), 0,5 ul nukleotidi (ANTPs 10mM, ThermoFisher),
0,2 ul Taq polymerazy (Top-bio) a 14,3 pl H2O.

Druh dicyemida byl ovéfen pomoci 18S rDNA genu, taktéz amplifikaci DNA pomoci
PCR (prubéh PCR a detaily pouzitych primeru viz tab. I, IT). Rozpis reakce byl nasledujici: 1 pl
vzorku, 1 pl forward primeru (5pM, F3, Eshragh et al. 2014; sekvence viz Tab. 1), 1 pl reverse
primeru (5pM,R2, Eshragh et al. 2014; sekvence viz Tab. 1), 2 ul pufru (PCR blue buffer, Top-
bio), 0,5 ul nukleotidt (ANTPs 10mM, ThermoFisher), 0,2 ul Taq polymerazy (Top-bio) a 14,3
pl H20.

Tab. I: Pfehled primerti pouzitych k ovéteni druhu hostitele a parazita.

Lokus | Nazev Sekvence primeru 5" — 3' Forward Autor
/Reverse
COl F1490 | GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG | F Folmer et al.,
hostitele 1994
H7005 | CCGGATCCACANCRTARTANGTRTC | R Hafner et al.,
RTG 1994
18S F3 CGGCTCATTAAATCGGACATAC F Eshragh et al.,
parazita 2014
R2 CCAACAACCTCACCAAATCATTC R Eshragh et al.,
2014
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Tab. II: Protokol PCR pro ovéfeni druhu hostitele a parazita.

Pro lokus | Pocateéni | Pocet Denaturace | Nasedani | Elongace | Finalni
denaturace | cykla primerd elongace
col 94°C 30 92°C 52°C 72°C 72°C
hostitele 5 minut 1 minuta 1 minuta 1 minuta 5 minut
18S 94°C 40 94° C 50°C 72°C 72°C
parazita 2 minuty 45 sekund | 45 sekund | 2 minuty | 5 minut

3.4 Identifikace mikrosatelitii a navrhovani primeru

Mikrosatelitni sekvence a primery K jejich amplifikaci pouzité v této préci byly navrhnuty
programem QDD3 (Meglécz et al., 2014) na zakladé sekvence genomu dicyemy (Drabkova et
al., in review). Program vygeneroval seznam v§ech moznych mikrosatelitnich sekvenci a primert
a z téch bylo vybrano 45 nejslibnéjsich (Meglécz, 2010). Detailni soupis sekvenci viz ptiloha.
Téchto 45 specificky navrzenych vhodnych primert (DicMiSat01-DicMiSat45) bylo
syntetizovano externim dodavatelem (Sigma Aldrich).

3.5 Optimalizace a PCR

Protokol PCR bylo tieba optimalizovat, coz bylo provedeno pomoci série gradientovych
PCR pro prvnich 10 para primera (DicMiSat01 — DicMiSat10) s nasedaci teplotou od 48°C do
65°C (finalni rozpis viz tab. 111 v kapitole 4.1). VSech 45 primert pak bylo odzkou$eno na 6
vzorcich tak, aby byly zastoupeny vzorky z geograficky vzdalenych lokalit (Neapol, Pula) a
taktéz single i smésné vzorky (s vétsi koncentraci DNA pro ovéfeni vylouceni neuspésné
amplifikace z divodu malé koncentrace DNA u single vzorki). Rozpis PCR byl nasledujici: 1 pl
vzorku, 1 pl forward primeru (5pM, navrzeno v ramci této prace, sekvence viz tabulka A v
piiloze), 1 ul reverse primeru (5pM, navrzeno v ramci této prace, sekvence viz tabulka A v
ptiloze), 2 pl pufru (PCR blue buffer, Top-bio), 0,5 pl nukleotidi (dNTPs 10mM,
ThermoFisher), 0,2 ul Taq polymerdzy (Top-bio) a 14,3 pl H20. Vysledky PCR byly ovéieny
gelovou elektroforézou, viz kapitola gelova elektroforéza.

Podle vysledku PCR bylo vybrano 25 primert, jez se zdaly fungovat dobie a ty byly
objednany fluorescen¢né znacené 6-FAM (vzdy jen forward). Byly otestovany pomoci PCR, kdy
rozpis 1 protokol byl stejny, jako pii zkousSce nebarvenych primerii. Vysledky PCR byly ovéfeny
gelovou elektroforézou a tspésné amplifikované vzorky byly zaslany na fragmenta¢ni analyzu
(SegMe, CZ ptipadné Macrogen, Korea).

Dle vysledkii z fragmentaéni analyzy bylo vybrdno osm nejspolehlivéjsich
mikrosatelitnich lokust. Téchto osm lokust bylo uspotaddno do dvou skupin po Ctyiech tak, aby
se sekvenéné nepiekryvaly a ptislusné primery byly objedndny fluorescenéné znacené barvami
VIC, NED, PET a jiz zminénym 6-FAM (ThermoFisher) pro multiplex PCR. Detailni rozpis

obou sad uvadi tab. I11.
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Tab. I11: Sady primert pro mikrosatelitni lokusy dicyem.

Sada | Nazev Sekvence primeru 5'— 3' Forward / Barveno
Reverse
A | DicMiSat05 | GTCATAGAGGCGATGTAGGGC F NED
CACCCGACAGAACTTGCACT R
DicMiSat07 | ATGCACCTTCTTCGTCGGTT F 6-FAM
AACAAGCAAACACGCTGCAA R
DicMiSat02 | CCCTCAAATTCGCTGATGTGAA F PET
TGAGAATGGCATACAAACAACACA | R
DicMiSat27 | ACTGAAGCTATGTGCCGGAA F VIC
TTTCTCTGGCCATCCTTCGC R
B | DicMiSat08 | AATGAATCCACCCAACCCGC F NED
CAAGCCTGGCTCTGTCAGAA R
DicMiSat31 | ATCATTTAAAGATTTGGCTGGCA F 6-FAM
TTCTTGGTGACCTTATAAAGTGTGTG | R
DicMiSatl7 | GGGTTGCAAGTGTGTGGAAG F PET
AGGTGCCGTCCAAATGTTCA R
DicMiSat4l | GCCGTGATACCAACGTCCA F VIC
CTGGGCACGTTCGAGTATGT R

Reakeci pro multiplex PCR vsak bylo tfeba optimalizovat. Byly vyzkousSeny rtizné poméry
primert v mnozstvich od 0,4 ul az do 1,2 ul, nejlépe se vSak osveédcil nasledujici rozpis: 1 ul
vzorku, 0,6 ul forward primeru (5pM, navrzeno v ramci této prace, znaeno 6-FAM, sekvence
viz tabulka I11), 0,6 pul reverse primeru (5pM, navrZeno v ramci této prace, sekvence viz tabulka
[11), 0,6 pl forward primeru (5pM, navrZzeno v ramci této prace, znaCeno VIC, sekvence viz
tabulka I11), 0,6 pl reverse primeru (5pM, navrzeno v ramci této prace, sekvence viz tabulka I11),
0,6 pul forward primeru (5pM, navrzeno v rdmci této prace, znaceno PET, sekvence viz tabulka
[11), 0,6 ul reverse primeru (5pM, navrzeno v ramci této préce, sekvence viz tabulka I11) , 0,6 pl
forward primeru (5pM, navrzeno v ramci této prace, znaceno NED, sekvence viz tabulka I11), 0,6
pl reverse primeru (5pM, navrzeno v ramci této prace, sekvence viz tabulka I11) 2 pl pufru (PCR
blue buffer, Top-bio), 0,5 ul nukleotidd (ANTPs 10mM, ThermoFisher), 0,5 ul Taq polymerazy
(Top-bio), 10,2 pl H20 a 1 pl Q-solutions (5%, Qiagen). Cycler je tieba pied zacatkem PCR
vyhrat (10 minut na 50 °C). V ptipad¢ ptipravy vice reakci bylo potiteba pracovat rychle a pokud
mozno reakci udrzovat na led€, v opaéném piipadé hrozila rychla degradace reakéni smési.

Finalni multiplex PCR byla provedena na 49 vzorcich (viz Ptiloha, tabulka B) s obéma
sadami primert (tab. I11), protokol PCR viz tab. IV, rozpis PCR je uveden vyse. Uspé&snost PCR
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byla ovéfena gelovou elektroforézou a vysledky reakce zaslany na fragmentacni analyzu
(Macrogen, Korea pristroj DNA Analyzer 3730XL AB, USA, kit BigDye v3.1, AB, USA).

Pro ovéfeni specifity pouzitych primert byla provedena kontrolni PCR na vzorcich
z hostitele, s rozpisem reakce viz vyse na protokolu PCR, jez byl diive optimalizovan.
3.6 Gelova elektroforéza

Uspé&snost prabéhu PCR byla vzdy ovéfovana gelovou elektroforézou. Z déivodu malé
velikosti fragmentl byl pouzivan 2% agar6zovy gel. Na ptipravu gelu bylo pouzito 95 ml pufru
TAE (Merck), 1,9 g agar6zy (ThermoFisher) a 9,5 ul GelRed (Biotium) fluorescentniho barviva
pro vizualizaci DNA. Nanaseno bylo vzdy 2 pl vzorku s 0,5 pl 6x Loading Dye (ThermoFisher).
Jako ladder byl pouzit GeneRuler 100 bp Plus DNA (ThermoFisher). Gelova elektroforéza byla
spusténa 35 minut na 105 V. Po dokonceni byl gel osvicen UV svétlem pro vizualizaci fragmentt
DNA.
3.7 Fragmentacni analyza

Fragmentacni analyza, tedy kapilarni elektroforéza, je zplsob separace fluorescencéné
znaCenych fragmenti DNA, v naSem piipad¢ mikrosatelitnich lokusu. VyzkouSena byla dvé
sekvenac¢ni centra, a to sice SeqMe a Macrogen, nicméné vysledky z Macrogenu vykazovaly
vyssi kvalitu. Vzorky byly zasilany bez enzymatického Cisténi. Pro porovnani délky fragmentd
byl pouzivan ladder L1Z 600. Vystupni data z fragmentac¢ni analyzy byla zpracovana v programu
Geneious s pomoci Microsatellite pluginu. Chromatogram obvykle bylo potieba zkontrolovat
(zda ladder sedi); dale pak vyhodnotit relevanci peaki — zda se nejedna o stutter ¢i bleed through.
3.8 Zpracovani dat

Data z programu Geneious byla pievedena do formatu tabulky v MS Excel a taktéz byla
spocitana uspésnost amplifikace pro jak jednotlivé chobotnice (infrapopulace) a jednotlivé
dicyemidy, tak i pro kazdy lokus zvlast. Na zakladé¢ této Gispésnosti byly vyfazeny Spatné funkéni
lokusy a jednotlivci. Na tomto ,,vytfidéném™ datasetu byly pak pomoci plug-inu GenAlEx
(Peakall & Smouse 2006, 2012) v MS Excel spocitdny zakladni populacné genetické
charakteristiky: pozorovanad heterozygosita (Ho), ocekavand heterozygosita (He), alelicka
frekvence pres lokusy, genetické vzdalenosti populaci, fixa¢ni index (Fst), analyza molekularni
variance (AMOVA) a za pomoci programu RMES (David et al., 2007) mira samoplozeni (selfing
rate, s, g2 a Fis). V programu Structure byl pak pivodni (nevytfidény) dataset zpracovan
s nastavenim 100 000 burn-in, 1 000 000 krokt a 15 opakovani. Vysledny graf byl ziskdn pomoci
programu CLUMPAK (Kopelman et al., 2015), ktery pracuje s vysledky ze Structure. Vysledky
ze Structure (best K) byly analyzovany pomoci StructureSelector (Li & Liu, 2018).
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4. Vysledky

4.1 Optimalizovany protokol PCR

Pocate¢ni Pocet cyklu Denaturace Nasedani Elongace Finalni
denaturace primerd elongace
94° C 35 94° C 54° C 72°C 72°C

5 minut 30 sekund 30 sekund 1 minuta 4 minut

4.2 Kontrola specifi¢nosti primeri

Z vysledného gelu z gelové elektroforézy bylo jasné, ze pii kontrole s DNA hostitele
nedochdazi k amplifikaci tyz lokus, jako pti amplifikaci DNA dicyemidd. Na gelu se nicméné

vytvorily nespecifické produkty riznych délek tvofici laddery.
4.3 Vysledny dataset

Dataset ziskany z programu Geneious byl zpracovan do tabulky (viz Ptiloha, tabulky C1,

C2). Kazdy lokus obsahoval jen omezeny pocet alel (nejméné 1, nejvice 10). Proto bylo mozno

snadno vizualizovat genotypy jednotliveu graficky. Byl vytvotfen obrazek 7, kdy kazdy odstin

predstavuje konkrétni alelu, kazdy fadek pak jednotlivé dicyemidy.
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Obr. 7: Barevne vyobrazeni genotypt ptitomnych napii¢ datasetem (prvni sloupec vyjadiuje

hostitele; bila znazoriuje chyb¢jici data).
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4.4 Vytiidény dataset

Jak je patrno z obrézku 7, napfi¢ pivodnim datasetem je velké mnozstvi chybéjicich dat.
Na zakladé hodnot tspésnosti amplifikace jednotlivych populaci (v rdmci jednoho hostitele, tedy
infrapopulace; viz tabulka V) a jednotlivych lokust (viz tabulka VI), byl vytvofen vyttidény
dataset (viz Ptiloha, tabulka D), s kterym se pracovalo dale. Vybrany byly jen 4 lokusy, a to sice
DicMiSat 02 s uspé&snosti 57 %, DicMiSat 05 s tspésnosti 37 %, DicMiSat 08 s uspésnosti 90 %
a DicMiSat 41 s uspésnosti 82 %. DicMiSat 07 mél sice vysokou hodnotu amplifika¢niho
uspéchu (90 %), nicméné pattern (schéma) alel byl nestandardni. Ostatni lokusy mély Gsp&snost
pod 20 %, konkrétn¢ pak DicMiSat 27 mél 2 %, DicMiSat 31 mél 16 % a DicMiSat 17 m¢l 10
%. Z 49 puvodnich jedinct bylo do vytfidéného datasetu vybrano 39 (vyfazeny byly vzorky 9,
23, 25, 29, 32, 33, 34, 36, 42, 43; vzorky 42 a 43 zastupovaly infrapopulaci/hostitelského jedince
OEIN 3 - ta tedy kompletné v dalsich vysledcich chybi).
Tab. V: Tabulka hodnot pro jednotlivé populace.

Populace N individui [N genotypa |Uspé&snost amplifikace Ho He

OECP 5 10 44 55 % 0.063| 0.057
OECP 6 7 36 64 % 0.080( 0.169
OECP 7 4 20 63 % 0.188| 0.113
OEIN 1 16 34 27 % 0.196| 0.193
OEIN 2 4 15 A7 % 0.219| 0.176
OEIN 3 2 12 75 % 0.375| 0.188
OEIN 9 6 27 56 % 0.313| 0.256
Pramér 0.205| 0.164
Smérodatna odchylka 0.046| 0.031

Tab. VI: Tabulka hodnot pro jednotlivé lokusy.

Lokus Uspé&snost amplifikace Ho He Fir

DicMiSat 02 57 % 0.000{ 0.108| 1.000
DicMiSat 05 37 % 0.024| 0.022| 0.968
DicMiSat 07 90 % 0.592| 0.512| 0.022
DicMiSat 27 2% 0.000{ 0.000f 1.000
DicMiSat 08 90 % 0.635| 0.384| -0.308
DicMiSat 31 16 % 0.000{ 0.000f 1.000
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DicMiSat 17 10 % 0.000{ 0.000{ 1.000
DicMiSat 41 82 % 0.100f 0.289| -0.014
Pramér 0.583
Smérodatna chyba 0.203

4.5 Structure

Evannovou metodou (Evanno et al., 2005) bylo zjisténo, Ze nejvice odpovida datim
rozdéleni do 4 genetickych klastrti (K=4). Tabulka s vypoétem viz Ptiloha, tabulka E. Vysledny
graf rozdéleni jedinct dicyemida podle 4 klastrt z programu CLUMPAK viz obrazek 8.

Jaderské moie, Chorvatsko, Pula Tyrhénské more, Italie, Neapol

OECP 5 OECP 6 OECP 7 OEIN 1 OEIN 2 OEIN 3 OEIN 9

K=4

Obr. 8: Geneticky profil jedinci podle 4 hypotetickych zdrojovych populaci (Structure,
Clumpak).
4.6 GenAlEx
4.6.1 Ho, He, HWE, AMOVA

Tato ¢ast jiz pracovala s vytfidénym datasetem. Vysledné hodnoty ocekavané a
pozorované heterozygosity jsou zapsany v tabulce V a VI. S vyjimkou lokusu DicMiSat 02 jsou
hodnoty pozorované heterozygosity Ho zpravidla vyssi nez o¢ekavané He. VétSina lokusa ve
vétsing populaci je v Hardy-Weinbergove rovnovaze s vyjimkou lokusu DicMiSat 02 u populaci
2 (OECP 6) a 7 (OEIN 9), lokusu DicMiSat 41 u populace 2 (OECP 6) a lokusu DicMiSat 08 u
populace 7 (OEIN 9).

Vysledny graf AMOV A znazortiuje obrazek 9. Je z n&j patrné, ze geneticka diverzita mezi

populacemi a mezi jedinci dosahuje témét totoznych hodnot.

V rimei jedince  Mezi popul

Obr. 9: Graf AMOVA vyjadiujici procenta molekularni variance na riznych populacnich
arovnich.
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4.6.2 Alelické frekvence

Graf znazoriujici vyskyt alel jednotlivych lokust v ramci vymezenych populaci
znazornuje obrazek 10. Je patrné, Ze v polymorfnich lokusech DicMiSat 02 a 08 existuji varianty
alel typické pro chorvatskou ¢i italskou populaci (privatni alely) ale zaroven i alely spole¢né pro

ob¢ populace.

Alelicka frelovence
1.200 !
1.000 .2
g 0.800
i 0.600 3
B 0.400
0.200 w4
0.000 =
261 ‘ 245 ‘ 267 | 269 162 | 168 200 206 ‘ 208 ‘ 210 291 297 B5
DicMiSat02 DicMiSat(s DicMiSat08 DicMiSat4] -
Lokus

Obr. 10: Graf znazornujici alelickou frekvenci. Odstiny modré piedstavuji chorvatske
chobotnice, zelené pak ty z Italie.
4.6.4 Geneticka vzdalenost populaci, Fis a Fst

Genetické vzdalenosti populaci (Nei genetic distance) a hodnoty Fst ukazujici
strukturovanost populace vyjadiuje tabulka VII. Hodnota Fis vypocitana v programu RMES
dosahla hodnoty s=0,387, mira samoplozeni je tedy 38,7 %.

Tab. VII: Fst (nad diagonalou) a Ngs geneticka vzdalenost (pod diagonélou).

2 3
x| 0407] 0476 1
x| 0,071 2
0,021 X 3
X 0,417 4
x| 0,374 5
0,315 0,454 X 7
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5. Diskuze

Provedeny experiment a navrhnuté mikrosatelitni markery lze povazovat za uspésné.
Vzhledem k faktu, Ze studium dicyemidi po molekularni strance je stéle v plenkéach, je vysledny
set ¢tyf navrhnutych mikrosatelitnich lokust a jejich primerti dobrym zacatkem pro budouci
studie. Nejvétsim nedostatkem této prace je velké mnozstvi chybéjicich dat z fragmentaéni
analyzy a nizky pocet vzorki. Moznym divodem nizké uspé&S$nosti amplifikace mohla byt
degradace vzorku a nizka koncentrace DNA. Vzorky, krom¢ svého stafi, byly i intenzivné
vyuzivany a Casté opakované rozmrazovani béhem optimalizace celého experimentu mohlo vést
k jejich degradaci. V piipadé nékterych vzorkd jejich omezené mnozstvi vedlo k chybé&jicim
datiim pro nékteré jedince/lokusy. Zaroven mohlo dochazet béhem multiplex PCR ke kompetici
primerd u nékterych lokust a Spatné amplifikaci jednotlivych lokusti, protoze pti samostatnych
jedno-lokusovych amplifikacich k tomuto problému nedochazelo.

Z hlediska Uspesnosti amplifikace mikrosatelitnich markert pro populacni analyzy
zaméfené na dicyemidy by bylo vhodné rozsitit experiment o nové vzorky, optimalné z vice
ruznych lokaci a také z kazdého hostitele ziskat vice single vzorki; to je vSak manualné velmi
naro¢né a Casoveé omezené, protoze k oddélovani jedinc od sebe je potteba, aby byli Zivi a
nedochéazelo k jejich poskozeni pii pipetovani. Bohuzel, zatim neni mozné je dlouhodob¢ udrzet
v kultufe, takZe na pfipravu single vzorku je jen nékolik hodin. V budoucich experimentech by
bylo také vhodné piipadné odzkouset dals$i mozné mikrosatelitni lokusy, pro ziskani setu alespon
osmi spolehlivé funkénich lokust; bylo by vhodné dale optimalizovat PCR a zjistit, zda by za
upravenych podminek problémové lokusy nefungovaly lépe. V recentni studii Light et al. (2019)
uvadi podobny experimentalni pfistup jako v naSem ptipadé, bylo by tedy vhodné poucit se
Z jejich poznatkt a vyuzit je pfi pfipadném opakovani naseho experimentu.

Ptes zminéné nedostatky vSak ziskand data pfinesla fadu novych poznatki. Z vysledkt
jasné€ vyplyva, ze dicyemidé jsou diploidnimi zivo¢ichy (pfitomnost heterozygotii) a ze v rdmci
infrapopulaci se nenachazeji pouze klony = identické genotypy (viz obr. 7 rozlozeni genotypu),
ackoliv u dicyemidl se predpoklada asexudlni ¢i klondlni mnozeni alesponi v €asti Zivotniho
cyklu. Klonalita jako takova snizuje genotypovou variabilitu a také ovliviiuje tzv. linkage
disequilibrium (LD), tedy vytvaii nenahodné asociace mezi riznymi lokusy — nartst prevalence
ur¢itého typu klonu by pak vyrazné piispival k vy$si mite LD (Huo et al., 2016). Genetickou
variabilitu ovliviiuje mimo genetického toku (gene flow) a genetického posunu (genetic drift) i
inbreeding. Mezi dopady vysoké miry inbreedingu v systému patii snizeni hodnoty efektivni
velikosti populace (Ne). To vede k silnéjsimu genetickému driftu a tim snazsi ztraté alel, coz
celkové snizuje genetickou diverzitu (Cole & Viney, 2018). Tabulka IV uvadi Fir (inbreeding
coefficient vzhledem k cekové popullaci), hodnoty se pohybuji primérné kolem 0,5, znacici

existujici inbreeding u celkové populace. Hodnota miry samoplozeni (s, selfing rate = 0,387)

19



dosahujici na témét 39 % pak ukazuje, Zze v ramci infrapopulaci tento zplisob rozmnozovani
nepievazuje, ale je bézny. Zanalyzy struktury populace zaloZené na piifazeni jedinct
k hypotetickym populacim (program STRUCTURE, obr. 8) je vidét, Ze jednotlivci uvniti
jednoho hostitele nejsou navzajem identi¢ti a Ze jednotlivé infrapopulace do urcité miry
odpovidaji geografickému rozlozeni jejich hostitela.

V naSem systému je pozorovana heterozygosita vétSinou vyssi nez ta o¢ekavana, hodnoty
Fst ukazuji na relativné oddélené populace a hodnoty z AMOVA taktéZz ukazuji na béznou
urovent Vnitro-populaéni i mezi-populac¢ni diverzity; dohromady s vysledky ze Structure
(ukazujici na podobné slozeni geograficky blizkych infrapopulaci) je téméf az zarazejici, ze se
dicyemidé chovaji jako populace pomérné standardng, vezmeme-li v Gvahu jejich Zivotni
strategii a habitat. Ve srovnani s vySe zminénou studii na vSenkach (Light et al., 2019) jsme
dosahli podobnych hodnot poctu alel a to 1-10, po vyttidéni lokust jen na finalni étyti pak byly
2-4 alely na lokus (Light uvadi 3-9 alel na lokus). Ocekavana heterozygosita na lokus se
pohybovala v rozsahu 0,022-0,384 u onéch 4 plné funkénich lokusa (vs. hodnoty 0,32-0,70 u
vSenek). Zna¢né rozdilné jsou pak hodnoty Fst — nasich 0,071-0,616 vs. 0,01-0,05 u vsenek;
rovnéz i hodnota mezi-popula¢ni variance AMOVA, ktera v nasi studii dosahovala 37 % a u
Light et al. pouhé 2 %. Nicméné na hodnoty Fst muze mit vliv vzdalenost porovnavanych
populaci — naSe populace jsou od sebe zna¢n¢ vzdaleny, zatimco u vSenek se jedna o porovnani
infrapopulaci ze stejné geografické oblasti.

Geneticka populacni struktura se da chapat jako distribuce genetické variability v Case a
prostoru; zasadné ovliviiuje, jak druh reaguje na selek¢ni tlaky a dava tim prostor evoluci. Vyhod
plynoucich ze studia genetické populaéni struktury parazitti volné Zijicich zvitat je vice. Mezi
hlavni patfi moZnost pochopit zpisoby infekce (Criscione et al., 2005); odhalit mozné kryptické
druhy (de Leon et al., 2019), které i kdyz morfologicky neodlisitelné, mohou byt geneticky velmi
odlisné ¢i lépe pochopit fylogeografii jak parazita, tak hostitele (Cole & Viney, 2018). Na zakladé
vysledku plynoucich z této studie lze ptedpokladat, ze k infekci hlavonozce dicyemidy dochazi
pravdépodobné vice nez jednou; soudé dle vyskytu vice riznych genotypt vramci jedné
infrapopulace a také vyskytu vice nez jednoho druhu dicyemida v jednom hostiteli (na zékladé
sekvenace 18S genu, Dréabkova, pers. comm.). Vyskyt kryptickych druhd u dicyemidd nelze
podle této studie zatim vyloucit, ani potvrdit. Vzhledem k faktu, Ze na vétSinu zvitat bylo moZno
pouzit stejné mikrosatelitni markery, lze pfedpokladat, ze se jedna o jedince stejného druhu.
Podrobnéjsi rozliseni by ale mohlo poskytnout genomové sekvenovani. Genetickd struktura
parazita by se také dala vyuzit k odhadu genetické struktury hostitele; jsou znamy piipady
vyuzivani parazitii jako tzv. biological tags (biologické oznaceni) u moiskych migrujicich zvirat
(MacKenzie, 2002). Pfitomnost ¢i absence parazita pak miize vypovédét o pavodu hostitelského
zvitete a pokud je populace parazita vice rozdélena a specificka, dal by se genotyp parazita
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teoreticky vyuzit k pfesnéjSimu odhadu ptivodni populace hostitele, nez za pomoci genotypu
hostitele (Criscione et al., 2005). Pfestoze dicyemidé mohou byt vhodnym kandidatem pro
vyuziti jako biological tags (Catalano, 2013), zatim tento pfistup neni piili§ vyuZzivan,
pravdépodobné vzhledem k mnohym nejasnostem ohledné jejich zivotniho cyklu a celkovému
nedostatku informaci o rozsiteni jejich populaci.

Tato pilotni studie ukazuje, ze vyuziti mikrosatelitnich markerd pii studiu dicyemidt
prineslo nové zajimavé poznatky o populaéni struktute téchto malo znamych parazitii, nicméné
opakovani experimentu s Cerstvym materialem by zajisté vyneslo presnéj§i — a piedevSim

kompletngjsi — data.
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6. Zavér

Byly navrhnuty mikrosatelitni lokusy a jejich primery pro Dicyema moschatum.

Proces PCR byl optimalizovan.

Vysledky byly zpracovany v programech Structure a GenAlEX.

Na zakladé vyskytu vice genotypu v rdmci jedné infrapopulace dochazi k infekci
pravdépodobné opakovang.

Z vysledkl vyplyva, Ze zvitata se nemnoZzi pouze klonaln¢ a Ze jsou diploidni.
Populace dicyemidt nejsou geneticky homogenni, ale strukturované.

Vysledky naznaduji, Ze genotypy jedincu se do jisté miry lisi dle geografického regionu

hostitele.
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8. Prilohy

Tab. A: Seznam mikrosatelitnich lokust a jejich primert pouzitych v této studii, navrzenych
rogramem QDD3. Tu¢né zvyraznéno 8 vybranych lokusi.

A

Néazev Opako | Motiv | Sekvence primeru 5'— 3' Forward/ | Barveno
lokusu -vani Reverse
DicMiSat0 | 6 AT CCTGCCAGAAACAGTTCCCA F
1 CCCAGAAGTTGTTGCGATAGA | R
DicMiSat |5 AG CCCTCAAATTCGCTGATGTG | F 6-FAM,
02 AA PET
TGAGAATGGCATACAAACAA | R
CACA
DicMiSat0 | 5 AG TGCGTAGGCATTGCTGAGAT F 6-FAM
3 AACATCAACTTTAATCGTTTGT | R
GGT
DicMiSat0 | 5 ACC | CGACGAATTTCCTCCGTCCA F
4 TGGGATGCTTACTTCGCGAA R
DicMiSat |5 AC GTCATAGAGGCGATGTAGGG | F 6-FAM,
05 C NED
CACCCGACAGAACTTGCACT |R
DicMiSat0 | 6 AAC | GTGGGTACGGCCTGTCTTAG F
6 T CCGTAAACTCCACGATGGCT R
DicMiSat |5 AT ATGCACCTTCTTCGTCGGTT |F 6-FAM
07 AACAAGCAAACACGCTGCAA |R
DicMiSat |5 AC AATGAATCCACCCAACCCGC |F 6-FAM,
08 NED
CAAGCCTGGCTCTGTCAGAA | R
DicMiSat0 | 6 AG TGGAGTTCACGTGATCCGAC F 6-FAM
9 CAAGAACCCTCTCCACCCAC R
DicMiSatl | 5 AAT | TTTCACTTTGCCAATTCTACTT |F
0 CA
TCGCGTGTAGATTATGACGTT |R
DicMiSatl | 6 AT CGGACATTCGATCGATGACG F
1 AACTTGGCCCTCTCTCCTTG R
DicMiSatl | 6 AC TGTTGTCTTACTCAGGTGCGA | F 6-FAM
2 AGCCATCGATGCTGCTACAG R
DicMiSatl | 6 AC GGTTCTCAAGCAATAGCATTA |F
3 GAGA
TCGAAACCTTCTTGGGCTTCA |R
DicMiSatl | 5 AAT | TCTGTCACCGGCCTTTATGC F 6-FAM
4 CTTGTGTAAACCGGCTCCCA R
DicMiSatl | 6 AAT | CAGATCCTTACGAGGCGTGC F
5 GTCACATCGACACTCCAGGG R
DicMiSatl | 5 AAT | AAAGGCCGGATCACAGAAAT | F 6-FAM
6 T TACTCAATCCGTGCTGCTGG R
DicMiSat |5 AAC | GGGTTGCAAGTGTGTGGAAG | F 6-FAM,
17 PET
AGGTGCCGTCCAAATGTTCA |R
DicMiSatl | 5 AAT | TGTCATGACTAGGGCTGACC F 6-FAM
8 TCACCAGCATATCAAATCTCTG | R

AG

CGATGAGGATATGACCCAGGG
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DicMiSat1 TGTCCTTCGACTTCTTGGTGA R
9
DicMiSat?2 AC AAGGAATTGGCCATCCGCAT F
0 CGTTGGCAATCCGTTCTTCG R
DicMiSat?2 AC AGTTCGCGTGGTTCATTCCT F 6-FAM
1 CTGAGCACAAGGTCCCTGAA R
DicMiSat?2 AAA | TCTGAGGGAAGCCGAGATCA F
2 T CGAATGCAATCGGCTGGAAG R
DicMiSat?2 AG AAGATCACCCTGACGGAGGA F 6-FAM
3 GGAGGACGTACTTATCCGCG R
DicMiSat?2 AAT | ACGTTGAGGCATCTGCAGAA F 6-FAM
4 CGTGGAAACTCGTGCTCCAT R
DicMiSat?2 AC AAAGGAGCTTCACTGGGACG F 6-FAM
5 CCCAAGACGAGTAAATCCGAC | R
T
DicMiSat?2 AG GTTATCCCGTAAGCGTTGCC F 6-FAM
6 TTCGGAAGCCACATGTCCTT R
DicMiSat AT ACTGAAGCTATGTGCCGGAA | F 6-FAM,
27 VIC
TTTCTCTGGCCATCCTTCGC |R
DicMiSat?2 AAT | AGGAATTACTCCCACAGTGCA |F 6-FAM
8 TCGGACTGAAGATCTGCGAG R
DicMiSat?2 ACC | GCCGCCTTGAATCACAACAA F 6-FAM
9 TTAGACCATAGGCGGCGTTG R
DicMiSat3 AG AATCCGGAAAGCAACGAGGT F 6-FAM
0 ATGGAAGAGTTCTGCTGGCC R
DicMiSat AT ATCATTTAAAGATTTGGCTG | F 6-FAM
31 GCA
TTCTTGGTGACCTTATAAAGT | R
GTGTG
DicMiSat3 AG TGCAAATGAGGACCATCACTT |F
2 GTGCTTTCCGTACCCGATACT R
DicMiSat3 AG CCTATGACGGGAACAGGCTG F 6-FAM
3 GAAACTCCGCATCGCAACTC R
DicMiSat3 AG CTCTTTGACGAGATGATGCCC | F
4 TGTTCCTTTCCATGCTGAAGA | R
DicMiSat3 AC TCTGATCCAACTGCGTGTCC F
5 GGGAGTCGAATCACCATCGT R
DicMiSat3 AGG | CCCATCTGAGCACGGAAGTT F
6 CGTACCCTTCATCCAAGCGG R
DicMiSat3 AG CGAAAGGCCTACACCCTCTT F
7 TGTGGTGCTCTAATTGGGAGG | R
DicMiSat3 AT AAATCTCTCTTCAATCGCACAA | F
8 A
CCGCAATCACAGAAAGCAGC R
DicMiSat3 AG CGCAGAATGTCCTCCTCTCC F 6-FAM
9 CGACATGAACCTCTCCTCCC R
DicMiSat4 AT AGTACAACCCTCGTGTGGTT F
0 TGAAATTTAAAGTGCAACACT | R
CAGA
DicMiSat AC GCCGTGATACCAACGTCCA F 6-FAM,

41

VIC
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Pula

CTGGGCACGTTCGAGTATGT | R

DicMiSat4 AG ATCGCAAACAGACGTGGCTA F

2 TGGTCTATTGTTGGGATGGATG | R

DicMiSat4 AG GCAGACAATCTTGTTGGGCG F 6-FAM

3 ACCAGAATCCAAAGTTGTGAC | R
C

DicMiSat4 AC AGTTTAAAGAACTTGCTATTGG | F

4 CGA
ATTAGCTTAGCCATCCTATCGG | R

DicMiSat4 AG TTCCCGATGCTGACAGTCTG F

5 TGACCAACCTTGAAATATTGG R
GA

Tab. B: Seznam vzorki a jejich lokace pouzitych v této studii.

Nazev Kéd vzorku | Lokace Kéd Z hostitele Kéd

vzorku lokace hostitele

OECP51.2 1 Chorvatsko- A OECP5H 1
Pula

OECP513 |2 Chorvatsko- A OECP5 H 1
Pula

OECP514 |3 Chorvatsko- A OECP5 H 1
Pula

OECP52.2 |4 Chorvatsko- A OECP5 H 1
Pula

OECP523 |5 Chorvatsko- A OECP5 H 1
Pula

OECP524 |6 Chorvatsko- A OECP5 H 1
Pula

OECP53.1 |7 Chorvatsko- A OECP5 H 1
Pula

OECP53.2 |8 Chorvatsko- A OECP5 H 1
Pula

OECP53.3 |9 Chorvatsko- A OECP5 H 1
Pula

OECP53.4 |10 Chorvatsko- A OECP5 H 1
Pula

OECP61.1 |11 Chorvatsko- A OECP6 H 2
Pula

OECP61.2 |12 Chorvatsko- A OECP6 H 2
Pula

OECP6 1 13 Chorvatsko- A OECP6 H 2
Pula

OECP6 2 14 Chorvatsko- A OECP6 H 2
Pula

OECP6 3 15 Chorvatsko- A OECP6 H 2
Pula

OECP6 4 16 Chorvatsko- A OECP6 H 2
Pula

OECP6 1L 17 Chorvatsko- A OECP6 H 2
Pula

OECP72.3 |18 Chorvatsko- A OECP7 H 3
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OECP7 1 19 Chorvatsko- A OECP7H 3
Pula
OECP7 1P |20 Chorvatsko- A OECP7H 3
Pula
OECP71L |21 Chorvatsko- A OECP7H 3
Pula
OEIN1 a 22 Italie- Neapole B OEIN1H 4
OEIN1c 23 Italie- Neapole B OEIN1H 4
OEIN1d 24 Italie- Neapole B OEIN1H 4
OEIN1le 25 Italie- Neapole B OEIN1 H 4
OEIN1f 26 Italie- Neapole B OEIN1H 4
OEIN1g 27 Italie- Neapole B OEIN1H 4
OEIN1 h 28 Italie- Neapole B OEIN1H 4
OEIN1i 29 Italie- Neapole B OEIN1H 4
OEIN1 30 Italie- Neapole B OEIN1H 4
OEIN1 k 31 Italie- Neapole B OEIN1H 4
OEIN11 32 Italie- Neapole B OEIN1H 4
OEIN1m 33 Italie- Neapole B OEIN1H 4
OEIN1n 34 Italie- Neapole B OEIN1H 4
OEIN1o 35 Italie- Neapole B OEIN1H 4
OEIN1p 36 Italie- Neapole B OEIN1H 4
OEIN1 g 37 Italie- Neapole B OEIN1H 4
OEIN2 ¢ 38 Italie- Neapole B OEIN2 H 5
OEIN2 e 39 Italie- Neapole B OEIN2H 5
OEIN2 f 40 Italie- Neapole B OEIN2 H 5
OEIN2 g! 41 Italie- Neapole B OEIN2 H 5
OEIN31 42 Italie- Neapole B OEIN3 H 6
OEIN3 3 43 Italie- Neapole B OEIN3 H 6
OEIN9 1 44 Italie- Neapole B OEIN9 H 7
OEIN9 3 45 Italie- Neapole B OEIN9H 7
OEIN9 5 46 Italie- Neapole B OEIN9 H 7
OEIN9 6 47 Italie- Neapole B OEIN9 H 7
OEIN9 8 48 Italie- Neapole B OEIN9 H 7
OEIN9 11 49 Italie- Neapole B OEIN9 H 7
Tab. C1: Piivodni dataset z programu Geneious, lokusy DicMiSat 02, 05, 07, 27.
DicMiSat02 DicMiSat05 DicMiSat07 DicMiSat27
1A 270,3| 270,3 162,2| 162,2 210,6 210,6 | nd nd
1A 270,3| 270,3 162,9] 162,9 210,7 210,7|nd nd
1A 270,2| 270,2 161,9| 161,9 210,7 210,7|nd nd
1/A|nd nd 162| 168 210,6 210,6 | nd nd
1A 270,4| 270,4|nd nd 210,6 210,6 | nd nd
1A 270,3| 270,3|nd nd 210,6 210,6 | nd nd
1|A|nd nd nd nd 210,7 210,7 |nd nd
1A 270,4| 270,4 161,9] 161,9 210,3 210,3|nd nd
1A 270,3| 270,3|nd nd 210,7 210,7|nd nd
1A 270,3| 270,3 162,9| 162,9 210,7 210,7|nd nd
2|A|nd nd nd nd nd nd nd nd
2|A 261,3| 261,3 168,5| 168,5 210 218 |nd nd
2|A 261,1| 261,1 169,1] 169,1 210,6 218,6|nd nd
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2|A 261,3| 261,3 169| 169 208 208 | nd nd

2|A 261,1| 261,1 169,1|169,1 210,5 210,5| nd nd

2|A 261,2| 261,2 169,1| 169,1 210,5 215,4 | nd nd

21A 267| 267 |nd nd 210,7 210,7|nd nd

3|A 261,2| 261,2 169,2| 169,2 210,6 218,7|nd nd

3|A|nd nd nd nd nd nd nd nd

3|A 261,3| 261,3 168,8| 168,8 210,7 218,6 | nd nd

3|A 261,2| 261,2 169,1| 169,1 210,4 218,5|nd nd

4B 265| 265|nd nd 210,7 210,7|nd nd

4/B|nd nd nd nd 216 219 |nd nd

4|1B|nd nd nd nd 210 213,5|nd nd

4/B|nd nd nd nd 210 212,6|nd nd

4/B|nd nd nd nd 211 211 |nd nd

4/B|nd nd nd nd 210,8 210,8|nd nd

4/B|nd nd nd nd 210,7 210,7|nd nd

4/B|nd nd nd nd 210 210 |nd nd

4/B|nd nd nd nd 210,9 210,9|nd nd

4/B|nd nd nd nd 208 208 |nd nd

4/B|nd nd nd nd 210,8 210,8|nd nd

4|1B|nd nd nd nd 211 211 |nd nd

4|1B|nd nd nd nd nd nd nd nd

4|1B|nd nd nd nd nd nd nd nd

4|1B|nd nd nd nd 210,8 210,8 | nd nd

4|1B|nd nd nd nd nd nd nd nd

5B 267 | 267 (nd nd 210 218 |nd nd

5B 267 | 267 (nd nd 210 218 |nd nd

5B 267 | 267 (nd nd 210,6 210,6 | nd nd

5/B|nd nd nd nd 210,6 218 |nd nd

6|B 269,4| 269,4 162,3| 162,3 210,6 218 |nd nd

6|B 269,4| 269,4 161,7|161,7 210,5 218,2 | nd nd

7B 269 269 162,4| 162,4 210,4 218 |nd nd

7B 267 | 267 (nd nd 210,6 210,6 | nd nd

7|/B|nd nd nd nd 210,7 218,2 | nd nd

7B 267 | 267 (nd nd 208 216 |nd nd

7B 267 | 267 (nd nd 210,6 210,6 | nd nd

7B 269,3| 269,3 163| 163 210,6 218,3 273 273

Tab. C2: Ptivodni dataset z programu Geneious. Lokusy DicMiSat 08, 31, 17, 41.
DicMiSat08 DicMiSat31 DicMiSat17 DicMiSat41

1A 206 210,1|nd nd nd nd 290,7| 290,7

1|A| 205,8 205,8|nd nd nd nd 290,9| 290,9

1|A| 206,6 206,6|nd nd nd nd 289,7| 295,7

1A 206 206 239 239|nd nd 290,8| 290,8

1|A| 206,1 206,1 239 239|nd nd 290,8| 290,8

1|A| 205,8 205,8|nd nd nd nd 290,8| 290,8

1A 206 210,8|nd nd nd nd 290,8| 290,8

1A 206 206 | nd nd nd nd 290,7| 290,7
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1/A|nd nd nd nd nd nd nd nd
1A 206 206 |nd nd nd nd 290,7| 290,7
2|A| 206,3 206,3|nd nd nd nd 290,8| 290,8
2|A| 206,3 206,3|nd nd 278,6 278,6 290,7| 290,7
2|A| 206,3 206,3 236,6| 236,6 278,6 278,6 290,7| 290,7
2|A| 206,3 210,1 236,6| 236,6|nd nd 290,8| 290,8
2|A| 206,9 206,9|nd nd 278,6 278,6 290,7| 290,7
2|1A 206 206 |nd nd nd nd 290,8| 290,8
2|1A 206 206 |nd nd nd nd 296,7| 296,7
3|A| 206,3 208,3|nd nd nd nd 290,7| 290,7
3|A| 206,3 211|nd nd nd nd 290,7| 290,7
3|A| 206,3 206,3|nd nd 278,6 278,6 290,8| 290,8
3|A| 206,3 206,3 236,6| 236,6 278,6 278,6 290,7| 290,7
4/B 200 200|nd nd nd nd nd nd
4(B|nd nd nd nd nd nd nd nd
4B 200 206 |nd nd nd nd 291 297
4(B|nd nd nd nd nd nd nd nd
4B 200 206 |nd nd nd nd 290,8| 290,8
4B 200 206 |nd nd nd nd 290,8| 290,8
4B 200 206 |nd nd nd nd 290,1 297
4/B|nd nd nd nd nd nd nd nd
4B 200 200|nd nd nd nd 290,8| 290,8
4B 200 206 |nd nd nd nd 296,8| 296,8
4B 200 206 |nd nd nd nd nd nd
4B 200 206 |nd nd nd nd nd nd
4B 200 206 |nd nd nd nd nd nd
4B 200 206 |nd nd nd nd 290,7| 296,8
4/B|nd nd nd nd nd nd nd nd
4B 200 206 |nd nd nd nd 290,8| 296,8
5/B 206 206 |nd nd nd nd 290,8| 290,8
5/B 200 206 |nd nd nd nd 290,9| 296,9
5B 200 206 |nd nd nd nd 291 291
5/B 200 206 |nd nd nd nd 290,8| 290,8
6|B 200 206 239,5| 239,5|nd nd 290,9| 296,9
6|B 200 206 239,5| 239,5|nd nd 291 297
71B 200 206 |nd nd nd nd 290,8| 296,7
71B 200 206 |nd nd nd nd 297 297
71B 200 206 |nd nd nd nd 291 297
71B 200 206 |nd nd nd nd 290,8| 296,8
71B 200 206 |nd nd nd nd 290,8| 296,7
71B 200 206 239,4| 239,4|nd nd 290,8| 296,8
Tab. D: Vytiidény dataset.
Vzorek Lokace DicMiSat02 DicMiSat05 DicMiSat08 DicMiSat41
1 269 269 162 162 206 210 291 291
2 269 269 162 162 206 206 291 291
3 269 269 162 162 206 206 291 297
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Tab. E: Delta K. Evanova metoda. Z programu StructureSelector.

K Reps

1

L = e T L &1 B SR o I

-
=]

16

16

16

16

16

16

16

16

16

17

Mean
LnP(K)

-364.53125
-300.28730
-270.36875
-255.75625
-274.09375
-281.12500
-295.83730
-297.12500
-346.09375

-303.72353

Stdev
LnP(K)

0.58163
1.67407
3.58308
1.23557
410877
5.57118
12.45476
5.82364
180.60815

512939

Ln'(K)
NA
63.54375
30.61875

14.61250

-18.33750

-7.03125

-14.712350

-1.28750

-18.96875

4237022

ILn*(K)|
NA
32.92500
16.00625
32.95000
11.30625
7.68125
13.42500
47.68125
91.33897

NA
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Delta K
MNA
19.66767
445721
26.66793
275174
1.37875
1.07790
5.40381
0.50573

NA



