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1. Uvod

1.1 Parazitismus:

Paraziti predstavuji riznorodou skupinu organismd, kteti jsou sjednoceni jen jejich
zpusobem Zivota. Parazitismus je definovan jako vztah dvou jedinctu, kdy jeden clen
(parazit) vyuziva druhého (host) pro své Zivotni potieby, pficemz hostitel z toho vztahu
nema zadny uzitek, dokonce je znevyhodnén (Huyese et al., 2005). Parazitismus vznikl
mnohokrat nezavisle na sob¢ a je povazovan za jednu z nejrozsifenéjSich zivotnich strategii
na Zemi vibec (Price, 1980). Prioritou parazita neni hostitele zabit, ale maximalizovat svou
fitness (reprodukéni potencial), coz Casto znamena prezit v hostiteli (endoparazité)/na
hostiteli (ektoparazité) nepozorovan¢ co mozna nejdelsi dobu. S timto jevem je spojovana
dilezita vlastnost parazitii — schopnost uniku pfed imunitnim systémem a dal$imi obrannymi

mechanismy hostitele (Zelmer, 1997).

1.2 Populacné geneticka struktura:

Paraziti zabiraji velkou ¢ast z vy¢tu zivych organismi a maji nezanedbatelny ekologicky
vyznam vzhledem k dopadu na jejich hostitele. Jejich vliv se neodraZi pouze na hostitelich
samotnych (evolu¢ni, lékaisky), ale zasahuje i do ne primarné¢ biologickych obori
(agronomické, ekonomické). Znalost populacni biologie téchto organismi ma tedy zasadni
vyznam pro populacni a evolucni biology i pro aplikovanou sféru (Meeus et al. 2006).

Paraziti vynikaji schopnosti pfizpusobovat se neustile se ménicim podminkam vné
(voln¢ se vyskytujici stadia) i v hostiteli. Jednou ze zasadnich vlastnosti parazita je unik pied
imunitou hostitele. Ten napomaha vzniku a udrzovani rezistence na léCiva, osvojeni si
nového hostitele, nebo expanzi na exoticka mista (Criscione et al., 2005). Vlastnosti, které
nalézame u parazit, odrazeji jejich schopnost produkovat rychlé evoluéni zmény (Price,
1980). Samotny pribéh speciace parazitd je ovliviiovan tokem gent a genetickym driftem
nejen uvnitt parazitickych populaci, ale i hostitelskych populaci (Hufbauer, 2005).
Koevolu¢ni zmény mezi hostiteli a jejich parazity jsou jiz dlouho uznavany jako zékladni
hnaci sila makroevolu¢nich procesu (Poulin and Morand, 2000). Je v8ak uzite¢né znat vlivy,
které tyto procesy ovliviiuji na trovni druhti, naptiklad migracni tempo/rychlost a efektivni

velikost populace. Pochopeni, s jakou mirou ruzné ekologické faktory ovliviiuji populaéni
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strukturu a dynamiku populaci, je zédklad pro pochopeni mikroevoluénich procesti (Hufbauer,
2005; Nieberding et al, 2008).

Dostupnost hostiteli muze byt jeden z hlavnich ovliviiyjicich faktorti toki gena
u paraziti (je zde pomérné malo volné zijicich stadii s omezenymi schopnostmi Sifeni). Z
toho vyplyva hypotéza, ze tok genl parazitii se slozitym (komplexnim) Zivotnim cyklem je
limitovan nejmobilnéj$im hostitelem (Louhi et al., 2010). Tento fakt zminiuje Louhi ve své
praci, ktera byla zaméfena na genetickou strukturu populace Diplostomum
pseudospathaceum (Trematoda). V této studii autofi predstavili hypotézu, ve které se musi
brat pti zkoumani fragmentaci populaci ohled i na geografickou strukturu zkoumanych
oblasti (Louhi et al., 2010). To znamena4, Ze pokud se v prostiedi nevyskytuje zadna ptirodni
bariéra (mofe, pohoti apod.), je disperze organismill jednodussi. Existuje také hypotéza, ktera
se soustfedi na rozdilnou schopnost Sifeni paraziti vzhledem k ekologii jejich hostitelt.
Parazité, ktefi maji ve svém zivotnim cyklu zapojeny pouze hostitele obyvajici sladkovodni
habitaty, jsou limitovéani v disperzi vice nez parazité, ktefi maji do svého cyklu zapojeny
i terestrické hostitele (Criscione and Blouin, 2003). Pokud vsechna tato fakta shrneme,
dostaneme se k zavéru, Ze populaéni struktura parazitii je urCovana mnoha faktory jak na
makroevolu¢ni, tak na mikroevoluéni turovnich. Schopnost rychlé adaptace, upevnéni
evoluénich zmén v populacich a Casto omezené moZnosti Sifeni na vétSi geografické

vzdalenosti vedou k ¢astému vzniku kryptickych druhi parazitt (Huyse et al., 2005).

1.3 Fylogeografie:

Rekonstrukce historické biogeografie populaci a identifikace velkych/hlavnich
genetickych linii uvnitt druhii je hlavnim pfedmétem fylogeografickych analyz (Avise,
1987). Fylogenetické stromy poskytuji nepiimé zaznamy o speciacnich udalostech, které
daly vzniknout dneSnim druhiim. Soucasna distribuce druhu nemusi byt spolehlivym
ukazatelem jeho historického geografického rozsahu, protoze zemépisny rozsah druhu se
vyviji a miiZe se znacné ménit 1 v kratkych ¢asovych intervalech napft. post-glacialni expanze
(Huysel et al., 2005). Srovnavaci fylogeografie mize najit historicky a evolu¢né nezavislé
oblasti vyskytu urcitého druhu parazita. Star$i fylogeografické studie na parazitech
poukazuji na fakt, Ze organismy s parazitickou zivotni strategii jsou uzce vazani na své
hostitele. Je tedy pravdépodobné, Ze parazité a jejich hostitelé mohou sdilet podobné

fylogeografické vzory (Criscione et al., 2005). Parazité s vysokou specializovanosti na



hostitele maji tyto vzory vice provdzané se svymi hostiteli, zatimco druhy, které jsou
schopny napadat $irsi spektrum hostitelti, nekopiruji striktné svého hostitele (Archie, 2010).
Stupent shody zavisi na mnoha faktorech, naptiklad o jakého hostitele v cyklu parazita se
jednd a na zplsobu transmise mezi hostiteli a parazitem. Fylogenetické studie zalozené na
zkoumani kospeciace mezi parazitem a hostitelem pomoci statistického testovani
kospecia¢nich udalosti nam umoziuji pochopeni evoluce parazitt (Page, 2003).
Fylogeografickd data mohou byt také pouzita pfi zkoumadani Sifeni zavleCenych druht
paraziti. Tato data mohou naznalit potencionalni piivod druhu a datovani invaze (napf.
Bouzid et al., 2013). Je dobré znat piivod parazita, mozny stupen genetické diverzity a jeho
ptivodni prostfedi. Tyto znalosti jsou uplathovany v mnoha védnich odvétvich. V mediciné
se pouzivaji pro ureni spravné lécby, kontrolu vyskytu, a tim eliminaci materialnichi

ekologickych skod zptisobenych parazity (Singh et al. 2004)

1.4 Metody uzivané v parazitologii

V oboru parazitologie se vyuzivd rozmanité spektrum vyzkumnych metod. Ke
klasickym metodam, jako je rozpoznani druhi na zakladé morfologickych znakt (Dubinina,
1980) a zkoumani Zivotnich stadii a cykld v laboratornich podminkach (Loot et al., 2002),
dnes jiz neodmyslitelné patii molekularni metody (Momnis et al., 2001). Spravné ur¢eni
druhu je nezbytné i pro medicinské Gcely a nasledné uréeni spravné 1écby (Singh et al.,
2004). Detekce taxonomickych vztahli a historie evoluce parazitii je dilezitd nejen pro
poskytovani vzorti ramcti pro nésledujici experimentalni studie, ale i k lepSimu pochopeni
parazitismu v globalnim méfitku. Tradiéné si taxonomie vystacila s morfologickymi,
reprodukénimi a geografickymi studiemi. Vymezeni druhu mutze byt nékdy obtizné a
v mnoha piipadech se nelze spoléhat pouze na morfologické znaky. Nékteré druhy se
morfologicky téméf nelisi, nebo znaky urcujici pfislusnost k danému druhu nejsou ani
definovany (Criscione et al., 2005; Dubinina, 1980). Jiny pfipad mlze nastat v momenté,
kdy jsou dvé rtizna vyvojova stadia jednoho druhu popsana jako samostatné druhy (napf.:
Myxozoa — Smothers et al., 1997; Wolf and Markvin, 1984). Pro eliminaci takovychto chyb
v urcovani druhi se stavaji dobrym ndstrojem molekularni metody. Naptiklad prace
s bunkami (pritokova cytometrie, transformace, hybridizace, apod.) pies amplifikaci
nukleovych kyselin (nejriiznéj$i mutace PCR, elektroforéza) az po préci s proteiny (Western

blotting, MLEE - multilokusova enzymova elektroforéza) a mnohé dalsi (Monis et al., 2001).



Vyuziti modernich metod nalezlo v parazitologii Siroké uplatnéni. Nejenze ziskdvame
genetické informace, podle kterych mtzeme spolehlivé urcit druh parazita, ale mizeme
timto zpiisobem sledovat i pfenos paraziti mezi hostiteli a neinvazivni metodou detekovat
infekce hostitele (Singh et al., 2004). Na zakladé¢ molekuldrnich metod se dozvidame
mnohem rozsahlejsi informace, nez pouhé urceni druhu a tim se mize pfiblizit pochopeni
globalni biodiverzity (Brooks and Hoberg 2000; Poulin and Morand, 2004). Molekularni
metody se staly esencidlni i pro mnohd dals$i odvétvi parazitologie jako je napiiklad
epidemiologie a epizoologie (Criscione et al., 2005). Analyzy zaloZené na praci s genetickou
strukturou se jevi jako dobry nastroj pro studium vnitrodruhovych procest, jako je napiiklad
transpozice, evoluce hostitelské specifity, vzory ve speciaci, rezistence na léky, obchazeni
imunitniho systému hostitele (Criscione et al., 2005).

Nabizi se hned nékolik divodu, pro¢ je studium paraziti vyhodné pro stanovovani
obecné aplikovatelnych vzort evolucnich procestt — paraziti jsou vSudypfitomni, globalné
roz§ifeni, maji Siroké spektrum Zzivotnich cykli a zptsobli rozmnozovani. Tato fakta délaji
z parazit dobré modely pro studium vzort reprodukce, disperznich schopnosti, efektivni
velikost populace, populaéni genetiky, vyvojové biologie a mnohych dalsich. Toto poskytuje
vybornou pfilezitost pro vytvareni porovnavacich studii, studium evoluce parazitii i obecné
evoluce (Roe, 2007).

Nejcastéji pouzivanymi markery urenych pro molekularni analyzy jsou
mitochondrialni (mtDNA) a ribozomalni geny (rDNA). MtDNA dlouhou dobu dominuje na
poli molekularni systematiky diky jeji materndlni dédi¢nosti, omezené rekombinaci, rychlé
evoluci a odolnosti proti degradaci v odebranych tkanich. To vse déla z mtDNA idealni
materidl pro feSeni mnoha otdzek na druhové trovni (Avise, 1987). Nejen Gseky mtDNA
jsou vhodné pro fylogenetické vyzkumy. Blouin et al. (2002) porovnava t¢innost pouZiti
usekl ribozomalni DNA (ITS-1a ITS-2) s mitochondrialnimi geny cox1l a nad4 u hlistic.
Podle vysledkli v této praci dochazeji k zavéru, Zze obé metody jsou aplikovatelné
na fylogenetické studie, avSak mél by byt bran ohled na cil prace. Pokud je cilem hledat
kryptické druhy, nebo rozdily mezi druhy fylogeneticky blizkymi, jevi se vhodné&jsi uziti
mtDNA vzhledem k rychlejsi akumulaci substitu¢nich mutaci. Naopak rDNA vykazuje nizsi
polymorfismus, a tim padem se pro diagnostické tcely zda byt vice vyhovujicim néstrojem
(Boulin et al. 2001). Pti vyzkumu fylogeneze na molekularni trovni se doporucuje
nespoléhat na sekvenci pouze jednoho genu, je zde vyssi pravdépodobnost zkreslenosti
vysledkti z diivodu horizontalnich pfenosti geni na fylogenetické trovni a nekompletni

lineage sorting na vnitrodruhové arovni (Anderson, 2001).
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V neposledni fad¢ se jako uziteCny nastroj pro zkoumani populacné-genetické
struktury druhu jevi mikrosatelitni lokusy. Jednd se o kratké repetitivni tandemové
nekddujici useky DNA vyskytujici téméf nahodné v celém genomu. Nejcastéji se mizeme
setkat se dvou bazovou repetici, ale ani tii nebo Ctyf bazové opakovani nejsou neobvyklé.
Pro ucely genetickych analyz je potieba, aby tyto lokusy vykazovaly polymorfismus —
heterozygotismus (Susol et al., 2000). Ackoli i mikrosatelity jsou v posledni dob¢
nahrazovany genomickymi metodami poskytujicimi vétsi objem dat, zejména SNP
screeningem (napt. RAD sekvenovani, REF), mikrosatelity poskytuji fadu vyhod. Jako
metoda zalozena na PCR amplifikaci kratkych fragmentt (obvykle do 250 bp), funguji velmi
dobie i u biologickych vzorkd s malym objemem DNA (malé organismy, srst, exkrementy,
apod.), nebo u historickych ¢i jinak degradovanych vzork (muzejni vzorky, nevhodné

fixované vzorky ( Wandeler et al., 2007).

1.5 Modelovy organismus

Ligula intestinalis: Cestoda — Diphyllobothriidea, (Linnacus, 1758). Jedna se
o parazita sladkovodnich ryb s celosvétovou distribuci. V dfivejSich letech byla L.
intestinalis zaznamenavana piedevS§im v holarktickych oblastech, ale jeji vyskyt byl popsan
napiiklad i v Mexiku a Australii (Hoole, 2009; Morgan, 2003). L. intestinalis se vyznacuje
komplexnim zivotnim cyklem. Béhem svého vyvoje infikuje celkem 3 zcela odlisné
hostitele.

Zivotni cyklus za¢ina od vaji¢ka, které se nachazi volné ve vodnim sloupci. Béhem
nékolika dni (5-10) se pfeméni na volné plovouci larvalni stadium coracidium. Prvnim
mezihostitelem se stava klanonozec (Copepoda), k infekci dochazi pozienim coracidia volné
se pohybujiciho ve vod¢. Tato udalost indukuje pfeménu coracidia na nasledujici stadium
vyvoje — procercoid, které je infek¢ni pro ryby. Zpravidla doba stravena v prvnim hostiteli
neptesahuje dobu delsi nez 20 dni (Dubinina, 1980).

Po pozieni klanonozce se druhym mezihostitelem stavd sladkovodni ryba. Z vétsi
Casti je napaden zastupce fadu kaprovitych, nejedna se vSak o striktni podminku. Infekce
konkrétniho druhu je zavisld na geografickych a ekologickych podminkach (Loot, 2001).
Tasemnice nasledné putuje skrz sténu stieva do abdominalni oblasti, kde se vyviji v tfeti
stadium — plerocecroid. Cerv je schopen v rybim mezihostiteli piezit az dva roky (Dubinina,
1980).



Kone¢nym hostitelem L. intestinalis je rybozravy ptak, napt. zastupci fada brodivych
(Ciconiiformes), dlouok#idlych (Charadriiformes), vrubozobi (Anseriformes), nebo dravci
(Falconiformes). Dospélec infikuje kone¢ného hostitele po dobu maximalné 4-6 dni. Béhem
této doby dochazi k pohlavnimu rozmnozovani v zazivacim traktu ptaka. Vajicka vyloucena
zpét do sladkovodniho prostiedi uzaviraji zivotni cyklus L. intestinalis (Dubinina, 1980).

S ohledem na Zivotni cyklus, snadnym pfistupem a dlouhou dobou inkubace
tasemnice, vétsina evoluéné-ekologickych studii pracuje se stadiem plerocecroid odebranym
z druhého mezihostitele. Infekce ryby trva nejdéle z celého Zivotniho cyklu a je proto idedlni
pro odbér vzorkd pro nasledné analyzy (Hoole, 2009). Spektrum mezihostitelll i kone¢nych
hostitelll neni striktné dané. Byla prokazana zavislost na prostfedi, dostupnosti hostitele,
geografickych a ekologickych podminkach (Bouzid et al., 2008a, b; Loot et al., 2001,
Bouzid et al., 2013). Preference ur¢itého druhu rybiho hostitele mize byt vazana i na

schopnost unikat imunitnimu systému daného druhu (Arme, 97).

Koneény hostitel

Dospély jedinec

Vajicko
@ ¥

l

Coracidium

~
Druhy mezihostitel \ /
Plerocercoid Prvni mezihostitel

Procercoid

Obr. 1: Zivotni cyklus Ligula intestinalis. Pfevzato z Stefka et al., 2009.



L. intestinais se v poslednich letech stala ¢asto vyuzivanym modelem mnoha studii
zaméienych na rizné védni discipliny. Jako modelovy organismus byla pouzita ve studiich
zamé&fenych na vnitrodruhovou fylogenezi (napft.: Li and Lao, 2003; Logan et al., 2004),
interakce host/parazit (napf.: Loot et al., 2002; Bouzid et al. 2008b; Brown et al. 2002),
populaéné geneticky orientované studie (napi.: Bouzid et al. 2008a; Morgan, 2002; Li and
Lao, 1999; Stefka et al., 2009) i epidemiologické vyzkumy (Bouzid et al., 2013).

Populaéné-geneticky orientované studie naznacuji, ze L. intestinalis je druh s mnoha
geneticky odd€lenymi liniemi (viz Obr. 2). Bylo nalezeno né€kolik monofyletickych linii,
které odpovidaly geografickym vyskytim. Jednalo se o skupiny izolované z oblasti Mexika,
Kanady, Ciny a Australie (Bouzid et al., 2008a). Rozsahlejsi studie (Bouzid et al., 2008b)
potvrdila vyskyt geograficky oddé€lenych linii vyskytujicich se sympatricky. Zmiflované
prace se lisi zejména v mnozstvi analyzovanych dat a v aplikaci riiznych statistickych
postupti ve fylogenetickych analyzach. V praci Bouzid et al. (2008b) byla mimo jiné zjisténa
korelace mezi druhem mezihostitele (ryby), ze kterého byly vzorky odebrany a jejich
genetickou piislusnosti. Do této studie byly zahrnuty vzorky ziskané z mnoha rGznych
oblasti napti¢ severni polokouli a Australie. Pomoci sekvenovani dvou mitochondrialnich
genl (cytochrom oxiddza podjednotka I, cytochrom oxiddza B) a jednoho ribozomalniho
genu (ITS2) byl sestaven fylogeneticky strom. Na zaklad¢ vysledkd se doslo k zavéru,
ze geograficky vzdalené linie jsou i geneticky oddé€lené, coz potvrzuje vysledky z piedchozi
studie (Bouzid et al., 2008a, b). Zajimavym zjisténim byl vyskyt dvou sympatrickych linii
vyskytujicich se v okoli Sttedozemniho mote (Evropa, Tunisko, Alzirsko). Tyto linie byly
oznaceny jako A a B. Pficemz zastupci L. intestinalis spadajici do kladu A byly pfevazné
odebrany z fylogeneticky odvozenych kaprovitych ryb (Abramis, Alburnus, Phoxinus,
Rutilus, Scardinius), klad B poté zahrnoval vzorky odebrané z fylogeneticky bazalnich
skupin kaprovitych druhd (Barbus, Gobio, Rhodeus). Piesto, Ze klady A a B zahrnuji
predevsim vzorky z euro-mediterannich oblasti, byly zjistény i vyskyty geograficky velmi
vzdalené, které do téchto kladli zapadaji. V kladu A se vyskytovaly vzorky ze zapadni
oblasti Ruska. Klad B poté obsahoval linie z vjchodni Ciny a Ruska (Bouzid et al., 2008b).

V navazujici studii se autofi rozhodli zmapovat popula¢ni strukturu L. intestinalis
pomoci mikrosatelitnich markerti (Stefka et al., 2009). Tento postup pfinesl piesngjsi
vysledky piedevsim v populaéni struktufe mezi klady A a B. Rozlozeni linii ovSem stale
kopirovalo piedchozi studie s témi rozdily, Ze v tomto piipadé byly rozpoznatelné jemnéjsi

rozdily v genetické struktufe sympatrickych populaci (Stefka et al., 2009).



Geograficky oddélené linie vznikly nejspiSe diky omezenému toku genli mezi misty vyskytu.
Velké rozdily byly pozorovany u linii geograficky velmi vzdalenych. V lokalnim métitku
bylo pozorovano nékolik rozdili mezi sympatrickymi skupinami a objevila se rysujici
populaéni struktura uvnité kladu A mezi evropskym a africkym kontinentem (Stefka et al.,
2009). Vzhledem k zivotnimu cyklu vazanému na sladkovodni organismy a kratkému trvani
infekce v ptacich hostitelich zajistujicich disperzi zde Stfedozemni mote funguje jako
uc¢inna bariera genovému toku. Vyskyt linie A Vv severni Africe byl pfisuzovan lidskému
faktoru. V 60. letech minulého stoleti byly do Tuniska importovany nékteré evropské druhy
kaprovitych ryb za ekonomickymi ucely. Timto aktem ziejmée doslo i k introdukci evropské
linie L. intestinalis. Smér této introdukce (z Evropy do severni Afriky) byl pak ovéten

pomoci koalescen¢ni analyzy multilokusovych dat (Bouzid et al., 2013).



Obr. 2: Svétova mapa zaznamenanych vyskyta linii Ligula intestinalis podle Bouzid et al.
(2013) s vyznagenim mist piivodu nové zkoumanych vzorkii. Zluta: Kanada; Eervena: klad
A; zelena: klad B; fialova: Etiopie, modra: Digramma inetrrupta; ¢erna: nové populace

z Turecka, Madarska, franu a Jihoafrické Republiky.



2. Cile prace
Pro doposud netestované populace Liguly intestinalis z Turecka, Mad’arska, franu a Afriky:

1) Ziskat sekvence mitochondridlnich geni cytochrom oxiddza podjednotka I (COI)
a cytochrom oxidaza B (COB).

2) Ziskat multilokusova data pomoci analyz mikrosatelitnich lokusi.

3) Vyhodnotit genetickou strukturu populaci v kontextu dfive studovanych oblasti a spektra

hostitelt.
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3. Material a metody

3.1 Vzorky

K analyze bylo pouzito celkem 16 jedincti z Turecka, 3 z Mad’arska, 3 z franu a 2 ze
zépadni Afriky, které byly obdrzeny od spolupracujicich laboratofi. VSechny vzorky byly
uchovany v 96 % etanolu pfi teploté 4°C. Puvodni fixaz iranskych a africkych vzorki

pravdépodobné obsahovala denaturovany alkohol a/nebo stopy formaldehydu.

Tab. 1: V tabulce jsou vypsany vSechny studované vzorky, jejich puivod, lokalita sbéru

a hostitel.
‘o Oznaceni . . Rad
Zem¢ puvodu vzorku Lokalita Hostitel (Celed)
Turecko TR3 Sapanca lake | Rhodeus sericeus Cypru_jnformes
(Cyprinidae)
Turecko TR4 Sapanca lake | Rhodeus sericeus Cyprlc_jnformes
(Cyprinidae)
Turecko TR5 Sapanca lake Rhodeus sericeus Cypru_jlformes
(Cyprinidae)
Turecko TR6 Sapanca lake | Rhodeus sericeus Cypn(_jnformes
(Cyprinidae)
Turecko TR7 Sapanca lake | Rhodeus sericeus Cyprlc_jnformes
(Cyprinidae)
Turecko TR8 Sapanca lake Rhodeus sericeus Cypngjnformes
(Cyprinidae)
Turecko TR9 Sapanca lake | Rhodeus sericeus Cypridiformes
P (Cyprinidae)
Turecko TR10 Sapanca lake | Rhodeus sericeus Cyprlt_:ilformes
(Cyprinidae)
Turecko TR11 Sapanca lake | Rhodeus sericeus Cypnginformes
(Cyprinidae)
Turecko TR12 Sapanca lake Rhodeus sericeus Cyprlc_jlformes
(Cyprinidae)
Turecko TR13 Sapanca lake | Rhodeus sericeus Cypru_jlformes
(Cyprinidae)
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Turecko TR14 Sapanca lake Rhodeus sericeus Cyprlc_jlformes
(Cyprinidae)
Turecko TR15 Sapanca lake | Rhodeus sericeus Cypru_jlformes
(Cyprinidae)
Turecko TR16 Sapanca lake | Rhodeus sericeus Cyprlc_jnformes
(Cyprinidae)
Turecko TR17 Sapanca lake Rhodeus sericeus Cypri(_jiformes
(Cyprinidae)
Turecko TR18 Sapanca lake | Rhodeus sericeus Cypnginformes
(Cyprinidae)
, Neogobius Perciformes
Madarsko | H1 Balaton fluviatilis (Gobiideae)
; . . Cypridiformes
Mad’arsko H3 Balaton Rutilus rutilus .-
(Cyprinidae)
\ Neogobius Perciformes
Madarsko | H11 Balaton fluviatilis (Gobiideae)
Choghakhor . . Cypridiformes
Iran IR1 lake Cyprinus carpio (Cyprinidae)
Choghakhor . . Cypridiformes
Iran IR2 lake Cyprinus carpio (Cyprinidae)
Choghakhor . . Cypridiformes
Iran IR3 lake Cyprinus carpio (Cyprinidae)
Zapadni . Phalacrocorax Pelecaniformes
Afrika ZAL Nwanedi Dam lucidus (Phalacrocoracidae)
Zapadni , Phalacrocorax Pelecaniformes
Afrika ZA2 Nwanedi Dam lucidus (Phalacrocoracidae)

3.2 Izolace DNA

Pro izolaci DNA byla z kazdého jedince odebrana tkaii o velikosti pfiblizng 2mm?.
Vzorky byly ponechdny minimalné¢ dvé hodiny v oteviené zkumavce, kdy doslo k odpateni
zbytkového etanolu. K izolaci DNA byl pouzit kit Blood & Tissue (Qiagen), postupovalo se
dle vyrobcem pftilozeného navodu. Kvantita vyizolované DNA byla zméfena pomoci

ptistroje Qubit (Invitrogen).
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3.3 Polymerazova retézova reakce

Reak¢ni smési a podminky se 1iSily celkovym objemem i objemem pouzitych reagens
podle druhi jednotlivych reakci a produktt, které jsem se snazila ziskat. Amplifikace byla

provedena pomoci ptistroje MasterCycler Pro (Eppendorf).

3.4 PCR mitochondrialni DNA

Slozeni reakci o celkovém objemu 20 pl bylo nésledujici: 10 pl komeréné
vyrabén¢ho Hotstar mastermixu (Qiagen, Germany), 1 pl forward primeru, 1 pl reverse
primeru (oba o koncentraci 5 pMol), 7 ul PCR H,0 a 1 pl DNA. Primery (viz Tab. 2)
a protokol PCR (viz Tab. 4) byly pievzaty z Bouzit et al., 2013. Né&které vzorky se
nepodafilo amplifikovat za pouZiti primerQi nasedajicich na okraje danych gent, zfejmé z
davodu degradace DNA kviili fixaci v nekvalitnim alkoholu. Pro tyto vzorky byly pouzity
primery nasedajici uprostfed genu v kombinaci s pivodnimi primery. Cilovy usek byl
amplifikovan ve dvou mensich fragmentech. PCR reakce byly namichany obdobnym
zptisobem, avSak bylo pouzito vy$$i mnozstvi vyizolované DNA, pro zlepSeni pribéhu
reakci byl piidan Q-Solution (Qiagen). Reakce pro vzorky nutné amplifikovat timto
zpusobem byly tedy nasledujici: 10 ul komeréné vyrabéného Hotstar mastermixu (Qiagen,
Germany), 1 ul forward primer, 1 pl reverse primer, 3 ul PCR H20, 2 ul Q-Solution a 2 pul
vyizolované DNA. Termalni protokol PCR se shodoval s protokolem pouzitym pro

piedchozi reakce.
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Tab. 2: Primery pouzité pro detekci mitochondrialnich gent.

NaZVeV Sekvence Produkt
Smér
COBA forward | GTATGTGGCTGATTCAGAGTTGAGC  |COB
COBB

TTCGAGCCCGAAGAATGCAAGTAG  |COB
reverse
COIA2 forward | CATATGTTTTGATTTTTTGG col
COIB2 reverse | AKAACATAATGAAAATGAGC col
%?V?a—r'gF—"'g GCTGCTACTGTGTTAACTGCAATAG | 2. polovina COB
f;f/)eBrg;”R—"'g CTATTGCAGTTAACACAGTAGCAGC | 1. polovina COB
1%?v|\/_alrr::|F_ng TTTAGTTCAGTTACTATGATTATTGGC |2. polovina COI
ESQFQQR—L'Q GCCAATAATCATAGTAACTGAACTAAA | 1. polovina COI

3.5 PCR mikrosatelitni DNA

Pro detekci multilokusovych usekli byly pouzity primery Stefka et al. (2007).
Primery byly rozdéleny podle barevného znaceni a délky lokusii do ¢tyi skupin vzdy po
¢tyfech sadach primert. Pro detekci multilokusové DNA byly pouzity dva protokoly pro
PCR, vzdy dle vlastnosti pouzitych sad primerti v reakci. Reakéni smés obsahovala 5,5 pl
Hotstar mastermixu (Qiagen, Germany), 1 ul od kazdého pouzitého primru (viz Tab. 3)
- celkem tedy 4 ul, 0,5 ul DNA, 0,5 ul Q-Soulution.
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Tab. 3: Sady primerG v jednotlivych reakcich detekujici mikrosatelitni lokusy, jejich

sekvence a barevné znaceni.

Mul:uple- Nazev |Sekvence Sekvence Barevné
Xova - - v ’
lokusu | foreward primer reverse primer znaceni
reakce
Li 2 GATCAAGGAAATAGAT |GAGCTAGCTGCATCGTA VIC
' AAGGCATT AGTCG
Li 7 TCACGCAGGACGAACG |GATCTCAGGTAGTCCAC NED
' AC AGCC
Long 1
) AATGTGGATGTCGTCA |AGGCACTGCTTCTCACT
Li. 14 ATGT cc 6-FAM
Li 25 TGACTTGGAAGGACAG |GCGTGACGTAGACCACC PET
' GTTAGC CA
Li 6 AGCTGACAAAGACGGG |AGCGCTGCCTACCTCAT 6-EAM
' CAAAGTG TACC
) GCCTGAAGCTGGGAAA |TATTCGCGATATGCTCG
Li. 18 CTTC cC 6-FAM
Long 2
Li 21 GGCCATACCAATGCCT |GTCGCCTGACTCTATGC PET
' CATA AAAG
Li 30 TCATTAACGCGGCACT |TGGCAAATACAATAGTT VIC
' ATGTG CTGACCT
Li 1 ACGTAAGGCACTAGAA |CCGTCAGGCGATGGAAC NED
' TGGGAGAT A
Li 8 GATCAAAGAATTCGGC |AAGTTAGGGAGAGTTGC VIC
' AGTTCAAC GGCTGTT
Short 1
. CCGCTTGGGTTTAAAC |GAAGCTTGGCCAGGAG
L1711 aGTCC ACTG 6-FAM
Li 24 ATTTACTTACATCAGG |CGTAGATTCTTAAACCT 6-EAM
' GAGTTGCC ACGCTCTT
Li 5 GCGAAGCTGACTCACA |TGAGTTGCTACCATAAT NED
' CAAGGTT CCTGACG
Li 11 TGCAAACAGTTGTAGC |CACCTGACGTCTCGACA 6-EAM
' GAACGG TCCG
Short 2
Li 15 ACAAGAGGAGAAAGC |TTTGTTGGTACTGTTTTT PET
' CAGAGTATC CTGTCT
) GACCAACTGCCTTAGG |CGTGGACGCCGTTCTTA
Li. 23 GTGTG GTA 6-FAM

15




Tab. 4: Tabulka protokold PCR reakci.

Reakce Pocate¢ni | Pocet | Denaturace | Nasedani | Syntéza | Finalni | Reference
denaturace | cykla primerti syntéza

Mitochondrialni | 95°C/ 30 94°C/ 50°C/ 72°C/ | 72°C/ |Bouzid et
geny 15 min 30s 45s 45s 10 min |al., 2008b
Mikrosatelitni 95°C/ 30 94°C/ 58°C/ 72°C/ | 72°C/ | Stefka et
DNA - Long 15 min 15s 30s 20s 15 min |al., 2009
Mikrosatelitni 95°C/ 30 94°C/ 58°C/ 72°C/ | 72°C/ | Stefka et
DNA - Short 15 min 15s 30s 20s 1min |al., 2009

3.6 Gelova elektroforéza

Pribeh PCR reakei byl ovéfen pomoci elektroforézy. Vzorky byly naneseny na 1%
(mitochondridlni geny) nebo 2% (mikrosatelitni DNA) agarosovy gel obarveny GelRed
(BIOTIUM). Na gel byl nanesen 2 ul PCR produktu. Jednotlivé vzorky byly naneseny
pomoci 6x DNA Loading Dye (Fermentas). Pro odecteni délky produktii byl pouzit Ladder
100 pb (Fermentas). Vizudlni kontrola fragmenti byla provedena pomoci UV

transiluminatoru.

3.7 Sekvence

Ziskané PCR produkty byly enzymaticky precistény (enzymy Exonuklaza I, alkalicka
fosfataza, New England Biolabs) a odeslany k sekvenaci do MacroGen, SeqMe. Ziskané

sekvence byly dale zpracovany v programu Geneious 8.1.

3.8 Prdce se sekvencemi, fylogenetické analyzy

Ziskané sekvence byly zpracovany v programu Geneious 8.1. Sekvence byly sestaveny
do kontig. Nasledné byly odfiznuty konce obsahujici primery. Identifikace sekvenci byla
provedena pomoci programu BLAST, NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Pro
fylogenetické analyzy byly oba mitochondridlni geny konkatenovany, a to v potadi COlI,
COB. Vzorky byly nasledné pievedeny na haplotypy pomoci softwaru Geneious 8.1. Bylo
tak provedeno po vzoru z piedchozi studie (Bouzid et al., 2013), k jejimz vysledkim byly
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mnou ziskané sekvence pfifazeny za ucelem kompletnich fylogenetickych analyz. Jako
outgrupy byly pouzity Hymenolepis diminuta a Taenia crassiceps (viz piiloha).

Celkovy soubor haplotypti byl analyzovan pomoci metod Neighbor joining (NJ)
a Maximum Likelihood (ML). NJ analyza byla provedena v programu Geneious 8.1 pomoci
algoritmu Geneious tree builder. Pro vypocet distanci byla pouZzita korekce HKY.
Bootstrapova podora byla ziskdna 1000 opakovani.

ML analyzy byly provedeny v programu PHYML (Guindon and Gascuel, 2003)
s mutaénim modelem GTR + I + G pfevzatym z prace Bouzid et al. (2013). Bootstrapové

podpory byly vygenerovany V online portalu PHYML (PhyML 3.0: http://www.atgc-

montpellier.fr/phyml/) se stejnym nastavenim a 1000 replikacemi.

3.9 Fragmentacni analyza

Odecitani velikosti mikrosatelitnich tiseki DNA bylo povedeno v programu Geneious

8.1 v mikrosatelitnim plugginu. Odeétené hodnoty byly piifazeny k vysledkiim ze Stefka et
al., 2009. Nasledn¢ byly kompletni hodnoty zpracovany pomoci programu STRUCTURE
2.2.4 (Falush, 2007). V tomto programu byly spustény celkem dv¢ sady analyz.
Prvni obsahovala kompletni seznam vsSech vzorkli z obou praci. K piivodnim 338 vzorkiim
z 34 lokalit (viz ptilohy) bylo pfifazeno 22 novych jedinci ze 3 lokalit dle geografického
puvodu a druhu hostitele. Nejdiive byl program spustén pro hodnotu K od 1 do 37 s poétem
MCMC opakovani 100 000 burnin/1 000 000.

Druha analyza byla navrzena tak, aby bylo 1épe rozpoznatelné strukturovani pocetné
malo zastoupenych populaci, které byly zaroven od sebe geograficky vzdalené. Byla
vyfazena vétSina vzorkl evropskych linii spadajici do kladu A (populace: 1-22). V datasetu
byla ponechana pouze jedna populace z kladu A (populace 9 — Novomlynské nadrze), pro
moznost porovnani nové analyzovanych linii i s evropskym zéstupcem. Jednalo se celkem
o 16 populaci, a to 9 a 23 — 37 (viz piiloha). Tato analyza bézela v po¢tu MCMC opakovani
100 000burnin/1 000 000 s hodnotou K=1 az 15.

Ve vsech analyzidch byly nastaveny parametry: Admixure Model a korelace
alelickych frekvenci. Oba modely byly spustény dvakrat nezavisle na sobé a vysledky
stejnych analyz byly porovnany. Likelihoodové hodnoty (logLn) pro oba béhy byly
zprumérovany, na jejich zakladé byl v programu Excel vytvofen graf zavislosti logLn na

hodnoté K. Z grafu byla nasledné odhadnuta idealni hodnota K.
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S vysledky programu Structure pfi danych hodnotich K se déle pracovalo v grafickém
programu DISTRUCT (Rosemberg, 2004).
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4. Vysledky:

4.1 Sekvenovani mitochondridlnich genii

Z celkového poctu 24 vzorkl jsem musela dva vzorky z analyz vyfadit. V obou ptipadech
se jednalo o africké vzorky. Amplifikace byla zcela netspésna, nejspiSe kvuli uchovani
vzorkil v nekvalitnim alkoholu.

U nékterych vzorkl (viz Tab. 5) byla detekce mitochondridlnich genti, za pouziti primert
nasedajicich na okraje isekl, obtizna. Pfi vizualni kontrole na gelu byl produkt PCR pfilis
slaby, nebo misto o¢ekavaného jednoho produktu se jich vyskytovalo vice. Tento jev byl
nejspiSe zpisobeny degradovanou DNA, a tim byla znehodnocena 1 kvalita pribchu
polymeréazové fetézove reakce.

Vzorky, které nebylo mozné amplifikovat pomoci klasickych primert, byly
amplifikovany pomoci primerti, které byly navrZzeny tak, aby nasedaly uvnitf genti. Tim
vznikly dva kratsi useky, které byly nasledné slozeny do jedné kompletni sekvence, Gpravy
jsem provadéla pomoci programu Geneious 8.1. Tento postup se osveédcil a podafilo se
ziskat kvalitni sekvence z témé&f vSech vzorkd, pfesto musely byt z analyz vyfazeny jedinci,
u kterych nebyl uspésny zadny zminovany postup: H1, TR3, TR6, TRS.

Po pievedeni konkatenovanych sekvenci na haplotypy byly zcelkového poctu 13
amplifikovanych tureckych vzorki identifikovany dva haplotypy TR3 a TR5, kazdy ze dvou
amplifikovanych madarskych vzorkt zastupoval jeden samostatny holotyp, a to H3 a H11,
vSechny tfi iranské vzorky utvofily jediny haplotyp IR1. Mnou ziskand data jsem pfifadila
k pfevzatému datasetu z predchozi studie (Bouzid et al., 2013) ¢imz vznikl novy soubor dat
pro nasledujici analyzy. Tento dataset obsahoval 82 haplotypli z piivodni studie a 5 mnou

detekovanych holotypt.
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Tab. 5: Tabulka vzorkd, které se nepodatilo amplifikovat pomoci zakladnich primert.

Gen | Nazev vzorku

COl |IR1|IR2|IR3|TR6|TR8 |-

COB |IR1|IR2 |IR3|TR3 | TR8 | TR12

4.2 Fylogenetické analyzy mitochondridlnich genii

vvvvvv

vvvvvv

Bouzid et al., 2013). Mou nové pfidané haplotypy (TR4, TRS, IR1, H3, H11) do souboru dat
byly detekovany v nékolika dobie podpofenych vétvich. Oba turecké haplotypy spadaly
dovnitt vétve tvofené euro-mediterannimi vzorky, oznacenych jako klad B. Rybi
mezihostitelé z kladu B jsou pivodem z né€kolika rybich fadd. Dosavadni studie odhalily
infekci druhti z fadt Cypriniformes (bazalni kaproviti), Osteriformes (Bouzid et al. 2013).
Haplotyp IR1, geograficky naleZici Iranu, usedl k vétvi, kterou tvofily dva haplotypy
Digramma interrupta z vychodni Ciny a vychodniho Ruska. Dva madarské vzorky,
a zaroven haplotypy, které se podafilo analyzovat, se ve svém mist¢ ve fylogenetickém
strom¢ rozchazely. Haplotyp H3 byl pfifazen ke kladu A, ktery reprezentuji zastupci
z evropskych a africkych lokalit. V tomto kladu se nachézeji ptfedev§im zastupci z

odvozenych kaprovitych ryb. Naopak haplotyp H11 byl pfitazen ke kladu B.
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Obr. 3: Maximum likelihood fylogeneze datasetu konkatenovanych sekvenci
mitochondrialnich gentt COI a COB. Bootstrapové hodnoty nad 50% (ML/NJ) uvedeny u
jednotlivych vétvi. Mnou piidané haplotypy do pivodniho datasetu (Bouzid et al., 2013)

jsou vyznaceny barevné. Barvy odpovidaji lokalitam vyznac¢enym na Obr. 2.
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4.3 Mikrosatelitni analyza

Pro detekci mikrosatelitnich lokust jsem pouzila vSechny dostupné vzorky, bohuzel
ani v této analyze se mi nepodafilo ziskat data ze zapadoafrickych zastupct, byly tedy
vyfazeny i z této Casti prace. Z Sestnacti hledanych lokust jsem jich spolehlivé detekovala
15. Lokus Li. 15 neamplyfikoval u zadného zkoumaného vzorku, coz odpovida i vysledkiim
z prace Stefka et al. (2009). Data byla po exportu z Geneious 8.1 zpracovana pomoci
Bayesianského ptistupu v programu Structure 2.2.4.

Pii prvnim typu analyzy, kdy se pracovalo s kompletnim datasetem, byla vybrana
optimalni hodnota K= 6 i pfes to, ze v této hodnoté nebylo dosazeno nejoptimalnéjsi hodnoty
logLn (viz Obr. 4). Pfi vyssich hodnotach K dochazelo K jen velmi pozvolnému navySovani
logLn a ke $té€peni jedinct mezi vice klastrti bez biologické relevance. Pii hodnotach K nad
20 dochédzelo i kvelkym vykyvim mezi obéma béhy MCMC, které se projevilo
rozkolisdnim primérnych hodnot logLn.

Vysledky analyzy ukazuji samostatné klastrovani tureckych vzorkt. K nim casteéné
spadaji madarské vzorky, které vykazuji vnitini fragmentaci. Jedinci z franu v této analyze
vykazuji afinitu k vzorkiim D. interrupta z Vychodni Asie a zaroven k alzirskym vzorkim
(Obr. 6b).

Druha analyza byla zaméfena na podrobnéjsi strukturu neevropskych populaci.
Nejvyssi hodnota logLn oscilovala kolem hodnot K=7 a K=8. RozloZeni populaci pti K=7 se
jevilo jako nedostacujici, alzirské populace byly pfifazeny k vzorkiim D. interrupta z
Vychodni Asie, coz neodpovidalo vysledkiim ze studie Stefka et al. 2009. Nejidealng;si
struktura populaci byla tedy vygenerovana pro K=8. Viz Obr. 5 pro porovnani hodnot téchto
dvou béhd.

Turecké vzorky utvofily jednotnou samostatnou skupinu (TR Rs, Obr. 7), ktera
nesdilela shodné genotypy s ostatnimi skupinami.

Mad’arska populace vykazovala roztfisténost genotypii jednotlivych vzorka. Populace
HU Nf, tvofena vzorky H1 a H11 byla pfifazena k n¢kolika dalSim populacim, které spadaji
do kladu B. Ve fylogenetickém stromé, vygenerovaném na zakladé analyz mitochondrialnich
genu, byl pouzit pouze vzorek H1 (H11 neamplifikoval v PCR), ktery byl pfitazen taktéz ke
kladu B. Vysledky téchto dvou analyz, fragmentacni a fylogenetické, tedy nejsou v rozporu.
Jedinec H3 (HU Rr, Obr. 7) projevoval nejvyssi afinitu k evropské populaci CZ3Ab, patiici
do kladu A, ktera byla v datasetu pro tento model ponechana pravé pro porovnani vSech

moznych genetickych klastri. Toto zjisténi je ve shod¢ s vysledky z fylogenetickych analyz,
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kdy haplotyp H3 klastroval k euro-mediterannimu kladu A. Cast genotypu H3 (ve smyslu
posteriorni pravdépodobnosti) byla vsak sdilena i s ostatnimi dvéma mad’arskymi vzorky
a s tureckou populaci.

fransti jedinci utvofili jediny klastr. Tato linie byla téméf identick4 se dvéma dal3imi
populacemi, a to RU Hl a CN Hb. Stejn¢ jako u piedchozi, fylogenetické, analyzy se jednalo

0 vzorky druhu Digramma interrupta piavodem z Vychodni Asie.

23



| | | | | | | |
1234567 8 910111213141516171819202122232425262728293031323334353637

-5000 -
-10000 -

-15000 -
-20000 */\rf\/ \//\/\/_\/\/
-25000 -

-30000 -

Obr. 4: Graf zavislosti zprimérovanych hodnot dvou béhi modelu pro kompletni dataset
K=1 az 37. LogLn — maximum likelihood (osa y) pro pocet klastriit K (osa x). Nejrychlejsi
narist hodnot LogLn je patrny mezi K=3-6, Kustaleni rustu dochazi mezi K= 6-22.

Nejoptimalngjsi hodnota K=8.
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Obr. 5: Graf zavislosti zprimérovanych hodnot dvou béhtt modelu pro populace 9 a 23-37,
K=15. LogLn — maximum likelihood (0sa y) pro pocet klastrti K (osa x). Nejrychlejsi nardst
hodnot LogLn je patrny mezi K= 1-6, k ustaleni ristu dochazi mezi K= 6-9. LogLn dosahl
nejvyssi hodnoty pii K=9.
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b)

c)

FR1Rr | R. rutilus
FR1Aa A. alburnus
FR2Rr , R. rutilus
FR2Ab P A. bjoerkna
FR3Rr R. rutilus
R
FRART R. rutilus
CZ1Rr R. rutilus
CZ3Ab A. brama
CZ2ha A. alburnus
CZ2Rr R. rutilus
DE Rr R. rutilus
GBRr RUAb A. brama .
GB Pp—— R rutilus
IE Rr B R. rutilus P~ phoxinus
e Gg —— | ———— G. gobio
UaRrr EEAb | A brama
UAAa—— \
UA Cc / ; \R. rutilus
3 A. alburnus
C. carassius
TN Rb
R. rubilio
TNSe [ S. erthyophthalmus
e N Hb H. lucidus
AL Bs .
Barbus sp. H. bleekeri
CN Nt
N. taihuensis
AU Gt G. truttaceus
AU Gm G. maculatus
ET Bh s
ET Bt B. humilis )
ET Bi —— B. tsanensis
ET Bb B. intermedius
CACp B. brevicephalus
~c plumbeus
CASa S. atromaculatus
HU Nf N
HU Rr IR Cc ———ré 2::;?;3“5 R. rutilus
TR Rs R. sericeus

Obr. 6: Vysledky shlukovani klastrii vygenerované v programu Structure pro prvni analyzu
(K=1-37; MCMC replikace 100000 burnin/1 000 000). a) Klastrovani pii K=5; b)

klastrovani pii K=6; c) Klastrovani pii K=7.
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Obr. 7: Vysledky shlukovani klastri vygenerované v programu Structure pro druhou

1-15; MCMC replikace 100 000 burnin/1 000 000). a) Klastrovani pii K=7; b)

analyzu (K

=8.

klastrovani pfi
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5. Diskuze

Vysledky molekularnich analyz mitochondrialnich gentt v kombinaci s detekci
mikrosatelitnich lokusti u mnou nové zkoumanych vzorki potvrdily vzor populacni struktury
Ligula intestinalis vyplyvajici z ptedchozich studii (Bouzid et al., 2008a; Bouzid et al.,
2008b; Stefka et al., 2009; Bouzid et al., 2013). Z téchto praci lze vyvodit n¢kolik zavér.
Geograficky oddélené populace L. intestinals utvareji samostatné linie, mezi kterymi
prokazatelné nedochézi k toku genii. Vzdalenost mezi populacemi je tedy jedna z hlavnich
genetickych bariér tohoto druhu. Populace nachazejici se v mediterannich oblastech (Evropa,
Severni Afrika) utvareji dvé samostatné oddélené linie. Tyto linie se li$i na zakladé
molekularnich analyz, ale také v preferenci rybiho mezihostitele, kterd je nejspiSe odrazem
adaptace parazita ne rozdilné imunitni systémy raznych druht ryb (Arme, 1997). Z vyse
uvedenych praci dale vyplynulo, Ze pro pochopeni historie globalni expanze populaci
(¢i linif) L. intestinalis, je tfeba analyzovat vice lokalit, zejména mimo evropsky kontinent.

Dvé ze tii noveé vzorkovanych populaci studovanych v této praci pochazely prave z
oblasti mediteranu a Pfedni Asie. Vzorky byly vymuty z ryb fadd Maloostni
(Cypriniformes) a Ostnoploutvi (Perciformes) (viz Tab. 1).

Mad’arské vzorky spadaji dle vysledki fylogenetickych analyz do obou evropskych
kladi A, respektive B. Mnou studovani mad’arsti zastupci pochazely z dvou fadu ryb.
Zastupce L. intestinalis haplotypu H3 byl vyjmut z mezihostitele Rutilis rutilus patticiho do
odvozené skupiny Celedi kaprovitych (Cyprinidae). Tato populace L. intestinalis byla dle
analyz pfifazena do kladu A, ve kterém se nachazeji zastupci populaci tohoto parazita
vyjmutych pravé z odvozenych kaprovitych ryb (Bouzid et. al, 2013). Tato vétev byla
statisticky velice dobfe podpoiena NJ a ML analyzach (Obr. 3).

Naopak tomu bylo u druhého madarského identifikovaého haplotypu nesouci
pracovni ndzev HI11. Mezihostitelem této linie byl zastupce ftadu Ostnoploutvi
(Periciformes), a to Neogobius fluviatilis. Populace N. fluviatilis neni v Balatonu ptvodni.
Pfirozeny vyskyt je zaznamenan v piimoiskych oblastech Cerného mote (Biro, 1971).
Otéazkou je, nakolik rozsifeni tohoto druhu do nepiivodnich oblasti narusuje pfirozenou
rovnovahu mezi dynamikou linii parazita a ostatnich hostitelskych druhti. Prevalence
L. intestinalis u jednotlivych hostitelti na danych lokalitach prochazi dlouhodobymi cykly
(Kennedy, 2001) a pfitomnost nového hostitele muze tyto cykly pozménit. Haplotyp H11
spadal do kladu B. Tento klad se vyznaCuje predevsim rybimi hostiteli ze skupiny

tzv. bazalnich kaprovitych. V kladu B se objevuji i jedinci L. intestinalis z jinych fada ryb:
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Osmeriformes, Galaxiformes (Bouzid et al., 2008). Toto rozd€leni podpofilo vysledky z
(Bouzid et al, 2008b; Bouzid et al., 2013), které poukazuji na preferenci riznych rybich
mezihostiteld uvnitt mediterannich klada.

Vysledky fragmentacnich analyz u madarskych vzorkli nebyly zcela jednoznaéné.
Jednotlivé vzorky byly Stépeny mezi nékolik dalSich, diive zkoumanych, populaci. Vzorky
H1 a HI1, které pochazely ze stejného hostitele (N. fluviatilis), vykazovaly piislusnost
k populacim Turecka, Ciny, Australie a Etiopie v riiznych pomérech. Vechny tyto populace,
az na linie pochazejici z Etiopie, jsou zastupci kladu B. Tato afinita ke kladu B kopirovala
vzor z fylogenetické analyzy.

Vzorek H3 odebran z hostitele R. Rutilus vykazoval taktéz tfistény pivod. | v tomto
piipad¢ byla nalezena podobnost S tureckou populaci jako u vzorkti H1 a H11, ale tentokrat
pievazovala shoda s evropskou populaci CZ3Ab (Novomlynské nadrze), coz je zastupce
kladu A. Ani u tohoto jedince nedoslo k zdsadnimu rozporu mezi vysledky fylogenetickych
a fragmentacnich analyz.

Vnitini fragmentovanost madarskych vzorka a sdileny signal pro ¢ast genotypu
poukazuje na moznost vyskytu hybridnich linii druhu L. intestinalis. Hybridizace neni
jedinym moznym vysvétlenim. Muze se jednat o jedince, jejichz genotypy v analyze
Structure 2.2.4 nevytvareji dostatecné charakteristicky pattern (vzor) k vytvoreni vlastniho
Klastru. Bohuzel populaéni vzorek z této oblasti byl nedostacujici pro utvofeni jasnych
Zaveru.

Turecti zastupci obou detekovanych haplotypti (TR4 a TRS) byly ziskany z totozného
druhu hostitele (Rhodeus sericeus: Cyprinidae). Dle fylogenetickych analyz byla cela
geografickd skupina fazena dovnitf kladu B. Detekce mikrosatelitnich tUsekit DNA
ustanovila turecké vzorky jako samostatny klastr.

Vyskyt haplotypt spadajicich do kladii A a B neni limitovan pouze na euro-
mediteranni oblasti. Klad A obsahuje vzorky z Ruska, klad B zahrnuje vzorky z Australie
a Ciny. Ptesto, e se klady ¢asto vyskytuji na spoleénych lokalitach, vykazuji vyssi afinitu
k pribuznym vzorkim z geograficky vzdalen¢jSich lokalit nez mezi sympatricky se
vyskytujicimi populacemi riznych kladi navzajem podobné jako v praci Bouzid et al.
(2013). Neni tedy zcela prekvapivé, ze populace nachazejici se v Turecku klastruji
do jednoho z téchto kladd, ptesnéji do kladu B. S ohledem na hostitele tureckych haplotypt,
byl tento vysledek piedpokladan. Geograficky rozsah kladu B byl timto potvrze i v oblastech
blizkého vychodu. OvSem neznamena to, Ze klad nemuze byt rozsifen i hloubé&ji do

asijskych oblasti.
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fransky haplotyp IR1 piinesl zajimavy vysledek. Tento vzorek zapadal do pomé&mé
malo zastoupené, piesto fylogeneticky/statisticky dobie podpoiené vétve, ktera obsahovala
vyhradné jedince ptibuzného druhu Ligula intestinalis - Digramma interrupta. Lze tedy
predpokladat, ze iranské vzorky zkoumané v nasi praci jsou zastupci pravé D. interrupta.
Ptivodni sloZeni této linie zahrnovalo populace z vychodnich oblasti Ruska a Ciny, coZ jsou
lokality od mista nalezu iranskach vzorkt vzdalené vice nez 5 000 km. Geografické
rozlozeni této linie se zda byt tedy zna¢né Siroké. S ohledem na skute¢nost, ze disperzni
schopnost parazita je velice ¢asto zna¢né limitovana nejmobilnéjsim hostitelem (Louhi et al.,
2010), je velice pravdépodobné, ze tato linie D. interrupta se nebude vyskytovat pouze na
prave zjisténych lokalitach, ale bude se nachazet i mezi témito vzdalenymi misty. Dubinina
(1980) ve své praci uvadi mista vyskytu v zadpadni Evropé a jihovychodni Asii.

Morfologie téchto druhu, Ligula intestinalis a Digramma inerrupta, se lisi pouze
v drobnych morfologickych odchylkach. Tyto rozdily jsou navic nejlépe rozpoznatelné
u dospé€lého jedince (Dubinina, 1980). Vzhledem k faktu, ze vS§echny mou zkoumané vzorky
byly odebrany ve stadiu plerocercoid (druhé larvalni stadium), bylo prvotni ur¢eni druhu
(Ligula intestinalis) pouze na zakladé morfologie chybné. Tato chyba byla eliminovana
pomoci molekuldrnich metod, kdy byl na zéklad¢ shody sekvenci urCen spravny druh
parazita. I pres to, ze se stale jedna o dva druhy, populace D. interrupta se objevuji uvnitf
fylogenetického stromu slozeného ze zastupct L. intestinalis. Nabizi se otazka, zda se
nejednd o jeden druh. Timto tématem se zabyval Luo et al. (2003), kdy na molekuldrni
urovni porovnavali ¢inské populace D. interrupty a L. Intestinalis. Z jejich studie nevzesel
jednoznaény zavér, bylo navrzeno dalsi zkoumani (Luo et al., 2003).

Populacni struktura L. intestinalis se jevi vice fragmentovana, nez se plvodné
piedpokladalo. Bylo objeveno nékolik dobfe statisticky podpotfenych geneticky odd€lenych
populaci, které se navzajem geograficky piekryvaji. Je zcela namisté se domnivat,
ze Sympatricky vyskyt vice linii L. intestinalis, s odli$nou hostitelskou specifitou, je mnohem
Castéjsi, nez bylo dosud popsano. Je tieba dalSich vyzkumi, zejména sbér materidlu
v mimoevropskych oblastech, Kk ziskani komplexnéjSich informaci o popula¢né-

geografickych trendech tohoto parazita a o prub&hu jeho globalni expanze.
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6. Zavér

+ Vzorky zkoumané vtéto praci kopirovaly populaéné-geograficky vzor
predchozich studii. Obé pouzité analyzy, fylogeneze zalozend na sekvenci
mitochondridlnich geni COI a COB a fragmenta¢ni analyza, pfinesly stejné
vysledky a navzajem se nevylucovaly. Detekce mikrosatelistnich Useki odhalila
vyss§i vnitini ¢lenéni u populaci pochazejicich z Mad’arska, nez jaké mohlo byt
detekovano pomoci sekvenci mitochondrialnich gend.

+ Shoda byla nalezena i u preference rybiho hostitele uvnitt euro-mediterannich
kladi A a B. Klad A obsahuje vzorky L. intestinalis ziskané ptedevsim
Z odvozenych kaprovitych ryb, zatimco u kladu B byla potvrzena preference
bazalnich kaprovitych. Do kladu B nové zapadal vzorek ziskany ztadu
Perciformes.

+ Populace pochazejici ziranu a Madarska byly zastoupeny pomérné malym
poctem vzorkl. Pro upevnéni nové nabytych védomosti o popula¢ni struktuie L.
intestinalis, respektive D. interrupta, vtéchto oblastech, bude tfeba dalsiho

zkoumani.
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8. Piilohy

Vycet prevzatych vzorkl Ligula intestinalis ze studie Bouzid et al. (2013) pouZzitych pro

fylogenetické analyzy. Uveden geograficky pavod, hostitel a piistupovy kod v databazi

GenBank.
Zemée Lokalita sbéru | Hostitelsky druh Znaceni Pocet vzorkt GenBank kod
ptuvodu analyzovanych
pro oba geny CcoB COl
Alsirsko Keddarz_a Barbus sp. ALG1Bsp 41,2, 4) JQ279107/44- | JQ279072
reservoir 45/48
Taksebt Barbus ALG2Bs 3(2.3) JQ279108/46- | JQ279070-
reservoir setivimensis ’ 47 71/73
ALG3Bsp JQ279106/09- | JQ279068/74
. 10 (1,4,5,7,8, | 12/14-15 -79
Oued Hamiz | Barbus sp. 9 [EU241143- | [EU241219-
45] 21]
Goodga river Galaxias truttaceus | AU Gt 1(10) [EU241146] [EU241222]
(Osmeriformes)
Australie Moates lake Galaxias AU Gm 1(11) [EU241147] [EU241223]
maculatus
(Osmeriformes)
Dalpec lake Coulsius plumbeus | CACp 1(14) [EU241152] [EU241228]
Kanada Dumbo lake Semotilus CA Sa 4 (12, 13, 15, [EU241148- [EU241224-
atromaculatus 16) 49/50-51] 27]
Dong Tink Hemiculter CN Hb 2 (18) [EU241153- [EU241229-
lake bleekeri 54] 30]
Cina Zhanghe Neosalanx CN Nt 3(17,19) [EU241155- [EU241232/
reservoir taihuensis 57] 34/36]
(Osmeriformes)
Ceské Vodni nadrz . . CZ1Rr 4 (22, 26, 35, [EU241159/65 | [EU2412477
. . Rutilus rutilus
Republika Lipno 36) /69/70] -81]
Vodni nadrz CZ2Rr [EU241178] [EU241282]
M 1(37)
Zelivka
Alburnus alburnus | CZ2Aa 1(34) [EU241177] [EU241246]
Nové MI¢ Abramis brama CZ3Ab 5(27, 28, 29, 30, | [EU241166/79 | [EU241263-
ove VI 31) /80/82/84] 70/83-86]
Rybniky CZ4Pc 6 (20, 21, 23, [EU241164/67 | [EU241244-
Zahlinice Podiceps cristatus 32) 168/74/87/90/9 | 45/62/87/93]
a Tlumacov 1]
Mergus merganser | CZ4Mm 1(24) [EU241193] [EU241239]
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Rybr’%k Podiceps cristatus CZ5Pc 1(33) [EU241186] [EU241288]
Tovacov
Estonsko Jezero Peipsi Abramis brama EE Ab 5(24, 43, 44, 45, | JQ279121-22 | JQ279085-
46) [EU241160/92 | 86
/95] [EU241275-
76/94]
Etiopie Jezero Tana Barbus humilis ET Bh 1 (47) [EU241197] [EU241295]
Barbus tsanensis ET Bt 1 (48) [EU241196] [EU241296]
Barbus intermedius | ET Bi 1 (49) [EU241198] [EU241297]
Jezer FR1Aa JQ279123-24 | JQ279087-
Franci pe re|a Alburnus alburnus 3(21,52,53) [EU241163/99 | 88
ancie V"’;Oilc;”up a ] [EU241258/
60]
. . FR1Rr JQ279117/19/ | JQ279081/83
Rutilus rutilus 5(21, 41, 50) 2 [E] -84/104
Jezera Muret a FR2Rr 2 (41,51) JQ279118/43 | JQ279082/10
Lavernose 5
Blicca bjoerkna FR2Bb 1(51) [EU241201] [EU241259]
FR3Rr JQ279125-26 | JQ279089/90
Nadrs Créteil Rutilus rutilus 5 (50, 54, 55, 56, | [EU241172/73 | [EU241261/
adrz Lrete 57, 58) 1200] 99/300,
EU636655]
Miiggelsee Rutilus rutilus DE Rr 6 (34, 38, 39, 40, | JQ279116/20 | JQ279080/84
Némecko 41, 42) [EU24185/202 | [EU241273-
-04]] 74/301/02]
Velka Skotsko, feka | Rutilus rutilus GB Rr 1(59) [EU241205] [EU241303]
Britanie Gryfe
Phoxinus phoxinus | GB Pp 1 (60) [EU241175] [EU241304]
Wales, Phoxinus phoxinus | GB Pp 1 (44) [EU241161] [EU241247]
Aberystwyth
Irsko Jezero Lough Rutilus rutilus IE Rr 3 (41, 61, 64) [EU241117/20 | [EU241248-
Neagh 6/07] 50]
Gobio gobio IE Gg 3 (20, 62, 63) [EU241188/89 | [EU241290/
1208] 305]
Polsko Nadrz Rhodeus amarus PL Ra 1(25) [EU241194] [EU241289/
Wiloclawski 92]
Rusko Jezero Khanka, | Hemiculter lucidus | RU HI 1 (65) [EU241209] [EU241311]
Far East
Nadrz Rybinsk | Abramis brama RU Ab 5 (44, 66, 67, 68, | [EU241158/21 | [EU241251-
69) 0/11/12/13] 56/58/309-
10]
Tunis Nadrz Sidi Rutilus rubilio TN1Rb 8 (70,71, 73, JQ279127-29 | JQ279091-
Salem 81) [EU241214- 92
17] [EU241271/
312-15]
Scardinius TN1Se 5(21,72,73, JQ279130/32/ | JQ279093/95
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erythrophthalmus 80) 34/41 /97/103
[EU241162] | [EU241272]
Barbus callensis - - - -
Pseudophoxinus - i - -
callensis
Nadrz Rutilus rubilio TN2Rb 2 (74, 75) JQ279135-36 | JQ279098-
Nebhana 99
Scardinius TN2Se 2 (73) JQ279131/33 | JQ279094/96
erythrophthalmus
Barbus callensis - - - -
Pseudophoxinus - - -
callensis
Oued Joumine | Pseudophoxinus TN3Psc 2 (76,77) JQ279137/38 | JQ279100-
callensis 01
Oued Remel Pseudophoxinus TN4Psc 2 (78,79) JQ279139/40 | JQ279102
callensis
Ukrajina Reka Dniester Caras§|us UA Cc 1(83) [EU241218] [EU241238]
carassius
Rutilus rutilus UARr 1(84) [EU241176] [EU241317]
Alburnus alburnus | UA Aa 1(82) [EU241181] [EU241316]
Celkem 199 (84)

Vyéet populaci pievzatych z Stefka et al. (2009) pouzitych pii mikrosatelitnich analyzach.

Cislo populace, kod (zkratka zemé piivodu/zkratka hostitele), pocet jedinci.

Populace Kod Pocet jedinct
1 FR1Rr 23
2 FR1Aa 5
3 FR2Rr 26
4 FR2Bb 2
5 FR3Rr 11
6 FRARr 36
7 CZ1Rr 9
8 CZ3Ab 14
9 CZ2Aa 17

10 CZ2Rr 18
11 DE Rr 6
12 RU Ab 9
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13 GB Rr 1
14 GB Pp 2
15 IE Rr 3
16 IE Gg 3
17 EE Ab 5
18 UARr 1
19 UA Aa 1
20 UA Cc 1
21 TN Rb 48
22 TN Se 5
23 RU HI 1
24 CN Hb 2
25 AL Bc 10
26 CN Nt 21
27 AU Gm 5
28 AU Gt 4
29 ET Bh 7
30 ET Bt 7
31 ET Bi 7
32 ET Bb 1
33 CACp 1
34 CA Sa 26
celkem 338
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