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Cilem této prace byl sbér a osvojeni si preparace a determinace sladkovodnich lasturnatek
s diirazem na evolu¢né vyznamné asexualni linie a pfiprava komplexni analyzy vlivu
reprodukénich zptisobil na AT/GC architekturu rRNA genti lasturnatek. Tyto asexudlni
linie reprezentuji diilezitou modelovou skupinu pro evolu¢ni mechanizmy na molekuldrni
urovni, které dosud nejsou bézné¢ analyzované u bezobratlych. Ribozomalni geny
predstavuji nejarchaictéjsi frakei eukaryotického genomu, kterou je relativné snadné
analyzovat i u bezobratlych a existuje velké mnozstvi vetejné¢ dostupnych sekvenci
v online databazich. Soucasné se v GC obsahu ribozomalnich genti mtize odrazet AT/GC
kompozi¢ni evoluce dané¢ho druhu event. celé taxonomické skupiny. TudizZ jsou tyto geny
optimalni frakci genomu ke studiu elementarnich mechanizmti operujicich na Grovni
DNA, jako je naptiklad meiotickd rekombinace zavisla na reprodukénim zptsobu. K
vypracovani laboratorniho protokolu pro izolaci DNA z mikroskopickych lasturnatek byl
pouzit material nasbirany u jezera Biwa v Japonsku. K porovnani GC obsahu mezi
asexualnimi a sexualn€ rozmnoZujicimi liniemi bylo pouzito sekvenci 28S rDNA (10
vlastnich a 19 pfistupnych z GenBank). Obsah GC byl nepatrné vyssi u asexualnich
druht.
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The aim of this work was to collect samples of freshwater ostracods and to master their
dissection and determination with an emphasis on evolutionary significant asexual
lineages and preparation of a complex analysis of the role of reproductive modes in the
AT/GC architecture of ribosomal (rRNA) genes in ostracods. These asexual lineages
represent an important model group for evolutionary mechanisms on molecular level that
are not commonly analysed in invertebrates. Nuclear rRNA genes belong to the oldest
fraction of eukaryotic genome, which is relative easy to analyse in invertebrates and there
is a large number of publicly available sequences in online databases. At the same time,
AT/GC compositional evolution of species or eventually whole taxa is reflected in GC
content of rRNA genes. Thus, these genes are an optimal genomic fraction to study
elementary mechanisms operating at the DNA level, such as meiotic recombination. To
prepare the laboratory protocol for DNA isolation from microscopic ostracods, material
collected at the Lake Biwa in Japan was used. For the comparison of GC content between
asexual and sexual ostracod lineages, 28S rDNA sequences (10 produced in the
framework of this thesis and 19 downloaded from the GenBank database) were used. GC
content was slightly higher in asexual species.
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1 Uvod do tématu prace

Lasturnatky (Ostracoda) jsou drobni korysi dosahujici velikosti 0,3 -5 mm, nékteré
moftské druhy rodu Gigantocypris mohou dosahovat velikosti az 25 mm. Lasturnatky ziji
v Sirokém rozmezi biotopii: marinnich, brakickych a limnickych, existuji i druhy Zijici
semiterestricky a dokonce terestricky (napt. ve vlhkém mechu ¢i spadeném listi).
NejvyznamnéjSim rozliSovacim znakem lasturnatek je schranka (viz Obr. 1, A-C),
skladajici se ze dvou kalcifikovanych lasturek, které jsou dorzalné spojeny a kompletné
uzaviraji mekké casti té€la. Pti rozevieni lasturek jsou ventralné vystréeny pouze konce
nékterych z 8 pard koncetin slouzici k lokomoci, ziskavani potravy a reprodukci (Meisch
recentnich druhti. Spolu s fosilnimi druhy bylo popsano asi 62 000 druht (Meisch 2000).
V soucasné dobé mizeme na internetové World Ostracoda Database najit ptes 10 000
druhd se struénymi popisy a odkazy na prace, které se jimi zabyvaji (Brandao et al.
2019). V Ceské republice se pak vyskytuje asi 82 druhii sladkovodnich lasturnatek
(Symonova 2005). Velké mnozstvi druhi lasturnatek mizeme nalézt v dlouhodobé
existujicich jezerech, jako jsou napt. Bajkal, Tanganika nebo jezero Biwa. Tyto vodni
utvary jsou staré nejmén¢ milion let (tj. voda v nich je nepfetrzité nejméné milion let),
neziidka vSak i né€kolik milioni az desitek miliond let jako v piipadé jezer Bajkal a
Tanganika. Naproti tomu ¢etna postglacialni jezera v holarktické oblasti (napt. Bodamské
jezero, alpska jezera v Némecku a Rakousku) jsou stara ne vice nez 10 000 — 12 000 let
a tudiz evolu¢né velmi mladd. Na vzniku a existenci dlouhodobé¢ existujicich jezer se
zasadnim zplUsobem uplatiuje deskova tektonika a tato jezera se cCasto nachazeji
v tektonicky aktivnich oblastech (Critescu et al. 2010). Je zajimavé, Ze v téchto jezerech
ziji sexualni populace lasturnatek, které se ve stejné oblasti, ale v mladSich vodnich
utvarech rozmnozuji partenogeneticky a tzv. ,,ancient asexuals® se v nich vyskytuji ziidka
(Schon & Martens 2004). V jezete Biwa ale zije 6 druhi z ¢eledi Darwinulidae (Smith &
Janz 2009, Smith 2019). V Evropé¢ jsou takto stara jezera zastoupena pouze Ochridskym
jezerem na hranicich Severni Makedonie a Albanie v mezihorské tektonické kotling.
Vzniklo pied 2 - 5 miliony let (Critescu et al. 2010). Studium lasturnatek ma mnoho
vyuziti. Napt. diky kalcifikované schrdnce miZzeme nalézt zachovalé lasturky
v mikropaleoekologickych vzorcich. Analyza zmény biodiverzity v prubéhu vyvoje
vodnich biotopti miize pomoci pochopit zmény hlubokomoiskych proudid a klimatu
(Yasuhara et al. 2009). Pro rekonstrukci zmén klimatu Se vyuZiva analyzy chemického
slozeni schranek lasturnatek (Bassetti et al. 2010). Z divoda c¢astého odstépovani
asexualnich linii, existence populaci, kde sexualni a asexualni linie koexistuji, a existence
tzv. ,,ancient asexuals® jsou lasturnatky unikatnim modelem pro studium ptivodu a osudu
asexudlnich linii, které ndm pomize k lepSimu pochopeni n€kterych evoluénich principli
(Butlin et al. 1998). Jaderna ribozomalni DNA (rDNA) patii k nejkonzervovanéjsi a
nejuniverzalnéjsi casti genomu eukaryot. Proto jsem zvolila rDNA jako nejlépe
probadanou a dostupnou ¢ast k analyze GC obsahu. Cilem této prace bylo seznameni se
s tiidou Ostracoda, preparaci a determinaci lasturnatek. Tato prace predstavuje zakladni
kamen pro budouci komplexni analyzu GC obsahu u lasturnatek.
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2 Sladkovodni lasturnatky a rDNA

2.1 Klasifikace a postaveni lasturnatek v systému

Ttida Ostracoda patii do fiSe Animalia, kmenu Arthropoda, podkmenu Crustacea. Tuto
tfidu délime na dva podkmeny — Podocopa a Myodocopa. Podocopa se pak dé€li na fady
Podocopida, Platycopida a Paleocopida a Myodocopa se d€li na Myodocopida a
Halocyprida. Sladkovodni lasturnatky (tuéné vyznaceny) patii vyhradné¢ do fadu
Podocopida. Tato klasifikace byla pievzata od Horne et al. (2002).

Rad: Podocopida
Podttida: Cytherocopina
Nadceled’: Cytheroidea
Celed: Lymnocytheridae
Celed’: Cytherideidae
Celed’: Entocytheridae
+ dalsi celedi marinnich a brakickych lasturnatek
Nadceled: Terrestricytheroidea
Celed”: Terrestricytheridae
Podtiida: Cypridocopina
Nadceled’: Macrocypridoidea
Nadceled’: Pontocypridoidea
Nadceled: Cypridoidea
Celed’: Candonidae
Celed: llyocyprididae
Celed’: Notodromadidae
Celed’: Cyprididae
Podtiida: Darwinulocopina
Nadceled’: Darwinuloidea
Celed’: Darwinulidae
+ dal$i vymrelé celedi
Podttida: Bairdiocopina
Nadceled’: Bairdioidea
Podttida: Sigilliocopina
Nadceled’: Sigillioidea



2.2 Schranka

M¢ekkeé télo je zavéSeno ve dvouchlopiiové schrance tvorené dvéma kalcifikovanymi
lasturkami spojenymi dorzalné pomoci zamku. Jeho struktura je rizna u raznych skupin,
od jednoduchého spojeni lasturek az po zuby na jedné strané a jim odpovidajici dilky na
stran¢ protilehlé. Na zakladé morfologie rozliSujeme osm typid zadmkl: adontni,
lofodontni, merodontni, entomodontni, schizodontni, ampidontni, gongylodontni,
visordontni (Morkhoven 1962).

Z ventralné pootevieného karapaxu lasturnatky vystrkuji konce koncetin, a to predevsim
antenuly, antény, kracivé koncetiny, uropody a pohlavni organy. Otevieni schranky je
zajisténo tlakem télnich tekutin. Volné ventralni okraje lasturek zapadaji do sebe nebo se
prekryvaji, aby zajistily dikladné uzavieni (viz Obr. 1, B), které dava lasturnatkam
moznost ochrany pied predaci nebo neptiznivym podminkam prostredi. Pokud se okraje
lasturek piekryvaji, tak vétSinou ptesahuje leva lasturka ptes pravou (Bronshtein 1947).
Pevné uzavieni zajist'uji silné adduktorové svaly, které prochazi stfedem téla a jsou
pfichyceny na vnitinich stranach lasturek. V. misté pfichyceni adduktorti na schranku se
tvoii otisky. Spolu s otisky mandibularnich svali tvoii centralni svalové poli¢ko (viz
Obr. 1, B), které je dilezitym taxonomickym znakem hlavné na trovni Celedi
a nadéeledi. U lasturnatek skupiny Darwinuloidea tvoii otisky typickou rosetu, zatimco
u skupiny Cytheroidea tvoii témét svislou fadu (Meisch 2000).

Sténu kazdé lasturky tvofi vnéj$i a vnitini kalcifikovana lamela. Zatimco cela vné&jsi
lamela je u zastupci skupiny Podocopida kalcifikovana, vnitini lamela byva
kalcifikovana jen v okrajovém pruhu, zbyla ¢ast je tvofena membranou. V prostoru mezi
lamelami, tzv. interlamelarnim prostoru, mohou byt ulozeny organy rozmnozovaciho ¢i
traviciho systému. Kalcifikovana ¢ast vnitini lamely miZe byt oddélend, anebo ¢astecné
nebo celkové splyvat s vngjsi lamelou (Meisch 2000). U nékterych rodt (napf.
Stenocypris, Pseudocypretta) nachazime Vv marginalni zoné septa, malé klinovité
podpurné struktury vmezefené mezi vnéjsi a vnitini lamelu (Victor & Fernando 1981).

Povrch schranky je poset pory (viz Obr. 1, A) s uzkymi kanalky, které¢ vedou skrz
schranku a prochazi jimi inervované sety (viz Obr. 1, D). Sety maji senzorickou funkci.
Ve sristovém pasmu (oblast spojeni vnitini a vnéj$i lamely) mlizeme nalézt pravé
(kanalek prochazi skrz sriistové pasmo) nepravé marginalni pory (Bronshtein 1947).

Vngjsi povrch schranky mize byt hladky nebo ornamentovany tvorbou dilkd, ryh a trnd.
Ornamentovani mize byt z ¢asti ovlivnéno prostiedim, naptiklad jedinci druhu Cyprideis
torosa (druh brakickych vod) Zijici v prostiedi s vysokou salinitou maji hladké
schranky, zatimco jedinci Zijici v prostfedi s nizkou salinitou maji na urcitych mistech

schranky hrbolky (Keyser a Aladin 2004).

Mnoho druhii projevuje sexualni dimorfismus. Po posledni ekdyzi vznikaji rozdily ve
velikosti a tvaru schranky mezi samci a samicemi. U druhti s juvenilni péci, kdy se
vajicka a prvni dvé€ az tfi juvenilni faze vyviji v prostoru schranky samice, je jeji zadni
cast zvétSena. U nékterych druhtt mize byt posterodorzalni Cast schranky zvétSena i
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U samcil, protoze se v této Casti t€lni dutiny nachazi vyrazné zvétSené ¢asti pohlavnich
organu (Ozawa 2013).

Barva schranky ve spojeni s jejim tvarem je Casto charakteristicka a lze ji pouzit jako
diagnosticky znak (napt. pruhy u Cypridopsis vidua). U druht pod¢eledi Candoninae
chybi pigmentovani a tyto druhy jsou typické perletovym leskem (Meisch 2000). Barva
lasturnatek zavisi na pigmentu nachazejicim se v epidermis vnéjsi lamely, stfevnim
obsahu a n¢kdy také fas pokryvajicich télo (Bronshtein 1947).

Ma se za to, Ze schranka (karapax) lasturnatek (Ostracoda) neni homologni se schrankami
ramenonozct (Brachiopoda), Skeblovek (Conchostraca) a ani jinych korysa (Crustacea).
Karapax je vyvinut jiz u lihnoucich se larev (Meisch 2000).

el 4 : |
Obr. 1: SEM snimky schranky Cypris granulata (Daday, 1898). A — prava lasturka,
vngjsi povrch. B — leva lasturka, vnitini povrch, na stfedu patrné centralni svalové
policko. C — dorzalni pohled na pevné uzavienou schranku. D — detail vnéj$iho povrchu
lasturky s patrnymi pory a jimi prochazejicimi senzorickymi setami. (K. Patockova & R.
J. Smith, orig., Lake Biwa Museum).

2.3 Hlava a hrud’

Hlava sloZenad z c¢ela, horniho pysku a hypostomu (dolni pysk) je tvofena silnym
chitinovym skeletem spojenym tenkymi membranami. Celo nese prvni dva pary kon&etin
a o¢i. Horni pysk, jehoZz posteriorni okraj tvofi anteriorni okraj Gst, se nachéazi pod ¢elem
a nenese zadné koncetiny. Hypostom se nachazi za hornim pyskem a tvoii posteriorni
okraj ust. K hornimu okraji hypostomu jsou piipojeny chitindzni ty¢inkovité vyztuze
spojujici maxiluly a mandibuly. Hrud’ nese hrudni koncetiny a obsahuje piedevsim travici
a reproduk¢ni soustavu (Meisch 2000).
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2.4 Kondetiny

Stavba koncetin lasturnatek je odvozena od dvouvétevné koncetiny korysu, ktera se
v zakladnim stavu sklada z protopodu (protopodit) nesouciho endity, endopod (endo-
podit), exopod (exopodit) a epipod (epipodit). Epipodit je vetS§inou pfeménén ve vibra-
torni (branchialni) desticky. U podocopidll je vyvinuto osm part, vétSinou protazenych
koncCetin, kdy prvni Ctyfi pary jsou jasné odvozeny z hlavy. U samcl nadceledi
Cytheroidea (napi. Lymnocythere inopinata) najdeme tzv. stéteckovité organy, které jsou
pravdépodobné pozistatky dalSiho zakrnélého paru koncetin. Od paru hrudnich koncetin
jsou také nejspis odvozeny i sam¢i kopulacéni organy (Meisch 2000).

1. par - Antenuly, Anl

Antenuly Anl maji lokomoc¢ni a senzorickou funkci. Tento par koncetin je na rozdil od
nasledujicich part jednovétevny (Boxshall et al. 2010). Antenuly se skladaji z péti az
osmi podomerti @ nesou senzorické organy a sety. Jednim ze senzorickych organi jsou
aestety znacené ,,ya“ nachdzejici se na apexu terminalniho ¢lanku antenuly, které svym
vzhledem pfipominaji zkrdcenou setu s lehce rozSifenym a zakulacenym koncem
(Meisch 2000). U nadceledi Cypridoidea pak mtzeme mezi 1. a 2. ¢lankem antenuly
nalézt tzv. Romiiv organ. Ten ma podobu kratké, na bazi cibulkovité rozsifené sety
s diskovitym zakoncenim. Na tomto zakonceni pak vyustuje tenky kandlek prochazejici
organem. Dale U nékterych druhli mtizeme na dorsalnim okraji 1. ¢lanku nalézt podobnou
strukturu, a to tzv. Woutertiv organ. Funkce téchto dvou senzorti zatim neni jasna (Smith
& Matzke-Karasz 2008). Tyto koncetiny jsou diky mnozstvi pohyblivych segmentt
velice flexibilni (Smith & Tsukagoshi 2005). Protoze slouzi také k lokomoci, nesou
mnoho set. U druhd lezoucich nebo hrabajicich v substratu jsou tyto sety kratsi
a drapkovité (viz Obr. 2), zatimco u plovoucich druhd jsou dlouhé a ohebné (Meisch
2000).

2. par - Antény, An2

Antény An2 jsou hlavnimi strukturami adaptovanymi pro lokomoci. Jejich stavba
a chemotaxe jsou dilezitymi taxonomickymi znaky. Mezi podokopidnimi skupinami je
dvouvétevna struktura zfetelna pouze u Cytheroidea, kde exopod formuje spineretni setu.
U ostatnich podokopidnich linii je exopod redukovan v Supinovitou strukturu obvykle
nesouci tfi sety. U mnoha zastupct nad¢eledi Cypridoidea nese prvni segment endopodu
An25 +1 natatornich set. P&t téchto set je vétSinou stejné vyvinuto a jedna se lisi délkou
(je Casto znatelngé kratsi) a proto by neméla byt povazovana za pravou natatorni setu a je
nekdy oznaCovana za senzorickou. Sety jsou Cislovany 1 az 6 podle jejich postupného
vzniku v dobé¢ larvalniho vyvoje. Prvni se objevuje ve 4. fazi (A-5) a po kazdé
nasledujici ekdyzi se pti dava dalsi az do dospélosti. Jejich pocet tedy umoznuje
rozliSovat mezi poslednimi stadii a dospélci. I pies moznou existenci intraspecifickych
odchylek, je délka téchto set dilezitym diagnostickym znakem. U druht schopnych
aktivniho plavani ve vodnim sloupci (napi. Cypridopsis vidua) jsou natatorni sety velice
dobie vyvinuté, vzdy piesahuji Spicky terminalnich drapkta An2. Druhy s natatornimi
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setami dosahujicimi konct terminalnich drapkii klouzaji po sedimentu dna. Druhy lezouci
¢i hrabajici maji tyto sety vice ¢i mén¢ redukované (napi. Heterocypris reptans). Druhy
s piechodnou délkou natatornich set (napt. Cypridopsis lusatica) jsou pravdépodobné
vV evolu¢nim procesu vedoucimu k progresivni redukeci téchto set, ktery je bud’ paralelni,
nebo nasleduje zménu od plavani k lezeni (Petkovski et al. 1993). U n¢kterych roda
(napf. Herpetocypris, llyocypris) se muzeme setkat jak s druhy s natatornimi setami
dobfe vyvinutymi, tak i kompletné redukovanymi. VSichni zastupci Candoninae maji
kompletné redukované natatorni sety. Jejich absence u Darwinuloidea (viz Obr. 2)
a Cytheroidea je povazovan za pleziomorfni znak. U cypridoidi jsou antény Casto ve
struktufe a chaetotaxi sexualn¢ dimorfické (napt. Fabaeformiscandona fabaeiformis).
Rozdily mezi pohlavimi jsou patrné po posledni ekdyzi. Jednim z rozdili je transformace
t2 a t3setu samct v tlusté a rigidni senzorické, tzv. sam¢i Stétiny (Meisch 2000).

3. par - Mandibuly, Md

Mandibuly (viz Obr. 2) slouzi ke zpracovani potravy. Jsou tvofeny mastikatornimi
vybézky se silnymi zuby spojenymi s palpem, ktery ¢asto nese dobfe vyvinutou dychaci
desticku. Dosti slozita chaetotaxe je dulezitym diagnostickym znakem pro Candoninae
na urovni rodové a nizsi (Meisch 2000).

4. par - Maxiluly, Mx1

Maxiluly (viz Obr. 2) maji hlavné dychaci funkci, ale napomahaji také pti zpracovani
potravy. Skladaji se z dvouclankového palpu a tfi mastikatornich vybézkt. Obvykle
nesou velké dychaci desticky, které vytvari kontinualni vodni proud pfes télni dutinu
(Meisch 2000).

5. par - L5, prvni thorakopod, T1

Pata koncetina skupiny podokopida je velmi variabilni ve tvaru i funkci. Muze plnit
funkci kracivé koncetiny (Cytheroidea), nebo mulze byt transformovana v piiustni
koncetinu anteriorné nesouci mastikatorni vybézek a posteriorné palpu podobny endopod
a dychaci desticku (Darwinuloidea a Cypridoidea). Pivod L5 zistava otazkou.
K hlavovému ptivodu se priklani Hartmann (1966). Smith & Martens (2000) ve svém
¢lanku uvadi presvédéivé dikazy ukazujici na hrudni ptivod L5. U skupiny Cytheroidea
je zachovana v pivodnim stavu jako kraciva koncetina, u Darwinuloidea (viz Obr. 2)
a Cypridoidea je modifikovana v maxilliped (Mxp). U Cypridoidea jsou maxillipedy
sexualné dimorfické. U samci jsou pfeménény v asymetrické uchopovaci organy, které
jsou diagnostickym znakem na urovni druhu (Meisch 2000).

6. par - L6, druhy thorakopod, T2

L6 (viz Obr. 2) je u vsech podokopidnich linii Ctyi az péti ¢lankova kraciva koncetina,
ktera je obvykle zakonéena dobie vyvinutym drapkem (Bronshtein 1947).
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7. par - L7, tieti thorakopod, T3

L7 je u nadCeledi Cytheroidea a Darwinuloidea (viz Obr. 2) kra¢ivou koncetinou
srovnatelnou s L6. U nadceledi Cypridoidea je transformovana otofenim smérem
dozadu a nahoru v C¢istici koncetinu. U ¢eledi Candonidae kone¢ny segment neni pfilis
modifikovan, nese tfi Sety, které jsou homologni termindlnimu drapku a setdm. Na
rodové urovni podceledi Candoninae je chaetotaxe velmi dulezita. Na rozdil od celedi
Candonidae nachazime u celedi Notodromadidae, a piedevsim u Celedi Cyprididae,
komplexni strukturu zvanou klistkovity organ. Ten vznikl pfeménou terminalniho
segmentu a distalni ¢asti predposledniho segmentu (Meisch 2000).

8. par — Uropod

Osmy, plné vyvinuty par koncetin je klasicky povazovan za furku (kaudalni ramus),
strukturu odvozenou z telsonu. Pochybnosti 0 telsonickém piivodu vyslovil Bowman
(1971). Podle Meische (2007) se osmy par koncetin vyvinul z dychacich desticek
a telsonicky puvod je vysoce nepravdépodobny z diivodu sloZitosti aparatu a absence
mesodermalnich tkani v telsonu. PIné vyvinuté uropody jsou ty¢kovité, nesegmentované,
laterdln¢ zplostélé koncetiny zakoncené dvéma drapky a dvéma a vice setami.
U podceledi Cypridopsinae jsou redukovany u samci uplné a u samic v biciku
podobnym strukturdm. U samcli skupiny Cytheroidea jsou redukované uropody
integrované v kopulacni organy. U skupiny Darwinuloidea jsou siln¢ redukované ¢i
uplné chybi (Meisch 2000).
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Anl

100
um

An2

L7

Obr. 2: Koncetiny druhu Darwinula stevensoni (Brady & Robertson, 1870). Anl —
antenula. An2 — anténa. Md — mandibula. Mx — maxilula (bez vibratorni desticky). L5 —
pata koncetina. L6 — Sestd koncetina. L7 — sedma koncetina (s preto¢enymi prvnimi
segmenty). (K. Pato¢kova & R. J. Smith, orig.)
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2.5 Organové soustavy

U skupiny Podocopida nenajdeme zabry ani jiné specializované dychaci organy, protoze
k vymeén¢ dychacich plynt dochazi na povrchu téla a vnitini lamely. Proud okysli¢ené
vody uvnitt schranky je vytvofen pohybem vibratornich desticek hlavné 4. paru koncetin.
U této skupiny také chybi srdce. Krevni obéh je nejspise udrzovan kontrakcei svalii nebo
krevnich cév (Meisch 2000).

Travici soustavu muzeme n¢kdy pozorovat skrze schranku. Potrava je mandibulami
a maxilulami posunovana do atria (astni dutiny), tam se nachazi hrabi¢kovité tvarované
organy, které napoméhaji rozmélnovat potravu a posunovat ji k ezofagu. Z ezofagu
prochazi potrava do ptfedniho stfeva, které funguje jako zaludek, kam vytstuje parova
7laza hepatopankreas. Laloky hepatopankreatu se casto nachdzi v prostoru mezi
lamelami a zanechavaji otisky na schrance (Bronstein 1947). U skupiny Podocopida
mizeme rozliSit dvé funkce hepatopankreatu. Podle morfologie bunék tento organ
pravdépodobné slouzi k sekreci latek napomahajicim k traveni, ukladani a distribuci
nékterych zivin a soucasné K hematopoéze (Symonova 2007). Z piedniho stieva
potrava putuje dal do zadniho stfeva a nasledné anusem, nachéazejicim se dorzalné od
uropodu, ven z té¢la (Meisch 2000).

U skupiny Podocopida mizeme nalézt mnozstvi sekretornich a exkretornich zlaz. Jejich
presné funkce ale nejsou tipln€ znamy. Antenalni Z1azy vyust'uji na bazi antén a jsou plné
vyvinuty pouze v larvalnich stadiich (po patém instaru degeneruji). Labialni zlazy
vylucujici vysoce viskozni sekret slouzici ke sdruzovani malych potravnich ¢astecek
vyust'uji pted horni ret. Dale zde nachazime maxilarni Zlazy vytvaiejici se z prvniho
segmentu maxily (Meisch 2000). Modifikovany exopod antén u skupiny Cytheroidea
pak produkuje lepivou substanci, ktera pravdépodobné napomaha lasturnatkam ptilnout
Kk povrchu substratu, po kterém se pohybuji (Bronshtein 1947).

Centralni nervova soustava je slozena z cerebra, circumezofagealniho limce splynutych
ganglii a anteroposteriorné jdouciho ventralniho fetézce ganglii. Z cerebra vychazi
nervy pro inervaci oka, epidermis lasturek, antenul a antén. Zbylé koncetiny jsou
inervovany ventralnim fetézcem ganglii (Meisch 2000).

Oko je u zivych zvifat dobfe rozeznatelné jako tmava skvrna nachazejici se na hrané
dorzalni strany lasturnatek, nad bazi antenul. Jednoduché oko je sloZeno ze tii vice €i
méné splynutych optickych poharkii (Meisch 2000). Oko u skupiny Podocopida je dobie
uzpusobeno malo osvétlenému prostiedi. Svétlocivna schopnost optického systému zavisi
na parametrech Cocky, tloustce a ohybu vnéjSiho povrchu cocky (Tanaka 2006).
U nauplii a dospélcti dvou linii ¢eledi Notodromadidae optické poharky tvofi par

lateralnich o¢i. Nekolik skupin lasturnatek nema oci viibec, zejména hypogeicky zijici
skupiny (Bronshtein 1947).

Rozmnozovaci soustava lasturnatek je zajimava pro svou sloZitost a velikost. Samci
pohlavni orgdny mohou zabirat 1/4 az 1/3 objemu téla. Samci i samice lasturnatek maji
parové pohlavni organy (Meisch 2000). U skupiny Cyprididae, varlata slozena ze Ctyf
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dlouhych kanalkd, jsou ¢astecné ulozena mezi lamelami (Bronshtein 1947). U skupin
rozmnozujicich se tzv. obfimi spermiemi, maji samci specidlni parovou spermatickou
pumpu (Zenkerv organ), aby viibec mohli spermie dosahujici az desetinasobku délky
svého téla dopravit pii kopulaci do téla samice. Tento gigantismus samcli se
pravdépodobné vyvinul v reakci na expanzi sami¢i rozmnozovaci soustavy (Matzke-
Karasz et al., 2014). Co vsak bylo jiz spolehlivé dolozeno, je skute¢nost, Ze rozmnozovani
témito obfimi spermie neni slepou a kratkodobé¢ existujici evolu¢ni hiickou (Matzke-
Karasz et al. 2009, 2014).

Samici rozmnoZzovaci soustava se na kazdé stran¢ sklada z vajec¢nikt, oviduktii, spiralnich
kanalkii, seminalniho receptakula a vaginy. U nékterych druhii probihd vyvoj vajicek a
prvnich instar v tzv. plodové komtirce, ktera davé zadni ¢asti schranky samic nafouknuty
vzhled. Vajec¢niky samic skupin Darwinuloidea a Cytheroidea jsou ulozeny uvnitt téla,
zatimco u samic skupiny Cypridoidea jsou ulozeny v prostoru mezi vnéjsi a vnitini
lamelou schranky (Meisch 2000).

2.6 Reprodukéni zptusoby

Lasturnatky se rozmnozuji n€kolika zpusoby, které 1ze podle prace Horneh et al (1998)
rozdelit do ¢tyt kategorii: Prvnim ze zplisobt je sexualni (u lasturnatek zvana bisexualni)
reprodukce, kdy populace druhu tvofi jak samice, tak samci s riiznym pomérem pohlavi.
PIn¢ sexualni zplsob reprodukce je typicka pro moiské skupiny lasturnatek. Prikladem
sexualné¢ se rozmnozujicich sladkovodnich lasturnatek je napiiklad rod Cyclocypris
(Horne et al. 1998). Dalsim reprodukénim zptisobem je tzv. geograficka partenogeneze,
kdy v ramci druhu nalézame jak bisexualni, tak partenogenetické populace. Geografickou
partenogenezi pozorujeme napiiklad u druhu Eucypris virens, kdy v blizkosti
Stitedozemniho mofte Ziji bisexualni populace, zatimco severnéji, hlavné pak za Alpami,
nachazime asexualn¢ (partenogeneticky) se rozmnozujici populace (Bode et al. 2010).
Mezi asexudlnimi samicemi a sexudlnimi samci pak muze dochazek k obc¢asné
hybridizaci za vzniku polyploidnich jedinch (Schon et al. 2000). Od sexualné
rozmnozujici se linie se v prubéhu ¢asu mohou odstépit kratkodobé existujici asexualni
linie. Znovu u piikladu E. virens, u kterého se podle Bode et al. (2010) jedna o komplex
vice nez 40 kryptickych druhi, mizeme diky analyze mitochondrialni a ribozomalni
DNA pozorovat n€kolik asexualnich linii, k jejichz odstépeni linii doSlo nékolikrat
nezavisle na sobé (Schon et al. 2000). Skupina Darwinuloidea je mezi ostatnimi
skupinami specialni pfitomnosti dlouhodobych asexudlnich linii, tzv. ,,ancient asexuals®,
coz jsou linie, u kterych neexistuji funkéni samci po vice jak 200 miliont let (Martens et
al. 2003). Darwinuloidi jsou spolu s pijavenkami oznacovani jako ,ancient asexual
scandals“ (Judson & Normark 1996), protoze ptezili po desitky az stovky milionu let i
pfes to, ze jako Cisté asexualni linie by méli byt odsouzeny k zaniku, z ddvodu akumulace
Skodlivych mutaci predikovaném principem tzv. Miillerovy rohatky (Miiller 1932, 1964).
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2.7 Ribozomalni DNA

Jaderna ribozomalni DNA (rDNA) patii k nejkonzervovanéj§im a nejuniverzalnéjSim
Castem genomu eukaryot. Tyto geny koduji ¢tyfi hlavni jaderné ribozomalni RNA
(rRNA): 5S, 5.8S, 18S a 28S. rRNA pak spolu s ribozomalnimi proteiny dava vzniku
struktufe zodpovédné za translaci mRNA do proteinu, ribozomu (Hartwell 2008). Téch
se Vv eukaryotickych bunikach se nachazi od 1,5 do 3 miliénu (Porokhovnik & Gerton
2019). U eukaryot jsou rRNA geny slozeny z Klastri za sebou setazenych repetitivnich
jednotek, které obsahuji stovky az tisice kopii. U kazdého druhu nalézame specificky
pocet kopii (Ide et al. 2010). Naptiklad u kvasinky Saccharomyces cervisiae, ktera je
Casto pouzivana jako modelovy eukaryoticky organismus, nalezneme ~150 repetitivnich
jednotek. Pouze &ast téchto kopii je prepisovana do rRNA. Casti, které nejsou
pfepisovany, jsou velmi dilezité pro zachovani integrity genomu. Pii pokusu uméle snizit
pocet netranskribovanych kopii, doSlo k zvySeni nachylnosti DNA k poskozeni
chemikaliemi a ultra-fialovym svétlem. S dalsi redukci pocétu kopii se tato nachylnost
k poskozeni dale zvySovala (Kobayashi et al. 1998).

U eukaryot existuji dvé frakce jaderné rDNA (viz Obr. 3): 45S jednotka tvotici jadérko
a 58S extranukleolarni jednotka (Sochorova et al. 2018). Jednotka 45S rDNA koduje 18S,
5.8S a 28S rRNA. Tyto tuseky jsou oddéleny dvéma wvnitinimi transkribovanymi
mezerniky (ITS1, ITS2), celd jednotka je pak vymezena externimi transkribovanymi
mezerniky (ETS)(Henras et al. 2015). ITS2 sekvence patii k oblibenym fylogenetickym
markeriim, jeho sekundarni struktura poméaha pii analyze DNA velice blizce si
ptibuznych druhti organismi (Wiemers et al. 2009). Spojenim s 50-60 ribozomalnimi
proteiny vytvaii 28S (25S u rostlin a jednobunéénych organismit), 5.8S spolu s 5S velkou
ribozomalni podjednotku (60S LSU). Spojenim s 30-40 ribozomalnimi proteiny pak 18S
tvofi malou ribozomalni podjednotku, 40S SSU (review Symonova 2019). Vyznam 45S
jednotky a jejiho spravného fungovani muze byt dolozen mj. pfipady tzv. nukleolarni
dominance u mezidruhovych hybridd. Jednd se o zménu ve formaci jadérka a
epigeneticky kontrolované umléeni 45S rDNA. Uplnému mechanismu vedoucimu
K rozliSeni jednoho setu rodi¢ovskych rDNA zatim ale nebylo porozuméno (Pikaard
sekvence okolo 120 bp a obsahuje funkéni elementy Box A, IE, Box C (Castro et al.
2015), které jsou na obou stranach vymezeny vysoce variabilnimi netranskribovanymi
mezerniky (,,non-transcribed spacer”, NTS). 5S rRNA se podili na stavbé velké
ribozomalni podjednotky, dale pak na stabilizovani ribozomalni struktury a peptidyl-
transferazovou aktivitou zlepSuje bilkovinnou syntézu (Dinman 2005).

Jak jiz bylo zminéno vySe, IDNA ma tandemové repetitivni uspofadani, a proto maze byt
pocet kopii mj. snadno redukovan homologni rekombinaci. Tyto ztraty a obnoveni po¢tu
kopii DNA bunky kompenzuje tzv. ,,gene amplification system* (Kobayashi 2014).
Zmény v mnozstvi kopii patii k nejCastéjSim mechanismim genetické variability
vztazené na bazi v populaci (Conrad et al. 2010). U druhu Saccharomyces cerevisiae ma
mnozstvi repetici vliv na starnuti bunky, které by mohlo byt ochrannym mechanismem
organismu ptred vznikem genomovym abnormalit (Kobayashi 2014). Je totiz znamo, Ze
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genomova stabilita se v pritbéhu Casu plisobenim vnitinich (napi. replikac¢ni chyby) a
vngjSich (napf. ultrafialové svétlo) faktori snizuje (Kobayashi 2008). Mnozstvi kopii se
také méni v prib&hu ontogeneze. Malé zmény byly opakovang zaznamenany u obratlovell
1 bezobratlych na vnitrodruhové a dokonce 1 vnitropopulacni trovni (Sochorova et al.
2018). To mize pomoci genomové diverzifikaci, tvorbé reprodukénich bariér, speciaénim
udalostem a vV kone¢ném disledku zvySeni biodiverzity (Dion-Coté et al. 2015).

ASSIONAunit pyapol

60S LSU 5S rRNA (~120 nt)
5.8S rRNA (~160 nt)

b) 408 SSU

2  EE 185 rRNA (2000 nt)
BoxA IE BoxC c)

Obr. 3: a) — Struktura rDNA genového clusteru (nebo rRNA transkripéni jednotky b) —
struktura 5S rDNA jednotky. ¢) — 80S eukaryoticky ribozom slozeny z velké (60 LSU) a
malé (40 SSU) podjednotky s obsahujicimi rRNA. CP — core promoter, jadrovy promotor,
ETS —external transcribed spacer, externi transkribovany mezernik, ICR —internal control
region, interni kontrolni region, IE — internal element, interni element, IGS — intergenic
spacer, intergenovy mezernik, ITS1, ITS2 — internal transcribed mezernik, interni
transkribovany spacer 1 a 2, RNA Pol I a III — RNA polymeraza I a III, LSU — large
subunit, velka podjednotka, SSU — small subunit, mala podjednotka, nt — nukleotidy, NTS
— non-transcribed spacer, netranskribovany mezernik, TIS — transcription initiation site,
pocate¢ni misto transkripce, TTTT — polyT transcription termination site, polyT
termina¢ni misto transkripce, UCE — upstream control element (Symonova 2019)

U eukaryot tvoti IDNA tvofi nejvice GC bohatou ¢ast genomu hlavné (Galtier et al.
2001). GC bohatost téchto gent je piipisovana procesu tzv. GC-vychylené genové
konverzi), ktery souvisi s frekvenci rekombinace vztazenou na bazi v populaci. Tento
proces byl dobie popsan u savcu, ptakid a trav, ale jeho vyskyt napti¢ fylogenetickym
stromem zatim neni zcela popsana (Escobar et al. 2011). N¢které studie spojuji GC
bohatost s ,,stem-and-loop* sekundarni strukturou a termodynamickou stabilitou
nukleovych kyselin a kodovanych aminokyselin (Varriale et al. 2008). Prace Wang et al.
(2006) podpotila tuto teorii u skupin Bacteria a Archea, ale pii porovnani teplokrevnych
a studenokrevnych obratlovcl nenasla signifikantni rozdily v GC obsahu, pouze 2,5 %.
Zajimavé jsou v ohledu ke GC bohatosti tzv. expanzni segmenty (ES) u 28S a 18S rDNA.
Ty ukazuji v pribé¢hu fylogeneze GC obohaceni S velmi vysokym nariistem u savc,
hlavné pak u hominidi (Kobayashi et al. 1998; Parker et al. 2015). Univerzalni GC
bohatost 45S rDNA muZe byt vysvétlena tim, ze pro umoznéni tzv. ,,concerted evolution*
(Liao 1999). Timto terminem se rozumi ,sladéna“ nebo ,koordinovana“ evoluce
s homogeniza¢nim U¢inkem na sekvenci DNA. V piipadé rDNA se predpoklada, Ze tyto
geny by mély mit jasné odliSitelny a homogenni GC obsah, aby mohla byt umoznéna
jejich intenzivni rekombinace (Forsdyke 2016).

18



3 Metodika

3.1 Charakteristika uzemi

Jedince pouzité v této praci jsme nasbirali na nékolika lokalitach u jezera Biwa (viz Obr.
4), které se nachazi v Japonsku na ostrové Hongu v prefektute Siga, severovychodné od
mésta Kjoto. Jezero Biwa se nachézi v kotlin¢ tektonického ptivodu. Zatimco mladsi,
severni ¢ast jezera datuje svou existenci do doby asi pted 400 000 lety, jizni ¢ast existuje
jiz asi Ctyfi miliony let a patii mezi Ctyfi nejstarsi jezera svéta. Diky tomu zde Zije 62
endemickych druhti zahrnujicich mimo jiné: 16 druhi ryb, 9 druh mlza, 21 druhti plza
a 12 druhtt hmyzu (Lake Biwa Museum 2019). Ptiklady endemickych organismi jsou:
ryba Silurus biwaensis, mlz Corbicula sandhi (konzumovan mistnimi obyvateli),
lasturnatka Physocypria biwaensis, jepice Ephoron limnobium, jednod€lozna rostlina
Potamogeton biwaensis a fasa Pediastrum biwae (Nishino 2012). V jezeie Zije asi 595
druhti zivocCicht a asi 491 druhti rostlin (Lake Biwa Museum 2019).
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Obr. 4: Mapka Japonska a ve vyiezu Jezero Biwa s vyznacenymi misty odbéru
lasturnatek (https://www.google.com/maps)
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3.2 Sbér a zpracovani lasturnatek

Pro sbér vzorkli jsme vyuzili nékolik technik. Jednou z technik byl sbér sedimentu
z kotentl vrb nebo rakosin a ¢asti jinych rostlin rostoucich na btezich jezera a pfecezeni
tohoto sedimentu pies analytické sito S velikosti ok 125 pm. Dalsi technikou bylo
precezeni vody a sedimentti ziskanych vykopanim diry v pisku/stérku v blizkosti asi pil
metru od dosahu vodni hladiny. Posledni technikou byl sbér lasturnatek z vodni hladiny
pomoci planktonni sitky. Kazdému vzorku jsme pftifadili ¢islo a do protokolu jsme
zaznamenali soufadnice geografické polohy zjisténé kombinaci udaji systémi GPS a
GLONASS (ruskd obdoba GPS, https://en.wikipedia.org/wiki/GLONASS, Global
Navigation Satellite System). Dale jsme zaznamenali teplotu a pH vody pomoci pH-metru
kombinovanym s teplomérem Horiba LAQUA act. Vzorky jsem rozttidila pod dohledem
dr. R. Smithe pod stereoskopickym mikroskopem NIKON SMZ 1500 (viz Obr. 5).
Vybrané jedince jsme usmrtili fixaci ve 30% (nedenaturovaném) etanolu v souladu
S japonskym nafizenim na ochranu, chov a vyuziti pokusnych a voln¢ zijicich zivocichi.

U fixovanych jedincii jsem vypreparovala koncetiny nesouci nezbytné taxonomické
znaky. Ve svételném mikroskopu jsme determinovali jedince do rodu, pfipadné do druhu.
Byly také pofizeny SEM snimky schranek vybranych jedinc pomoci rastrovaciho
elektronového mikroskopu JEOL 5800LV (viz Obr. 1). Jedince uréené pro pozdéjsi
analyzu DNA jsme na zadklad¢ ptredchozi determinace rovnou fixovali v Cistém 96%
etanolu.

Obr. 5: Druh Darwinula stevensoni pod stereoskopickym mikroskopem. Velikost
jedinci do 0,8 mm. Znaky tohoto druhu jsou perlet'ova barva, klinovity tvar schranky
a atypické presahovani lasturek (prava presahuje pies levou). Dalsi znaky viditelné
po preparaci obecné platici pro skupinu Darwinulidae viz kapitola 2.4 Konéetiny.
Vzhled koncetin Darwinula stevensoni viz Obr. 2.
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3.3 Pouzity material

V pilotni fazi laboratorni ¢asti zde prezentované prace jsem pouzila dvé samice druhu
Darwinula stevensoni ze vzorku s oznac¢enim 180913-04. Dale jsem pouzila dva jedince
z druhu Stenocypris cf. hislopi (Ferguson, 1969) ze vzorku 180913-01, a dvé samice
druhu Cypris granulata ze vzorku c¢islo 181017-01 (detaily taxonomii a terminologii
Meisch et al. 2019, SEM snimek schranky Obr. 1). Dalsi tfi jedince Herpetocypris
chevreuxi (Sars, 1896), ze vzorkid oznafenych ¢isly 180913-04 a 180913-05, jsem

.....

mikroskopicky malych zivoc¢ichii (viz nize). Popis a GPS soufadnice lokalit odbéru

vzorku viz Tab. 1.

Tab. 1: GPS a GLONASS soutadnice s misty sbéru lasturnatek

Cislo vzorku | Kombinované souiadnice Misto sbéru (viz Obr. 4)
180913-01 35°04'32.7"N 135°55'58.2"E 1
180913-04 35°04'32.5"N 135°56'00.5"E 1
180913-05 35°04'29.4"N 135°56'02.4"E 1
181017-01 35°04"29.4"N 135°56'19.5"E 1

V in silico ¢asti prace jsem vyuzila vefejné piistupné sekvence 28S rDNA druht

lasturnatek. Jejich ptehled viz Tab. 2.

Tab. 2: Piehled pouzitych sekvenci z GenBank databaze

Druh Piistupové ¢islo GenBank (Benson et al
2005)
Bradleycypris vittata KX940949.1
Candona candida AB674972.1
Cypretta seurati AB675000.1
Cypria exculpta AB674980.1
Cypridopsis adusta DQ531748.1
Cypridopsis uenoi AB674997.1
Darwinula sp. AY455764.1
Dolerocypria mukaishimensis AB674986.1
Dolerocypris ikeyai AB674995.1
Dolerocypris sinensis AY455766.1
Eucypris pigra AB675005.1
Fabaeformiscandona kushiroensis | AB996740.1
Heterocypris incongruens AB675003.1
Heterocypris salina LC202975.1
Metacypris digitiformis AB674965.1
Notodromas monacha AB674988.1
Paracypria inujimensis LC169519.1
Physocypria cf. biwaensis KX940935.1
Physocypria nipponica AB674984.1
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3.4 1zolace DNA

Izolaci DNA jsem provedla pomoci DNeasy Blood & Tissue Kit od spolecnosti
QIAGEN. Vybrané jedince jsem po vytaZzeni zepruvety setanolem promyla
V destilované vod¢, abych odstranila veskery etanol, ktery by mohl interagovat
s reagenciemi kitu. Pfenesla jsem je do 1,5 ml zkumavky a pfidala k nim 180 pl ATL
pufru a 20 pl proteindzy K. Zkumavky jsem utésnila parafilmem a pfes noc nechala
inkubovat ve vodni lazni pii teploté 56°C. Druhy den jsem vzorky vyjmula z lazné a
nejdiive jsem k nim ptidala 200 ul ATL a vzorek promichala vortexovanim. Nésledné
jsem piidala 200 pl 96% cistého etanolu. Smés jsem napipetovala do QIAGEN kolonek
umisténych v 2ml sbérné zkumavce a centrifugovala v Minicentrifuge MINI-6K pii 6 000
RPM po dobu jedné minuty. Poté jsem kolonky pfemistila do nové 2ml sbérné zkumavky,
napipetovala 500 ul AW pufru a smés opét centrifugovala pti 6 000 RPM po dobu jedné
minuty. Kolonky jsem pfemistila do nové 2ml sbérné zkumavky a na membranu jsem
napipetovala 500 ul AW2 pufru. Nasledné jsem smés centrifugovala v centrifuze
MiniSpin Eppendorfpii 13 000 RPM po tii minuty. Poté jsem kolonky pfemistila do nové
1,5 ml zkumavky. DNA jsem eluovala ptidanim 100 pl AL pufru, inkubaci jednu minutu
pfi laboratorni teploté a konecnou centrifugaci po jednu minutu pti 8 000 RPM. U vzorkd,
které mély byt zkoncentrovany a pouzity pro amplifika¢ni PCR, jsem DNA eluovala
v 200 pl ultra ¢isté destilované vody.

3.5 Kvantifikace DNA na spektrofotometru a koncentrace vzorki DNA

MnozZstvi a Cistota izolované DNA byla zjistovana na spektrofotometru SPARK znacky
Tecan. Na desticku byly nejdfive naneseny 2 ul tekutiny, ktera slouzila jako blank (voda
nebo AL pufr dle toho, v jaké tekutiné byla eluovana méfena DNA). Po zméfeni byla
tekutina setfena a na stejné misto byly naneseny 2 pl vzorku.

Vzhledem Kk mikroskopickym rozmérim zkoumanych lasturnatek a tudiz nizkym
koncentracim ziskaného roztok DNA bylo nezbytné vzorky urcené k PCR amplifikaci a
sekvenaci DNA zkoncentrovat v rotaénim vakuovém koncentratoru od firmy Eppendorf.
Cilem bylo asi desetindsobné zkoncentrovani DNA lasturnatek. Oteviené zkumavky
se 197 ul roztoku byly vloZeny do koncentratoru, ktery byl nastaven na teplotu 30°C. Po
20 minutach byl zkontrolovan objem roztoku porovnanim se stupnici na dal$i zkumavce
naplnéné stejnym pocatecnim objemem Ccisté vody. Ze vzorku se odpafilo cca 100 pl
vody. Koncentrator byl nasledné ¢tytikrat spustén v deseti minutovych intervalech, mezi
nimiz byl kontrolovan objem roztoku, az se objem dostal na pozadovanych 20 pul.
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3.6 PCR

PCR amplifikace byla provedena za pouziti PPP Master Mixu od spole¢nosti Top-Bio
v termocykleru firmy Eppendorf. Do tenkosténnych 500ul mikrozkumavek byla
nepipetovano 22 pl pfipravené reakéni smesi PCR vody, PPP Master Mixu, primeru ee a
primeru mm (Symonova 2009). K této smési byly ptidany 3 upl templatové DNA
pripravené zkoncentrovanim izolatt lasturnatek.

Pouzité primery:
ee 5°- ATC CGA CTA AGG AGT GTG TAA CAA CTC ACC- 3¢
mm 5°- GAG CCA ATC CTT ATC CCG AAG TTA CGG ATC- 3¢

Tab. 3: Slozeni PCR reakce

Reagencie Objem Finalni koncentrace
PPP Master Mix (2x koncentrovany) 12,5 pl

5¢ primer 1 ul 0,4 uM

3¢ primer 1 pl 0,4 uM

PCR voda 7,5 ul

Templatova DNA 3ul

Tato smés v mikrozkumavkach byla zamichana na vortexu a kratce centrifugovana. Poté
byla vlozena do termocykleru a byly nastaveny podminky pro PCR reakci. Faze
denaturace, nasednuti primerd a extenze byla nastavena na 35 cyklu.

Tab. 4: Termalni pribéh PCR amplifikace

Faze Teplota Cas
Uvodni denaturace 94°C 3 min
Denaturace 94°C 30s
Nasednuti primert 53°C 30s
Extenze 72°C 1min20s
Finalni extenze 72°C 10 min
Chlazeni 4°C 0

3.7 Agarova elektroforéza

Do Erlenmayerovy banky bylo navazeno 0,4 g agardzy (Agarose SERVA for DNA
electrophoresis) a bylo pfilito 40 ml TAE pufru (SERVA). Smés byla zahtata
v mikrovinné troub€. Na véhach byla zkontrolovana hmotnost odpatené¢ vody, kterou
bylo nutno doplnit. Smés byla schlazena asi na 50°C. Nésledné& byly ptidany 4 ul 10 000x
koncentrované barvy SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). Smés byla zamichéana a
vlita do vanicky pro elektroforézu s vlozenym hiebinkem na jamky, do kterych budou po
zatuhnuti gelu pipetovany vzorky. Po 30-ti minutdch tuhnuti byl vyjmut hiebinek. Gel
byl umistén do stfedu vanicky a zalit TAE pufrem ke zna¢ce maximalniho objemu. Do
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jamek bylo napipetovano 20 pl vzorkit DNA po PCR reakci. Do prvni jamky bylo pro
kontrolu nepipetovano 5 pl velikostni marker (hmotnostni standard). Vzorky, které
neprosly PCR reakci, byly obarveny barvou Blue Juice a to v poméru 6 pl na 50 pl objemu
vzorku. Byly nasazeny elektrody a zapojeny do pfistroje pro gelovou elektroforézu, na
kterém byly nastaveny nésledujici podminky elektroforézy: 30 minut pfi napéti 200mA a
proudu 100V. Gel byl nésledné prohlédnut pod UV svétlem a obrazek byl vyfotografovan
digitalni kamerou (viz Obr. 6, 7).

3.8 Sekvenace, aligment a vypocitani GC obsahu

Pro sekvenaci rDNA byly pouzity zakoncentrované vzorky izolatd DNA. Do 1,5 ul
zkumavek jsem napipetovala 5 pl vzorki a 5 ul primert. Zkumavky jsem popsala a
utésnila pomoci parafinu. Nasledné byly vzorky s primery zaslany na sekvenaci. Ziskané
sekvence jsem porovnala se sekvencemi v databazi GenBank (Benson et al 2005) pomoci
online programu BLAST (Altschul et al 1990). Pomoci programu BioEdit jsem v§echny
sekvence srovnala a vypocitala jejich GC obsah (Alzohairy 2011).

4 Vysledky

Pro vypracovani protokolu pro izolaci DNA jsem vyuzila tfi jedince Herpetocypris
chevreuxi. Ziskané mnozstvi DNA z jednoho jedince nebylo na elektroforetogramu
patrné (viz. Obr. 6). Pomoci spektrofotometru jsme zméfili koncentraci DNA a
vyhodnotili jsme vytézek 3,46 ng/ul jako dostate¢ny (viz Tab. 5).

Herpetocypris 1 ind. Herpetocypris 2 ind.

Obr. 6: Elektroforetogram testu izolace DNA z 1 a 2 jedinci druhu Herpetocypris
chevreuxi. Vlevo izolat DNA z 1 jedince (v tabulce znaceno Al a A2). Uprostied
velikostni marker 1 kB. Vpravo izolat DNA ze 2 jedinct (v tabulce znaceno Bl a B2).
Detaily kvantifikace koncentrace DNA Tab. 5.
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Tab. 5: Koncentrace izolované DNA stanovené pomoci NanoQuant Nuclei

NanoQuant Nucleic Acid Quantitation / Results: NA-Quant_

Sample dsDNA

Well 260 230 280 ng/ul Ratio 260/230 Ratio 260/280
[ A1 00038 00275 00012 3.78 0.14 3,14 ]
[ A2 00035 00253 00013 3.46 0.14 2.70 ]
Bl 00082 00245 00033 8,22 0.34 2.50
B2 00075 00234 00032 7.54 0.32 2.34 ]

Vzorky uréené pro sekvenaci jsme zkoncentrovali, abychom zvysili jejich obsah DNA
asi 10 krat (vysledné koncentrace viz Tab. 6). Abychom zjistili, jestli budou vybrané
primery spravné nasedat, provedli jsme PCR amplifikaci zkoncentrovanych vzorki a
nasledné jsme provedli elektroforézu. Na vysledném elektroforetogramu pak mizeme
vidét, Zze doslo k zadouci amplifikaci jednoho prouzku o velikosti 500 — 750 bp u v§ech

vzorku (viz Obr. 7).

Darwinula stevensoni  Cypris granulata Stenocypris cf. hislopi Kontrola

1 2 3 4 6 7 8

Obr. 7: Elektroforetogram izolované DNA po PCR amplifikaci 28S rDNA. Vlevo, jamky
1 a2, izolat DNA ze dvou jedincti Darwinula stevensoni (v tabulce oznac¢eno Al a B1).
Jamky 3 a 4 izolat DNA ze dvou jedinct Cypris granulata (v tabulce znaceno Cla D1).
Jamka 5 je velikostni marker 1kB. Jamky 6 a 7 izolat DNA Stenocypris cf. hislopi (v
tabulce znaceno E1 a F1). Zcela vpravo na okraji, jamka 8, negativni kontrola. Detaily

kvantifikace koncentrace viz Tab. 6.
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Tab. 6: Koncentrace izolované DNA po zkoncentrovani

Vzorek Koncentrace (ng/ul)
Al 4,87

Bl 2,33

Cl 3,84

D1 58,25

El 29,72

F1 10,78

Ziskané sekvence byly analyzovany s pomoci programu BioEdit a v nasledujici tabulce
jsou zapsany vysledky vypoctu GC obsahu.

Tab. 7: GC obsah u analyzovanych sekvenci a zptisoby rozmnozovani druht

Druh

GC obsah (%)

Zpusob reprodukce

Bradleycypris vittata

52

asexualni, samci v Thajsku

Candona candida 50,2 asexualni, samci ojedinéle
Cypretta seurati 55,6 asexualni

Cypria exculpta 54,2 sexualni

Cypridopsis adusta 53,3 asexualni

Cypridopsis uenoi 55,2 asexualni

Cypris granulata 1 RSee 59,8 asexualni

Cypris granulata 1 RSmm 59,1 asexualni

Cypris granulata 2 RSee 59,4 asexualni

Cypris granulata 2 RSmm 58,9 asexualni

Darwinula sp. 58,4 asexualni, ,,ancient asexuals*
Darwinula stevensoni 1 RSee 56,6 asexualni, ,,ancient asexuals*
Darwinula stevensoni 1 RSmm 59 asexualni, ,,ancient asexuals*
Darwinula stevensoni 2 RSee 61,8 asexualni, ,,ancient asexuals*
Darwinula stevensoni 2 RSmm 62,7 asexualni, ,,ancient asexuals*
Dolerocypria mukaishimensis 50,9 sexualni

Dolerocypris ikeyai 57,7 sexualni

Dolerocypris sinensis 55,4 asexualni

Eucypris pigra 56,4 asexualni, sexualni v Némecku
Fabaeformiscandona kushiroensis | 49,8 sexualni

Heterocypris incongruens 54 asexualni, i sexualni populace
Heterocypris salina 51,4 asexualni

Metacypris digitiformis 53,6 sexualni

Notodromas monacha 48,8 sexualni

Paracypria inujimensis 51,8 sexualni

Physocypria cf. biwaensis 54 sexudlni

Physocypria nipponica 54,2 sexualni

Stenocypris cf. hislopi 2 RSee 55,3 asexudlni

Stenocypris cf. hislopi 2 RSmm 50,3 asexualni
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Ze zpracovanych dat vyplyva, ze GC obsah rRNA genl druhii s asexualné
rozmnozujicich se lasturnatek je vyssi (asi 0 2,7% mezi stfednimi hodnotami téchto dvou
souborit). Nejvyssi procentualni GC obsah, az 62,7 %, byl vypoc¢itan u druhu Darwinula
stevensoni. Sekvence druhu Cypris granulata pak obsahovaly asi 59 % GC. Naopak
nejmensi procentualni obsah GC, 48,8 %, byl vypocitan u Notodromas monacha.
V nasledujicim grafu jsou zaznamenany rozdily mezi porovnavanymi soubory.

63

61

59

57

55

GC obsah (%)

53

51

49

47

B Asexudlni druhy [ Bisexudlni druhy

Graf 1: Krabicovy graf analyzy GC obsahu sekvenci 28S rRNA gent sladkovodnich
lasturnatek u asexudlnich a bisexudlnich druhti Z GenBanku a sekvenci ziskanych v ramci

této prace.
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5 Diskuse

Cilem této prace bylo sezndmeni se se sladkovodnimi lasturnatkami a jejich preparaci a
determinaci a V neposledni fadé¢ porovnani GC obsahu rRNA gent mezi druhy
s rozliSnymi zplUsoby rozmnozovani. Tyto cile byly splnény. Vypracovala jsem
laboratorni protokol pro izolaci rDNA =z mikroskopickych lasturnatek. Dale jsem
vypracovala bioinformaticky protokol vyhledédvani relevantnich sekvenci a stanoveni GC
obsahu rRNA gent pro budouci komplexni analyzu napfi¢ fylogenetickym stromem
lasturnatek. Hlavni dtiraz byl u této prace kladen na asexualni druhy. Analyzou 28S rDNA
sekvenci lasturnatek byl porovnan GC obsah mezi sexualnimi a asexualnimi druhy.
Vysledky nam ukazaly maly rozdil mezi témito dvéma soubory. Sekvence asexudlnich
druht byly ptekvapivé GC bohatsi. Velmi GC bohaté pak byly rRNA geny druhu
Darwinula stevensoni patiiciho mezi tzv. ,,ancient asexuals®.

I pfes zajimavost tohoto tématu mu zatim nebyla V literatufe vénovana velkd pozornost.
VétSina ¢lankt na téma GC obsahu se vénuje hlavné savcim a ptakiim. Predpokladali
jsme, Ze u bisexudlnich druht lasturnatek bude GC obsah rRNA gent vyssi. Tato
hypotéza vychazi z existence tzv. GC vychylené genové konverze (GC-biased gene
conversion, gBGC) u sexualné rozmnozujicich se organismi. K vychyleni dochazi
pii DNA repara¢nich procesech, coz ma za nasledek, Ze meioticka segregace
uptednostiiuje GC bohaté alely oproti AT bohatym alelam. Nasledkem je zvySeni GC
obsahu (Romiguier et al. 2010). Marais et al. (2001) uvadi, Zze GC obsah pozitivné
koreluje s lokalnim rekombina¢nim tempem u druhu Drosophila melanogaster. Tato
korelace je velmi slaba, ale naznacuje, Ze ma GC vychylena konverze dopad na GC obsah
genomu octomilky. Tento proces tedy miize pasobit i na genom bezobratlych Zivocichu.

Ribozomalni geny mnou zkoumaného datasetu sexualné se rozmnoZzujicich lasturnatek
byly GC chudsi. Genom asexualnich druht by nemél byt ovlivnén gBGC, a proto jejich
GC bohatost musi byt ovlivnéna jinymi faktory. Marsolier-Kergoat (2013) ve své praci o
asexualnich kvasinkach druhti Candida albicans a C. dubliniensis navrhuje ovlivnéni
genll mitotickou rekombinaci pfi reparacnich procesech nebo rekombina¢nimi chybami.
Piekvapivé vysledky byly vysoké procenta GC bazi u zastupce tzv. ,,ancient asexuals®,
Darwinula stevensoni. U tohoto druhu existuje nizka geneticka variabilita spojena
S nizkym substituénim tempem, které mize byt zplisobeno n€kolika rliznymi procesy
(Mindell & Thacker 1996). Tyto procesy lze rozdélit do dvou kategorii: 1. vlivy na
tempo mutace a 2. vliv na tempo fixace alel. Nizké tempo mutaci je jesté dale snizovano
repara¢nimi procesy (Schon et al. 2000). Jelikoz by u asexualnich druhti méla byt selekce
pro redukci mutability silngj$i nez bisexualnich druht (Hurst & Peck 1996), mohly by u
»ancient asexuals byt zvyhodnény vysoce téinné DNA repara¢ni mechanismy (Schon
et al. 2000). Pro lepsi objasnéni téchto vysledkil je nutna dalsi studie, ktera bude
realizovana v podobé mé diplomoveé prace.

Pti laboratorni ¢asti prace a analyze dat jsme narazili na nékolik problémi. Jednim z nich
byla negativni kontrola, ktera vysla pozitivné (viz Obr. 7). Smés pro negativni kontrolu
se sklada pouze zreagencii PCR bez templatové DNA, proto by nemél byt na
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elektroforetogramu zadny prouzek. Vysvétlenim by mohlo byt, Ze pouzité kvasinkové
primery, které jsou univerzalni pro vSechna eukaryota, mohly nasednout na rDNA
néjakého biologického znecisténi této smési (kozni bunka, buitka kvasinky ve vodg).
Dalsi problém vyvstal pii pouziti BLASTu pro porovnani nami ziskanych sekvenci s jiz
existujicimi sekvencemi v databazi GenBank (Benson et al 2005). Z dvanacti sekvenci
vyprodukovanych v ramci této prace byla vétSina identifikovana jako lasturnat¢i DNA.
Pouze u dvou sekvenci vzorku Stenocypris cf. hislopi 1 byla asi polovina sekvence
identifikovana jako DNA zelenych fas. Vysvétlenim tohoto vysledku by mohlo byt, Ze
zelena tasa se mohla uchytit na schrance nebo se mohly vétsi zbytky fasy nachazet
V travici soustave lasturnatky.

Tato prace by méla slouzit jako stavebni kamen pro dal$i komplexné&jsi analyzu AT/GC
slozeni DNA lasturnatek. V budoucnu je tedy nutné pouzit vétsi soubor dat pro presnéjsi
vysledky. Budouci prace by také meéla byt podstatné rozsitena o dalsi druhy pattici do
skupiny Darwinuloidea (které jsou jiz k dispozici).

6 Zavér

e Zkoumala jsem rozdil v GC bohatosti mezi bisexualnimi a partenogenetickymi
druhy sladkovodnich lasturnatek.

e Ktomu jsem vyuzila sekvence 28S rDNA ribozomalnich gent (10 vlastnich
sekvenci a 19 stazenych z GenBank).

e U asexudlné rozmnozujicich se lasturnatek byla rDNA GC bohatsi.

e Velmi GC bohat¢ rRNA geny patfily piekvapivé zastupcim tzv. ,ancient
asexuals®.

e Touto praci jsem uspesné polozila zéklady pro svou navazujici diplomovou praci
a budouci systematicky vyzkum.
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