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Abstrakt

Parazitické organismy se vyznacuji velmi tésnou vazbou na své hostitele. Diky tomu miize
jejich populacni historie, nebo obecné fylogeneze, odrazet historii t€chto hostiteld. Zatimco za
pomoci morfologickych charakteristik 1ze vyzkum koevoluce provést jen na vyssi, minimalné
druhové rovni, rozvoj molekularnich technik a ptfedevsim zavedeni selekéné neutralnich
markerti v soucasné dob¢é umoznil hlubsi nahled do této problematiky.

Tato prace popisuje genetické markery pouzivané pro studium populacni dynamiky, se
zaméfenim na parazitické Zivocichy a shrnuje jejich vyhody a nevyhody pfi uziti v populacni
genetice a jejich mozné aplikace Dale se zabyva statistickym aparatem vyuzivanym pii studiu
koevoluce hostitelsko-parazitickych systémii, zvlasté rekonstrukce koevoluéni historie.
Popisuje zékladni statistické algoritmy pouzivané pro hodnoceni miry strukturalizace populaci
a jejich aplikaci. V posledni ¢asti se zabyva faktory zivotniho cyklu paraziti a jejich hostiteld,
které ovliviuji charakter jejich koevoluce. Zabyva se dopadem riizné miry hostitelské
specifity, slozitosti Zivotniho cyklu, mobilité hostitele a zivotnich stadii parazitii na vyslednou

strukturu koevoluéni historie.

Kli¢ové slova: parazitismus, populacni genetika, genetické markery, koevoluce, biostatistika,

mikrosatelity



Abstract

Organisms with parasitic life strategy are characterized by strong bond to their hosts. Becouse
of that can their population history, or more generaly their phylogeny, reflect evolutionary
history of the hosts. While with morphological markers alone, coevolution can be examined
only at higher, at least species level, the development of molecular techniques, especially

usage of selectively neutral markers, provides deeper insight in this problematics.

This thesis describes genetic markers used to investigate population dynamics, with
emphasis to parasitic animals, and sumarises their advantages, limitations and possible
applications. Further it describes statistical methods used in coevolutionary studies, mainly to
reconstruct coevolutionary history. It describes basic statistical algorhytms to characterize rate
of population subdivision. In the last part it describes parasite and host’s life history features,
which influence characteristics of coevolution, such as rate of host specificity, complexity of

life cycle, host and parasite’s mobility, which has impact to final coevolutionary pattern.

Keywords: parasitism, population genetics, genetic markers, coevolution, biostatistics,

microsatellites
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1. Uvod

Parazitismus je Siroce rozSifenou zivotnich strategii organismi (Schmid-Hempel, 2011).
Jedna o skupinu velmi heterogenni (zahrnujici organismy prakticky z kazdé vétsi vyvojové
linie) Jednim z mnoha smérti vyzkumu paraziticko hostitelskych asociaci je studium vlivu
jejich koevoluce na genetickou strukturu hostitelskych druhti. Z pohledu koevoluce s hostiteli
maji totiz ruzné parazitické organismy fadu vlastnosti spole¢nych (Schmid-Hempel, 2011).
Pro ucely této BP se zaméfim predevSim na parazitické zivoCichy, ackoli ftada
mikroevolucnich specifik parazitismu byla objevena na systémech obsahujici prokaryota
(Andras a Ebert, 2013), protista (Dolezel a kol., 1999) nebo houby (fungi) (Mundt a
McDonald, 2001).

Studium koevoluce parazitickych asociaci ¢asto fluktuuje mezi Cistou populacni
genetikou a analyzou interspecifickou, zvlasté v pripadech, kdy zkoumané populace parazitii
vyuzivaji vice hostiteli (Stefka a Hypsa, 2009), nebo je druhovy status nékterych linii nejasny
(Kvicerova a Hypsa, 2013).

Informativni pfinos studia koevoluce tak uzkého ekologického wvztahu, jako je
parazitizmus, je piedevS§im v moznosti srovnani dvou nezéavislych zdrojii informace o
fylogenezi — evoluc¢ni historie parazita i jeho hostitele (Nadler, 1995), coz na druhou stranu
vyzaduje specializovany statisticky aparat na srovnani topologie dvou fylogenetickych stromil
(Page, 1994b).

Cilem této bakalatské prace je 1) popsat a charakterizovat zakladni markery pouzivané
V populacni genetice a klady/ zapory jejich pouziti, 2) popsat metody statistického zhodnoceni
koevoluce a 3) na zakladé ptikladovych studii popsat spolecné znaky populacni genetiky

parazitl.

2. Markery pouzivané v populaéni genetice

Popis koevolu¢ni struktury a vlastné 1 jakékoli fylogeneze na vnitropopula¢ni urovni
vyzaduje vysokou citlivost pouzitych markerti (pfedev§im z pohledu jejich varability a vyssi
mutacni rychlosti), nez studie zaméfujici se na interspecifickou a vyssi taxonomickou uroven
(Avise, 1994). Pro statistické prokazani populacni struktury je zaroven nutné zpracovani
velkého mnozstvi vzorkl z kazdé zkoumané populace (Vos et al., 1995). Diky tomu se pfi
vybéru pouzitych genetickych markertt dba pfedevsim na to, aby se jednalo o markery co

nejvariabilngjsi a zaroven technicky snadno pouzitelné (Sunnucks, 2000). Pro tplnost je zde

1



zminéna v prvni ¢asti 1 morfologicka analyza, nebot’ byla zejména v prvotnich koevolu¢nich

studiich hlavnim zdrojem informaci.

2.1. morfologie

Rekonstrukce fylogenetickych vztahii odvozené na zakladé¢ matice stavu morfologickych
znakll jsou pouzivany v populacné biologickych studiich parazitickych organisma jen
vyjimeéné a jen u nékterych skupin - napf.: v§i (Page et al., 1995), roupi (Hugot, 1999).
Nespornou vyhodou morfologickych studii je snadné ziskani znakti bez nutnosti laboratornich
analyz. Sporna je ovSem v pfipadé pouziti morfologickych markerd uz jejich selekéni
neutralita. U morfologického znaku zpravidla nelze vyloucit jeho adaptivni hodnotu. Zvlasté
Vv piipad¢ endoparazitii diky jejich morfologickym adaptacim na zivot v nitru hostitele navic
takovych dobie srovnatelnych morfologickych znakii mnoho neni, zaroveii v nckterych
charakteristikdch u nich dochdzi ke konvergercim, které takovou analyzu a spravny vybér
znaki znesnadnuji (Schmid-Hempel, 2011). Zaroven se vyznacuji nizkym poctem
hodnotitelnych stavii takovych znakii. Tyto problémy sice do jisté miry fesi statistické
zpracovani dostateéného poctu riznych hodnocenych znakt (Page et al., 1995, Hugot, 1999),
nicméné existuje moznost, Ze morfologickd analyza vyslednou pifedstavu o strukturalizaci
populace vyrazné¢ nadhodnoti, ptipadné¢ podhodnoti. Naptiklad (Turcekova a kol., 2003))
popisuje u Echinococcus granulosus velikou populacni variabilitu v morfologickych znacich,
pouzivanych v ptfedeslych studiich na tomto druhu, a to i v ramci populace (n=150), kterd
pochazi z experimentalni infekce pokusnych zvifat jedinou cystou a pii pouZiti neutralnich
genetickych markert jevi jen minimalni variabilitu. Dal§im podobnym piikladem jsou lidské
v§i (Pediculus humanus), kde byly na zakladé specializace na rozdilné ¢asti téla hostitele a
morfologickych znakd oddélovany dvé linie — Pediculus humanus corporis a P.h.capitis
(Busvine, 1978). Fylogenetickou analyzou zalozenou na genetickych znacich vsak byla
popifena monofylie téchto dvou linii (Leo et al., 2002). Pozd¢jsi prace (Reed et al., 2004)
odhlalila bazalni divergenci na monofyletickou linii severoamerickou (obsahujici jen formu
capitis) a starosvétskou (formy corporis i capitis ), tedy neodpovidajici dvéma diive
pfedpovédénym liniim a tedy ani dfive pouzivanym morfologickym rozliSovacim znakiim

Na rozdil od nejistych vysledkil pfi pouziti morfologie parazitii jako primérniho zdroje
informaci o fylogenezi se morfologické znaky (a to zejména ultrastrukturni) jevi jako vhodné
doplnéni pii charakterizaci linii definovanych na zakladé genetickych markert (Zikmundova

a kol., 2014; Kvicerova a Hypsa, 2013)



2.2. Allozymy

Dnes jiz prakticky nepouzivana a piekonana metoda, nicméné v minulosti aplikovand i v
populacni genetice paraziti (napi (Mulvey et al., 1991)). Vyuziva existence variability ve
struktufe proteinti zptisobené mutacemi v DNA daného jedince. Allozymova analyza probiha
nasledujicim postupem: izolace proteint, jejich identifikace za pouziti specifickych protilatek
a zjisténi jejich variability pomoci elektroforézy (Avise, 1994). Variabilita takto ziskanych
znaku (forem daného proteinu) je oproti modernéj$im metodam (sekvenace, AFLP, SSR — viz
dale) nizka (Abaie et al., 1995). Mulvey et al. (1991) uvadéji v ramci populace motolice
Fascioloides magna (n=1492) z 5 analyzovanych proteini u jednoho z nich 4 alely a
u zbylych 2 alely na lokus. Popula¢ni struktura je pak odvozovana predevSim na zakladé
rozdilnych frekvenci jednotlivych forem proteini mezi lokalitami. Nevyhodou allozymovych
markert je to, Ze nemohou byt uplné¢ selekéné neutralni — analyzované proteiny musi mit svou
funk¢ni strukturu alespoit do wurcité miry zachovalou, aby mohly vykonéavat svou
fyziologickou funkci (Avise, 1994). Technickym nedostatkem a jednim z diivodd, pro¢ se tato
metoda dnes jiz prakticky nepouzivd, je nutnost izolace nativnich proteind, coz na rozdil od

DNA nelze provadét se star§im nebo fixovanym materialem (Sunnucks, 2000).

2.3. Sekvencni data

Data ziskana sekvenaci nukleovych kyselin jsou nejkompletnéjSim zdrojem informace
0 konkrétnim organismu a na interspecifické a vyS$i trovni se takika vyhradné pouzivaji
k rekonstrukci fylogeneze za pouziti fady algoritmt k jejich analyze (Avise, 1994). Vzhledem
k relativni technické a finan¢ni naro¢nosti sekvenace jako takové a nutnosti velkého souboru
jedincii se v souCasné dobé& pouzivaji v populacni genetice délkové variabilni genetické
markery spiSe nez sekvenacni (viz dale) (Sunnucks, 2000).

Nutno nicméné poznamenat, Ze diky technickému pokroku v oblasti sekvenace a
pfedev§im vyvoji technologii tzv. next generation sequencing, existuji i ojedinélé snahy
vydavajici se opacnym smérem a ukazujici na moZnost vyuZivat jako zdroj populacné
genetickych vyzkumii celogenomova data (Alexander et al., 2014). Tento pfistup vyuziva
k hodnoceni popula¢ni struktury jako soubor dat variabilitu homologickych sekvenci v ramci
celého genomu. | pies stale dostupnéjsi a levnéjsi sekvenacni metody i softwarovou kapacitu
v tuto chvili znamena tento pfistup pro studium nemodelovych organismil spiSe v ukazku
toho, ze v budoucnu néco podobného bude mozné. Aplikace byla zatim moZzna jen na ¢lovéka

a Arabidopsis, diky dlouhodobym sekvena¢nim projektim 1000genomes (C¢lovék, Siva,



2008), resp. 1001genomes (Arabidopsis, Weigel and Mott, 2009), de novo sekvenace genomil
celych populaci (nejen) parazitickych organismu je prozatim takika nerealna (Hert et al.,
2008)

Ze sekvenaCnich dat se v populatni genetice pouzivaji nejCastéji nckteré useky
mitochondridlni DNA vyznacujici se vysokou mutacni rychlosti a diky tomu variabilni 1 na
intraspecifické twrovni, jako napfiklad cytochrom ¢ oxidaza I (Oshaghi et al., 2007),
cytochrom b (Nieberding et al., 2004). Nejpodobngjsi sekvence se pro ucely populacni
genetiky klastruji do haplotypt, se kterymi se posléze pracuje ve fylogenetické analyze misto
sekvenci konkrétnich jedinct (Pritchard et al., 2000). Jaderné geny Siroce pouZzivané ve
fylogenetickych analyzach na vyssi urovni, jako je ribosomalni 18s rDNA, a protein kddujici

sekvence, jsou pro ucely populaénich studii zpravidla malo variabilni (Avise, 1994)

2.4. RFLP

RFLP neboli restriction fragment length polymorphism je metoda vyuzivajici k analyze
genetické variability organismu restrikéni endonukleazy stépici DNA v misté, kde se nachazi
pro n¢ specifickd sekvence. Analyzovand DNA je nastépena jednou nebo vice restrikénimi
endonukledzami a analyzovadna pomoci elektroforézy. Vysledkem je velké mnozstvi délkove
rozruznénych fragmenti DNA, které se mezi jedinci navzajem lisi. Délkova variabilita odrazi
jednak mutace v sekvenci restrik¢nich mist, jednak inzerce/delece v oblastech mezi dvéma
restrikénimi misty (Avise, 1994). Pomoci RFLP lze nagenerovat obrovské mnoZzstvi
hodnotitelnych znak, které lze ale mezi jedinci jen obtizn€¢ homologizovat. Tento problém
lze do jist¢ miry feSit selekci jen Casti fragmentd za pomoci znacené DNA vazici se na
konkrétni ¢ast genomu daného organismu - southern blot (Mundt and McDonald, 2001),
pfipadné omezenim této metody na pfedem vybrany usek — tzv. PCR-RFLP, coz redukuje
mnozstvi ziskanych fragmenti a usnadiuje jejich homologizaci.

PCR-RFLP je omezenim RFLP na konkrétni Gisek genomu. Z izolované DNA je nejdiive
pomoci PCR amplifikovan konkrétni usek (nemusi se nutné jednat jen o jeden gen, nybrz i
delsi usek mezi geny — viz (Oshaghi et al., 2007), ktery je nasledné nasStépen vybranou
restrikéni endonukleazou. Vysledkem je vzor n€kolika délkovych fragmentt, které 1ze snadno
analyzovat (obr. 1). Touto metodou lze zjistit polymorfismus v daném genu a klastrovat
jedince do haplotypi bez nutnosti sekvenace (Oshaghi et al., 2007, Ferreira et al., 2013).

Nespornou vyhodou RFLP a PCR-RFLP jsou oproti sekvenaci nizs§i naklady, déle nizka

technicka ndro¢nost a pfesnost i pfi analyze velkého mnoZstvi jedinct. Pfedev§im PCR-RFLP



se vyznacuje vysokou reprodukovatelnosti diky jednoznacnosti pouzitych primerovych

kombinaci i restrikénich enzymu (Wolf et al., 1999).

M
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Obr. 1: ukazka vzoru vyslednych prouzki PCR-RFLP u Anopheles superpictus na tiseku mitochondrialni
DNA mezi geny COI a COII za pouziti endonukleazy Alul.

1 - celkovy amplifikovany tsek; 2, 3,4 — jednotlivé haplotypy (2 - 640, 450, 150, 140, 130 bp; 3 - 450, 360, 280,
150, 140, 130, bp; 4 - 540, 420, 260, 150, 140 bp), M — délkovy marker.

z Oshaghi et al. (2007)

2.5. AFLP

AFLP, neboli amplified fragment lenght polymorphism, je v sou€asnosti spolu s mikrosatelity
jednou z nejpouzivangjSich metod v populacni genetice. Podobné jako RFLP generuje velky
pocet délkove variabilnich fragmenti DNA bez nutnosti sekvenace. Poprvé se objevila v roce
1995 (Vos et al., 1995). Jedna se v podstaté o rozsifeni myslenky RFLP s vyuzitim PCR
amplifikace misto southern blotingu. Celkova DNA je naStépena restrikénimi endonukledzami
(zpravidla dvéma na jednu reakci), na volné konce se navazi adaptéry a nasleduje PCR
replikace. Pfi reakci se vyuziva toho, Ze restrikéni endonukledzy po Stépeni zanechaji volné
nckolikabazové jednotetézcoveé konce (,,sticky ends*) znamé sekvence, na které se adapter da
navazat. PCR primery slouzici k vybéru fragmentd pro replikaci maji tfi ¢asti: usek
komplementarni k sekvenci adapteru, usek komplementarni k restrikénimu mistu a tieti ¢ast s
libovolnym poctem arbitrarné zvolenych specifickych nukleotidu (viz. obrazek 2). Specifické
nukleotidy zabezpeci selekci fragmentid, nebot’ diky nim dochazi k amplifikaci jen téch
fragmentd, které maji v sousedstvi restrikéniho mista k nim komplementarni sekvenci. Cim

delsi je specificky usek, tim mén¢ fragmentd se amplifikuje (\Vos et al., 1995)
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struktura AFLP adaptéru pfi pou#iti restrikéni endonukleazy EcoR1:

5-CTCGTAGACTGCGTACC
CATCTGACGCATGGTTAA-S

struktura primeru pro EcoR1 AFLP:
5-GACTGCGTACCAATTCNNN-3

adapterova sekvence spedificke nukleotidy
enzymova sekvence

Obr. 2: p¥iklad adapteru a primeru pro AFLP za pouZiti endonukleazy EcoR1.
podle Vos et al. (1995), upraveno

Nespornou vyhodou AFLP je stejné jako u RFLP velké mnozstvi znakt -Alacs et al. 2011
uvadi v ramci populace (n=73) za pouziti dvou primerovych pari (Msel a EcoRI) a 3-4
specifickych nukleotidii 39 vyslednych prouzki, z toho 33 polymorfnich. Dale je nespornou
vyhodou technickd snadnost vyvoje primerovych a adapterovych kombinaci oproti
mikrosatelitim (viz. déle), vysokd reprodukovatelnost vysledki a pfedevSim oproti RFLP
vys§$i pravdépodobnost homologizace jednotlivych fragmentd (Mueller and Wolfenbarger,
1999)

2.6. RAPD

RAPD (randomly amplified polymorphic DNA) je dalSi metodou vyuZivajici délkové
variabilni markery. Vyvinuta byla uz roku 1990 (Williams et al., 1990), tudiz byla pouzivana
diive nez AFLP. Umoznuje vytvofeni vzoru délkovych prouzkii bez nutnosti restrikce pomoci
enzymu a jejich selekci rovnou pfi PCR. Vyuziva ndhodné vybranych primert, se kterymi je
provedena PCR. Vysledkem je opét vzor prouzkovani, které lze statisticky vyhodnotit (Lynch
and Milligan, 1994). S délkou pouzitych primera klesa pocet ziskanych prouzki i chybovost
metody. Pfi pouziti kratkych primert totiz vzrista pravdépodobnost jejich zcela nahodného
nebo jen ¢astecného nasedani a nasledné amplifikace zcela nespecifickych useki (Perez et al.,
1998). Co se tyka poctu ziskanych hodnotitelnych znakd, naptiklad C M Davies (1999) uvadi
u Schistosoma haematobium v populaci (n=57) za pouziti 6 desetinukleotidovych primeri
vznik 40 prouzkl, z toho 37 polymorfnich, a tedy nesoucich informaci o populaéni struktuie.
Pro mezihostitele — plze Bulinus globosus (n=60), pak s 10 primery vznik 234 prouzku, z toho
221 polymorfnich. Zvlasté diky nizké specifité této metody, predev§im z ohledu neznamého

sloZeni nastépenych markerl se tato metoda pfili§ nepouziva.



2.7. Mikrosatelity

Mikrosatelity neboli SSR (simple sequence repeats) jsou typem repetitivnich sekvenci
vyskytujicich se na raznych mistech genomu. Skladaji se z 2-10 nukleotidovych motivi
variabilnich z pohledu poc¢tu jejich opakovani v daném lokusu (Bhargava and Fuentes, 2010).
Od mén¢ variabilnich minisateliti byly arbitraln¢ odliSeny na zékladé délky motivu repetice
(repeti¢ni motiv o délce vyssi nez 10 bazi je nazyvan minisatelitem, krat$i mikrosatelitem —
(Richard and Paques, 2000)). Variabilita v po¢tu opakovani repeti¢éniho motivu vznika na
zaklad¢ sklouznuti (slippage) DNA polymerazy pii replikaci mikrosatelitového useku, kdy
dojde k preskoceni ¢asti mikrosatelitu, nebo je naopak cast z né¢j amplifikovana dvakrat
(Ellegren, 2004), ptipadné inserce/delece nukleotidi do sekvence mikrosatelitu, nebo splynuti
dvou mikrosatelitovych lokusii (¢imz mohou vznikat i pferuSené, respektive sloZzené repetice -
(Bhargava and Fuentes, 2010).

Jednoduché repetitivni sekvence jsou v rdmci genomu Siroce rozsifené — napiiklad u
¢loveka je z 1 milionu bazi genomu v priiméru pres 10000 z nich souc¢asti 1-6 nukleotidovych
repetic (Toth et al., 2000).

Pouziti mikrosatelitli v populacni genetice spociva v analyze délek jednotlivych lokust v
ramci populace (Ellegren, 2004). Pii pouziti primerid v oblastech sousedicich s repetitivni
sekvenci 1ze pomoci PCR mikrosatelitové lokusy izolovat a nasledné srovnavat jejich délky
bez nutnosti sekvenace, pomoci elektroforézy na gelu (Morgante and Olivieri, 1993), nebo v
dne$ni dobé kapilarni elektroforézou s mnohem vé&tSi rozliSovaci schopnosti, nicméné
vyzadujici pouziti fluorescenéné znacenych primert (Minarik a Bazsalovicsova, 2014). Pii
pouziti mikrosatelitii se kvili ¢asové a materialni ispofe osvédcCilo analyzovat vice lokust
nardz (tzv. panel), pokud se tyto signifikantn€ li$i svoji primémou délkou a nedochazi k
délkovému ptekryvu mezi nimi (Smee et al., 2013). Rozmezim délek se piekryvajici lokusy je
mozné do panelu zahrnout jen za pouziti odlisnych fluorescencnich znacek pro kazdy z nich
(Minarik a Bazsalovicsova, 2014).

V kontrastu se snadnym pouzitim je relativné vysoka technicka naro¢nost vyvoje primert
(Queller et al., 1993). Prvni a dlouhou dobu jedinou metodou k charakterizaci
mikrosatelitovych lokusti a definovani primerG v pfiléhajicich oblastech je vytvoreni
bakterialni genomické knihovny (Jarne and Lagoda, 1996). Zahrnuje nastépeni kompletni
DNA restrikénim enzymem, zaklonovani jednotlivych fragmentt do plasmidovych vektord a
jejich vlozeni do bakteridlni kultury. Nasleduje selekce téch kolonii, které obsahuji

mikrosatelity pomoci znatené DNA sondy komplementarni k sekvenci zadané repetice. Ty



jsou vybrany, do nich vloZeny fragment je osekvenovan a nasleduje design primeria (Solano et
al., 1997). Tento pfistup je technicky a hlavné ¢asové velmi naro¢ny (Lopez-Uribe et al.,
2013).

Diky rozvoji moznosti sekvenace je v posledni dobé od klonovaci metody upousténo.
Next generation sequencing technologie umoziiuji mnohem rychlejsi definovani
mikrosatelitovych lokust diky tomu, Ze 1ze po nastépeni DNA a identifikaci mikrosatelity
obsahujicich fragmentii (pomoci hybridizace) tyto fragmenty rovnou osekvenovat (Abe’i et
al., 2011). S pouzitim 454 sekvenovani popisuje (Lopez-Uribe et al., 2013) vyvoj primera
trvajici 3 tydny (oproti 2 mésicim za pouziti klonovaci metody testované stejnym autorem v
téze praci).

Mikrosatelitové markery jsou na rozdil od ptedchozich metod (s vyjimkou sekvenace)
pln¢ kodominantni, u diploidniho organismu tedy lze zaznamenat ob¢& alely (Jarne and
Lagoda, 1996). Umoziuji tak jednak provadét analyzy paternity (Brante et al., 2011), jednak
na selekéné neutrdlnich znacich analyzovat miru heterozygozity, ktera odrazi podil
inbreedingu v dané populaci (Jarne and Lagoda, 1996). Velkou vyhodou je také jejich vysoka
variabilita na vnitropopula¢ni trovni — az nékolik desitek alel na lokus (Jarne and Lagoda,
1996) diky znamé okolni sekvenci a jednozna¢nosti kombinaci primerid, které lezi
v priléhajicich mén¢ variabilnéjsSich usecich, kombinuji mikrosatelity hypervariabilitu se
snadnou homologizaci jednotlivych lokusi a dobrou reprodukovatelnosti metody (Grandjean
etal., 2014)

Komplikujicim, ale statisticky feSitelnym faktorem, je ob&asny vyskyt tzv. nulovych alel
— tedy neamplifikace alely u nékterého jedince. Vyskyt nulové alely miize byt zplsoben
riznymi pii¢inami zahrnujicimi mutaci v primerové oblasti, deleci mikrosatelitové oblasti i
lidsky faktor (napiiklad nevhodnou koncentraci templatové DNA, kdy se prednostné
amplifikuji kratsi fragmenty) (Dakin and Avise, 2004). Nulové alely mohou zpisobit chybné
vyhodnoceni paternity, piipadné podcenéni miry heterozygozity (geneticky profil jedincti u
kterych se nulova alela v jedné kopii vyskytne je prakticky neodliSitelny od homozygota), je
tedy zapotfebi na né pii analyze myslet (Dakin and Avise, 2004), v pfipad¢ dostatecného
poctu pouzitelnych lokust je vhodnéjsi ty, u kterych jsou nulové alely zaznamenény, dale
nepouzivat (Alacs et al., 2011).

Mikrosatelitové lokusy jsou diky své vysoké variabilit¢ ve vétSiné piipada
amplifikovatelné jen u jednoho druhu (Jarne and Lagoda, 1996), piiklady interspecifické

pouzitelnosti primerd jsou fidké (Dubut et al., 2010).



3. Statistické zpracovani koevoluce

Stejné jako vybér adekvatnich markert je v populacni genetice neméné dilezity vybér
spravné statistické metody pro zpracovani dat. Pii pouziti fylogenetické informace z DNA
sekvencnich znakli mame pii studiu koevoluce hostiteld a paraziti oproti standardni
fylogenetice k dispozici dva zdroje informaci — hypotéza o evolu¢ni historii parazitli a
hypotéza o evolu¢ni historii jejich hostiteli, navic se znamou asociaci koncovych ¢lankt
(primarné kvuli spolecnému odbéru obou vzorkll). Pribyva tak statisticky aparat pro
kvantitativni srovnani topologie dvou fylogenezi (Page, 1994a).

V pripadé pouziti délkové variabilnich markerd (AFLP, mikrosatelity...) je obvykle

stéZejni charakterizace popula¢ni struktury pomoci analyzy jejich variability.
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Obr. 3: ukazka moznych koevoluénich udalosti na srovnani fylogeneze hostitele (S8ed4d) a parazita (¢erna).
(a) C — kodivergence, vznik dvou linii parazita i hostitele spole¢né;

(b) S -sorting (ttidéni), parazit je z dané hostitelské linie ztracen, S1 — fale$ny sorting — parazit je v linii
ptitomen, ale pfi ziskani vzorkd neni podchycen;

(c) H — host switching (pieskok) — paraziticka linie pochazi pivodné z jiného hostitele, na nové se adaptoval
druhotné;

(d) D - duplikaé¢ni udalost — linie parazit speciovala nezavisle na hostitelské a

(e) inertni chovani parazitické linie — nedoSlo ke speciaci linii parazita, kodivergence jsou zdanlivé, ve
skuteCnosti se od sebe ,,linie parazita na vzajem nelisi

z (Paterson et al., 2003), upraveno



3.1. Urceni miry podobnosti topologii stromu

Pro kvantifikaci miry podobnosti fylogenetickych struktur parazith a jejich hostiteli a
formulace co nejoptimalnéjsi hypotézy o koevoluci (posléze pouzitelné¢ napiiklad pro
fylogeografické analyzy napt. Nieberding et al. 2004), je zapotiebi specifického statistického
aparatu. Jako prvni tuto potfebu a vlastné i moznost pouziti parazitii coby zdroje informace o
fylogenezi hostitelskych organismi vyjadiil W. Hennig. (Hennig, 1966). Uvadi, ze by
fylogenetickd struktura parazitickych organismt (stejné jako monofagniho bylozZravého
hmyzu) mohla diky dlouhodobé koevoluci podpofit hypotézu o hostitelské fylogenezi.
Problematiku nicméné uzavird konstatovanim, Ze by vyzadovala dal$i studium a neni

uspokojiveé vyieSena.

3.1.1. Brooks parsimony analysis

S prvni takovou statistickou metodou pfisel roku 1981 D. R. Brooks. Ve své metodologické
praci (Brooks, 1981) formuloval metodicky aparat, v pozdéjsich publikacich po nékolika
upravach nazyvany BPA - Brooks parsimony analysis (napft. (Brooks, 1990); Dowling, 2002).
Jedna se totiz o metodu zaloZzenou na maximdlni parsimonii (jednoduchosti), snazici se
0 ziskdni takové rekonstrukce koevoluce, ktera obsahuje co nejvétsi pocet spolecnych
divergenci hostitele a parazita (koevoluc¢ni udalosti parazitickych asociaci, 0br.3). Jejim
zakladnim piedpokladem je to, Ze asociace s parazity ma v piipadé velmi silné vazby
S hostitelem z pohledu rekonstrukce jeho fylogeneze podobnou vypovédni hodnotu jako
jakykoli jiny znak. K hodnoceni koevolu¢nich zavislosti vyuziva vytvofeni binarni matice —
kazdeé linii fylogenetického stromu je pfifazeno Cislo a ve vysledné matici je kazdy taxon
zaznamenan kodem podle toho, jaké linie se nachdzeji na cesté¢ k nému od spolecného predka
(pokud se v jeho historii dana linie objevuje, je v matici uvedena hodnota 1, pokud ne 0 —
obr. 4).
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Parasite Codes

1
I
m
w
v

cooo~=|~
cco~o|w
comoo|w
c~oco|k
~ococoo|wn
~—soco|a
comr~o|a
—-————o|m
)

Obr. 4: Transformace stromového diagramu parazitii do binarni matice pro ucely BPA

vlevo kladogram parazitii, vpravo vysledna matice;

naptiklad parazit IV ve své historii prosel liniemi 4, 6, 8 a 9, proto mu nalezi binarni kéd 000101011
z Dowling (2002)

Matice se nésledné ptetransformuje na matici pro hostitele (ke kazdému hostiteli je ptfifazen
kod jeho parazita, v ptipad€ vice paraziti na hostitele vznikne vysledny kéd zdznamem vSech
linii jeho parazitl). Takto ziskanou matici lze pouzit ke dvéma ucelim. Bud je z ni
rekonstruovan fylogeneticky strom hostitelit de novo (Brooks, 1981; Siddall and Perkins,
2003). Dalsi moznosti je vymapovani danych oc¢islovanych znakd piimo na hostitelskou
fylogenezi a z takto popsané¢ho stromu rekonstrukce koevolu¢ni historie za pouziti maximalni
parsimonie (cilem je rekonstrukce s maximalnim mnozstvim kodivergenci a minimum
hostitelskych preskokit).

Statisticky aparat BPA je diky své univerzalité¢ pouzitelny i v historické biogeografii.
Umoziuje porovnani fylogeneze organismi a na zaklad€ geologie odvozené ,,fylogeneze*
kontinentd nebo ostrovi, piipadné namodelovani historie ostrovii a c¢asti kontinentl na
zakladé fylogeneze organismu, které se zde vyskytuji (Brooks, 1990) (pouzitd maticova
algebra umoZiluje porovnavat topologii libovolnych stromovych diagraml nezavisle na jejich

ptvodu).

3.1.2. Metoda maximalni kodivergence

Dalsi metodu pro hodnoceni koevoluce formuloval (Page, 1994b). Jeho piistup se od
ptedchoziho 1isi v tom, Ze uvazuje parazity jako linie a nikoli jako znaky, vyuzivd modelovani
parazitického stromu na hostitelsky. Je zadkladem algoritmi programu TreeMap (Page and
Charleston, 1995), i pozdé¢jsiho TreeFitter (Ronquist, 2008), umoznujiciho koevolu¢ni
analyzy vypocetni cestou. Prvnim krokem je namapovani parazitické fylogeneze na

hostitelskou, tedy pfifadit k sobé jednotlivé hostitelské asociace. K vlastnimu popisu miry
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podobnosti topologii vyuziva proménou K, ktera urcuje maximalni pocet kodivergenci. Zcela
vyfeseny fylogeneticky strom s n koncovymi vétvemi ma pravé (n-1) uzld, tedy potencialnich
mist divergence. Pokud se topologie stroml zcela shoduji, pak plati, ze K=n-1 (kazdy uzel
piedstavuje zaroven kodivergenci) a vzor koevoluce je vyfeSeny. Pokud se topologie lisi,
nejdiive se vypocita pocet kodivergenci, K (pro odliseni od maximalniho poctu — K), a je
hodnocena odchylka tohoto po¢tu od maxima (d). Plati, ze d=(n-1)-k. Pfidanim hostitelskych
ptreskokutl lze ziskat topologii s vy$$im poctem kodivergenci (a tedy s niz§im d). Cilem je
ziskat topologii sco nejmenSim d a zaroven sco nejmenSim poctem jinych nez
kodivergencnich udalosti.

Zatimco u stromli s malym n lze takovyto postup provést u vSech myslitelnych
koevolucnich vzord, u vétsSich datasetli se vyuziva heuristickd modifikace tohoto postupu,
ktera probiha ve tfech krocich:

1) Namapovani primarni struktury a ohodnoceni poc¢tu koevolu¢nich udalosti. Pokud

plati, ze ky=K=n-1, koevoluce je vyfesena, pokud ne —> 2.

2) Postupné pridavani hostitelskych pteskokl. Po kazdém z nich ohodnoceni. Pokud je

ziskany pocet K, vyssi nez ki, dany preskok se ulozi a pouzije pti hledani dalsiho stromu.

3) Pokud ani k; neni rovno K, pokracuje se dal$im hostitelskym pieskokem dokud neni

k maximalni.

Nevyhodou takového postupu je, ze z pohledu skére dané koevolucni topologie dosahne
lokalniho, ¢ili ne vzdy globalniho maxima (Page, 1994b), nicméné u bé&Zzn¢ analyzovaného
mnozstvi jedinct by i v pfipad€ pouziti softwarové varianty vypocet vSech moznych variant
byl ¢asové 1 kapacitné pftili§ narocny a rozdil v topologii ptili§ maly na to, aby se takovy
postup vyplatil (Huyse and Volckaert, 2005).

Kromé téchto v literatufe nejdiskutovanéjSich algoritml se pouZzivaji i jiné, obvykle
metodicky odvozené ze dvou ptedchozich (Ronquist, 2002; Merkle et al., 2010). Ponékud
odlisSny je 1 pfistup hodnoceni populacni struktury hostiteld na zakladé dat o

piitomnosti/neptitomnosti parazita (Brooks, 1981).

3.2. Charakterizace populacni struktury

Ve vétsiné populacnich studii je dilezité, kromé rekonstrukce fylogenetickych vztahii danych
populaci, kvantifikovat také miru odliSnosti mezi nimi. V pfipadé AFLP a mikrosatelitovych
markerti je urCovana alelicka diverzita, v pfipadé mitochondrialni DNA haplotypova a

nukleotidova diverzita (Valade et al., 2009). Tyto hodnoty nam umoznuji v ramci populaci
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rekonstruovat historii dané populace z pohledu pruchodi hrdlem lahve (bottleneck effect),
expanzi a podobnych efekti, a to predevsim prostiednictvim F statistiky a analyzy variability.
Odhad N, — efektivni velikosti populace je dalsim dulezitym ukazatelem, nebot’ z n&j lze

odvodit vliv genetického driftu a genového toku v populaci (Criscione a Blouin, 2005).

3.2.1. F statistika a odvozené hodnoty

Zcela zasadni vliv ma v populaéni genetice F statistika, zavedena S. Wrightem (Wright,
1965). V ptuvodnim pojeti se jedna o tii hodnoty odvozované z morfologickych znakt
ziskanych studiem rodokment — Ft, Fst @ Fis - vypovidajici o odchylce alelického slozeni
dané populace z duvodu jeji strukturalizace a vlivu inbreedingu v danych subpopulacich.

Diky existenci Wahlundova efektu, kdy v populaci klesd podil heterozygoti piimo
umérné k mite inbreedingu (ktera je vztazitelna k Ne — efektivni velikosti dané subpopulace)
(Wahlund, 1928) lze F statistiku mé&fit pomoci odchylky heterozygozity od hodnoty
ocekavané pii panmixii (a tedy pii platnosti Hardy-Weinbergovy rovnovéhy). Fir vypovida
0 odchylce heterozygozity v celé populaci (I — individual, jedinec; T — total, cela populace),
Fis analogicky hodnoti jednu subpopulaci (S — subdivision, podskupina), Fst pak hodnoti
odli$nosti jednotlivych subpopulaci. Hodnota Fst je v populacni genetice nejpouzivangjsi a
rozvoj molekularnich technik umoziiuje pouzivat ji na analyzu neutralnich znaka (Weir and
Hill, 2002). Protoze byla navrZzena na analyzu dvoualelovych znakt (jednogenové
morfologické znaky, jako je zbarveni), je v nékterych ptipadech potteba pozménit algoritmus
k jejimu vypoctu, takze v soucasné dobé existuje v nékolika upravach (Gsrt, Rsr...). Tyto
hodnoty se li$i riznym zpisobem odvozeni a odhadu oéekavané heterozygozity, nicméné
vyjadiuji podobné jako Fst miru odlisnosti od stavu panmixie (Meirmans and Hedrick, 2011).
Dalsi hodnotou odvozovanou z populacni struktury je uroven migrace (migration rate; m),
dilezita spolu s efektivni velikosti populace piedev§im pro posuzovani miry genetického

driftu (Dietrich et al., 2014).

3.2.2. AMOVA

Na hodnoté¢ odvozené od F statistiky, v tomto piipadé¢ oznaCované jako ®st, je zaloZena i
metoda AMOVA — analysis of molecular variance, zavedena roku 1992. Jedna se v podstaté o
aplikaci statistické metody ANOVA (analysis of variance; analyza variance) na molekularni
data. V ptuvodni praci (Excoffier et al., 1992) byla pouzita na analyzu mitochondrialni
haplotypové variability, nicméné je aplikovatelnd i na mikrosatelitovd a sekvenacni data.

Principem metody je rozdéleni studované populace na podskupiny a nasledné testovani jejich
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podilu na celkové variabilité (zpravidla se jedna jednotlivé subpopulace, nicméné lze takto
hodnotit libovolné skupiny v ramci studovaného souboru jedincit). Jedné se tedy o metodu
zalozené na posteriorni pravdépodobnosti, tedy testujici variabilitu mezi predem danymi
skupinami (naptiklad pfislusnosti do subpopulaci), nikoli tyto vytvarejici. V ptipad¢ paraziti
tak lze hodnotit jak mezipopulac¢ni rozdily, tak variabilitu mezi jednotlivymi hostiteli a
v ramci nich. (Small et al., 2013). Provedeni analyzy AMOVA vypocetné technickou cestou

umoziuje v dnesni dob¢ software Arlequin (Schneider et al., 2000).

3.2.3. Geneticka vzdalenost

Z hodnoty Fst lze odvodit i odhad takzvané genetické vzdalenosti (genetic distance) mezi
populacemi, odpovidajici zhruba hodnoté Fs1/(1- Fst). Pro sekvenéni data lze genetickou
vzdalennost méfit i jako prosty pocet substituci mezi dvéma homologickymi sekvencemi
(Blouin et al., 1995). Vynesenim grafu zavislosti genetické a geografické vzdalenosti mezi
populacemi lze zjistit, jestli na jejich genetické odliSeni mé vliv izolace vzdalenosti (isolation

by distance). Cim vy3§i je smérnice vysledné funkce (tedy ¢im rychleji genetickd vzdalenost

roste s geografickou), tim vyssi je vliv izolace vzdalenosti (napt. McCoy et al., 2003, obr. 5).
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Obr. 5: ukazka zhodnoceni vlivu izolace vzdalenosti (isolation by distance) na pFikladu dvou
hostitelskych ras u kliStéte Ixodes uriae

na ose x geograficka vzdalennost, na ose y odhad genetické vzdalenosti mezi lokalitami (kazdy bod znazornuje
vztah dvou lokalit.

Populace pochazejici zracki tiiprstych (Rissa tridactyla; ¢erna kolecka) vykazuje na rozdil od populace
z papuchalktl (Fratecula arctica, Sedé ctverce) vliv isolation by distance (vysledna zavislost ma kladnou
smérnici)

Z McCoy et al. (2003)
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4. Srovnani populaéni struktury s hostitelem

Srovnani evoluc¢ni historie paraziti a jejich hostiteli ma fadu vyuziti. Jednim z nich je vyuziti
paraziti pro zpfesnéni informaci o evoluéni a geografické historii hostitele (Nieberding et al.,
2004), pfipadné pomoci nich podpofit nékterou z fylogenetickych hypotéz (Hugot, 2003).
Dal$im smérem vyzkumu je vyuziti populaéni struktury z pohledu epidemiologie, napiiklad
vlivu plo$né aplikace antiparazitik (Betson and Sousa-Figueiredo, 2013; Small et al., 2013).
V neposledni tadé slouzi populaéné genetické metody k odhaleni obecnéjSich evolu¢nich

faktort ve vztahu k parazitickému zptisobu Zivota (Lu et al., 2009).

Zakladni myslenkou, kterd pfedchazi pouziti paraziti k odhaleni populaéni struktury je
postieh, ze z pohledu hostitele se genealogie parazita podoba genealogii jednotlivych genii
(Page, 1988) a za piedpokladu tizké hostitelské specifity se chova podobné (Nieberding a
Olivieri, 2007). Fylogeneze jednotlivych gent (a analogicky i parazitd, véetné jejich gentl) je
do jist¢é miry na kladogenezi hostitele nezavisla (Nichols, 2001), coz muize vysvétlovat
nékteré zdanlivé neshody mezi kladogenezi hostitele a parazita (v rdmci populace hostitelti
muze dochazet k divergencim linii parazitl, ¢imz vznikd polymorfismus nezavisle na hostiteli

—obr.6; Nieberding a Olivieri, 2007).

A B C
TRENDS in Ecology & Evoiution

Obr. 6: Vliv ancestralniho polymorfismu na vyslednou koevolué¢ni strukturu

Seda — fylogeneze hostitele, Gerna — fylogeneze parazita. Vlevo: k priméarni divergenci paraziti (E) doslo pied
divergenci hostitele, jeho kladogeneze nakonec odpovida hostiteli

vpravo: vlivem divergenci nezavislych na hostiteli doslo k nahromadéni ancestralniho polymorfismu a nasledné
v bod¢ (E) k netplnému tfidéni linii (incomplete lineage sorting) parazita pti divergenci hostitel. Diky tomu
jsou si paraziti sesterskych hostiteltt A a B méné pfibuzni nez parazité linii B a C

z (Nieberding and Olivieri, 2007)

4.1. Efektivni velikost populace
Dosti dilezitym znakem, ktery ovlivitiuje charakter populacni struktury je jiz vySe zminéna
hodnota efektivni velikosti populace (effective population size; Ng). Ne je odhad idealniho

poctu jedincl, ktery by v panmiktické populaci odpovidal dané populaci za podminek
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stejného genetického slozeni (Criscione and Blouin, 2005). Tato hodnota mnohem 1épe odrazi
pravdépodobnost genetického driftu nez absolutni velikost populace.

Hodnotu N. Vvramci paraziti nejvice ovliviluje rozdéleni populace do malych
subpopulaci. Tyka se to téch druhti, u kterych dochdzi k rozmnozovani v malych populacich
Vv ramci jednotlivych hostiteld. Jedna se naptiklad o vétSinu parazitickych hlisti (Nematoda) a
dokonce i u nékterych silné hostitelsky specializovanych ektoparazitti (napiiklad vs$i). U
takovych druhti jsou rozmnozujici se populace mensi, dochazi v nich tedy k vyssi intenzité
inbreedingu a vzriista pravdépodobnost fixace nékterych alel genetickym driftem. Lze u nich
ocekavat snaz§i vznik vyrazné populacni struktury, coz je také v nékterych ptipadech
pozorovano (Blouin et al., 1995)

Efektivni velikost populace snizuje u nékterych parazitickych organismi i moznost

nepohlavniho mnoZeni, ¢i samooplozeni (naptiklad u motolic) (Criscione and Blouin, 2005)

4.2. Hostitelské preskoky
Specifikem parazitické evoluce oproti evoluci sekvenci je moznost hostitelskych preskokd.
Pokud vsak v koevoluci daného systému prevazi, znesnadiuji rekonstrukei populacni historie
(Huyse a Volckaert, 2005). Na druhou stranu mohou hostitelské preskoky v malém mnozstvi
mit velkou vypovédni hodnotu, a naopak pfispét k porozuméni hostitelské struktury.
Takovym ptikladem je geneticka struktury lidskych vs$i (Pediculus humanus). Molekularné
geneticka prace (Reed et al., 2004) ptedpoklada na zakladé analyzy nékolika
mitochondridlnich genti divergenci severoamerické a starosvétské linie pied cca 1,2 milionu
let, tedy v dobé davno pted vznikem moderni linie Homo sapiens. Nejpravdépodobnéjsim
vysvétlenim takové populacni struktury je piimy kontakt modernich lidi s reliktnimi
populacemi Homo erectus v Asii pii migraci do Severni Ameriky a hostitelsky preskok vs§i z

H. erectus na H. sapiens.

4.3. Hostitelska specifita a jeji vychodiska
Dulezitym aspektem pii studiu koevoluce je otdzka hostitelské specifity. Jen v systémech
vykazujicich tésnou vazbu na hostitele miiZze mit parazitickd evoluce vyraznou vypovédni
hodnotu o pribéhu hostitelské evoluce. Té€sna asociace s hostitelem muze v zasad¢ vznikat
dvéma mechanismy — prvnim z nich je kodivergence s hostitelem, druhym pak morfologicka
a biochemicka adaptace na hostitele po jeho kolonizaci po hostitelském pieskoku (Kvicerova
a Hypsa, 2013). Pro koevolu¢ni studium je nejlepsi takovy modelovy systém, kde se da

predpokladat vysoka mira kodivergenci. Jedna se o systémy, kde je naptiklad z ekologickych
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davodii omezena moznost hostitelskych pteskokt, jako jsou podzemni pytlousi (Geomys a
ptibuzné rody) a jejich vsi (Geomydoecus a Thomomydoecus) (Page et al., 1995),
jednohostitelsti endoparaziti — napf. roupi u primati (Hugot 1999), ptipadné ostrovni systémy
— ektoparaziti galapazské kané Buteo galapagoensis (Whiteman et al.,, 2007a).
V poslednich letech hojné zkoumanym systémem je cirkumpolarné rozsifené klisté Ixodes
uriae parazitujici na mladatech motskych ptak pii jejich hnizdéni. Jeho zivotni cyklus
zahrnuje 4 stadia s krmenim a naslednym svlekem jen jednou ro¢né (McCoy2003). Vzhledem
ke zpisobu zivota, kdy se oblast vyskytu omezuje jen na pta¢i hnizdisté a okoli, tento druh
vytvaii hostitelsky specializované linie (McCoy et al., 2003). Jedna se zaroven o jeden z mala
hostitelsko-parazitickych systémt, u kterych byla hostitelska specializace ovéfena
experimentalné transplantacnim pokusem (Dietrich et al., 2014). Jedinci pfislusici ke tfem
hostitelskym druhim byli pfeneseni do hnizd jednoho z nich (racka tfiprstého Rissa
tridactyla). Jedinci puvodem z jinych druht vykazovali signifikantné niz§i GspéSnost pii
parazitaci a vys$i mortalitu, coz spolu se zjiSt€nou vysokou mirou odliSnosti mezi
jednotlivymi hostitelskymi rasami (zjisténou na zakladé analyz mikrosatelitovych lokust,

obrazek 7) podporuje hypotézu o jejich dlouhodobé specializaci na dané hostitele.

Obr. 7: Molekularni odli$nosti mezi jednotlivymi hostitelskymi rasami u druhu Ixodes uriae

Fst — inbredni koeficient, m — migraéni intenzita; KT — populace specializovana na racka tiiprstého (Rissa
tridactyla), PF na papuchalka (Fratecula arctica), CG na alkouna uzkozobého (Uria aalge)

z (Dietrich et al., 2014)

Na prikladu celosvétove rozsifené tasemnice Ligula intestinalis ukazuji (Bouzid et al., 2008),

Zze se oba principy mohou v koevoluci kombinovat. Ligula intestinalis je tasemnice s
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tiihostitelskym zivotnim cyklem obsahujicim planktonni korySe, kaprovité ryby a vodni
ptaky; tato studie se zaméfila na rybi mezihostitele. Ligula intestinalis tvoii dvé izolované
linie, jejichz oddéleni se patrné shoduje s bazalni divergenci kaprovitych ryb (Cemuz
odpovida i jejich hostitelské spektrum), zatimco koncové linie jsou geneticky velmi
homogenni, pfedev§im diky vysokému genovému toku zpisobenému pienosem pomoci siln¢

pohyblivych definitivnich hostitelt.

4.4, Viiv zpisobu Zivota hostitele
Vysokéd mira strukturalizace parazitické populace mize vzniknout i nezdvisle na genetické
struktufe hostitele, napiiklad diky zptisobu Zivota. (van Schaik et al., 2014). popisuje u dvou
druhti rozto¢u (Spiturnix myoti a S.bechsteinii) parazitujicich na netopyrech Myotis myotis a
M.bechsteini genetickou strukturu, ktera odpovida zpisobu zivota obou hostitelskych druht.
Oba druhy se od sebe lisi v nékolika klicovych faktorech: M. myotis tvoii vétsi kolonie,
odchovavajici samice se vyznacuji vysokou mirou filopatrie, letni kolonie vyuZzivaji zpravidla
jeden ukryt opakované a hibernujici zvifata jsou pohromadé na otevienych plochach stropu
jeskynni. M.bechsteini ma tyto charakteristiky opacné. Zivotni styl hostitele ma z pohledu
parazita vliv hlavné na miru genetického driftu a genového toku (moznosti Sifeni mezi
hostiteli). V menSich koloniich je intenzita genetického driftu vyssi, pfi hibernaci
samostatnych zvifat nemize dochazet k ptili§ velkému genovému toku. Tomuto ptedpokladu
odpovidaji 1 vysledky genetické studie téchto dvou druhit — populace S.bechsteinii se
vyznacuje vysokou mirou strukturalizace, zatimco u S. myoti nikoli (Obr. 8). U obou druhti
netopyrl se rozdily v populaéné genetické strukture nevyskytuji.
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Obr. 8 — vysledky klastrovaci analyzy pro druhy Spiturnix myoti a S.bechsteinii.
Zkratky oznacuji jednotlivé lokality, barvy oznacuji pfislusnost k danému haplotypu,
hodnota K oznacuje maximalni pocet haplotypt, které 1ze z daného souboru dat vytvorit
podle van Schaik 2014, upraveno
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4.5. Vliv mobility a horizontalniho pfenosu parazitu

Jak uz bylo poznamenano vyse, vysokd pohyblivost hostiteld, i ptipadnych volné zijicich
stadii parazitl snizuje miru genetické strukturalizace jejich populaci. Je to diky tomu, ze
usnadnuje jejich (horizontalni) pfenos mezi vzajemné nepiibuznymi hostiteli a tak zvySuje
intenzitu genového toku mezi populacemi parazitii. V piipadé parazitl s vyrazné pohyblivymi
stadii nemusi byt populaéni struktura viibec zachytitelnd, jak dokazuje studie na piikladu
parazitického kraba Dissodactylus primitivus, kdy je za disperzi na velkou vzdalennost
zodpovédné stadium planktonni larvy (Jossart et al., 2013). Baer et al., (2004) dospél ke
stejnému  vysledku u lumcika Diaeretiella rapae (Hymenoptera:Aphidiidae).
Ptikladem pfindSejicim moznost srovnani efektii rizné urovné mobility a pfenosu mezi
hostiteli je hostitelsko — paraziticky systém kané galapazské (Buteo galapagoensis) a tii jejich
ektoparaziti — kloSe Icosta nigra, luptouse Colpocephalum turbinatum (Amblycera:
Menoponidae) a pefovku Degeeriella regalis (Ischnocera: Philopteridae) (Whiteman et al.,
2007b). Icosta nigra se vyznacuje vysokou mirou pohyblivosti a schopnosti Sifeni pomoci
oktidlenych stadii prakticky nezavisle na svém hostiteli. Colpocephalum turbinatum se $iti
prevazné kontaktem dospélych hostitelll, jedna se tedy o horizontaln¢ ptfenaseného parazita,
zatimco D. regalis je pfenasena majoritné béhem hnizdéni z rodi¢t na potomstvo, tedy
vertikalné.

Geneticka analyza mitochondridlnich markert (I. podjednotka cytochrom C oxidazy— COI a
mitochondrialni ribozomalni 12S rDNA) u téchto tfi druhlt podporuje piredpoklady odvozené
Z jejich zpusobu Sifeni. V analyze 8 ostrovnich populaci nejlépe s hostitelskou populacni
strukturou korelovala populaéni struktura druhu D. regalis, méné uz v piipadé C. turbinatum.
U siln¢ mobilniho druhu I. nigra nebyla prokazana zadna korelace.

Podobné srovnani spojené s hostitelskou mobilitou pfinasi prace zameétena na hlisty kopytniki
(Blouin et al., 1995). Porovnava popula¢ni strukturu &ty druhti paraziti — Ostertagia
ostertagi a Haemonchus placei parazitujici skot, Haemonchus contortus a Teladorsagia
circumcincta z ovci a druh Mazamastrongylus odocoilei z jelence (Odocoileus virginianus) za
pouziti mtDNA. Parazité domestikovanych hostiteld nevykazuji zadné signifikantni odli§nosti
mezi jednotlivymi populacemi, zatimco subpopulace druhu M. odocoilei parazitujiciho volné
zijictho hostitele vykazuji vysokou miru strukturalizace a zaroven velky vliv izolace
vzdalenosti, nedetekovany u ov¢ich a hovézich hlistd (v tomto pfipadé¢ je geneticka
vzdalennost méfena prostym poctem substituci v mitochondrialni sekvenci). VSechny druhy
vykazovaly podobnou miru genové diverzity ve sledovaném lokusu, absenci populacni

struktury u paraziti domestikanti proto nelze pfisoudit nedostatku alel. Vysvétlenim pro
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takovou populacni strukturu je pravé mobilita hostiteld, v tomto piipadé zprostiedkovana
clovekem. Z pohledu genového toku maji domestikanti, diky dalkovym transportim v ramci
chovu, povahu extrémné mobilnich zivocicht. Prace déle rozviji epidemiologické disledky
tohoto charakteru popula¢ni struktury. Vysoky genovy tok v kombinaci s velkou genovou
diverzitou u parazitl vyrazné¢ urychluje rozsifeni rezistentnich genotypu selektovanym diky

plosné aplikaci antiparazitik ve veterindrni medicing.

4.6. Vliv zivotniho cyklu
Neméné¢ dilezitym faktorem ovliviiujicim charakter koevoluce parazitickych asociaci je
komplexita zivotniho cyklu (Nadler, 1995). Pro studium hostitelské evoluce jsou nejvice
vypovidajici jednohostitelsti paraziti ( Page et al., 1995, van Schaik et al., 2014), ktefi se

vyznacuji nejtésnéjsi asociaci s hostitelem.

Paraziti s vicehostitelskym cyklem vyzaduji z pohledu koevoluéni historie opatrnéjsi
hodnocenti (jak jiz bylo vyse naznaéeno na piikladu tasemnice Ligula intestinalis; Stefka and
Hyps$a, 2009). Na velmi vhodném modelovém systému popisuji vliv riizné¢ komplexnich
zivotnich cykla Criscione and Blouin (2004). Popisuji populaéni strukturu tii sympatricky se
vyskytujicich motolic u severoamerickych lososovitych ryb rodu Oncorhynchus. Jedna se o
druh Deropegus aspira s jednoduchym zivotnim cyklem a tfihostitelsky druh Plagioporus
shawi s vodnim cyklem zahrnujicim jako mezihostitele plze a nasledné rybami predované
planktonni korySe. Ttetim druhem je Nanophyteus salmincola s mezihostitelskym vodnim
plzem, ktery produkuje cerkarie pronikajici do ryb ptes kiiZi. Jeho definitivnimi hostiteli jsou
vodni ptaci a rybozravi savci. Na zéklad¢ analyzy AMOVA aplikované na mitochondridlni
data skutecné vykazuje nejvétsi miru populacni strukturalizace jednohostitelsky druh D.
aspina, méné strukturovana je pak populace tiihostitelského druhu P. shawi. U mololice N.
salmincola se suchozemskym definitivnim hostitelem nejsou odli$nosti mezi subpopulacemi
signifikantni. Tento vysledek odpovida teorii allogenickych a autogenickych hostitelskych
cykli formulované uz roku 1988 (Esch et al., 1988), podle které by mély byt populace
parazitli s allogenickym cyklem (tedy hostiteli obyvajici jak suchozemské, tak vodni
prostiedi) homogennéjsi nez populace s ryze vodnim (autogenickym) hostitelskym cyklem.
Jednim z moznych vysvétleni tohoto efektu je zvySeni miry genového toku, nebot’
suchozemsti hostitelé propojuji jednotlivd vodni prostiedi, ve kterych se v ptipadé ryze

vodnich cykll vytvateji lokalni formy.
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5. Zavér

Popula¢ni genetika parazitickych organism mutze za jistych okolnosti piinést jemné&;jsi
nahled na evoluc¢ni historii jejich hostiteld (Nieberding and Olivieri, 2007). Jeji studium ma
vSak oproti populacni genetice volné€ zijicich organismu fadu specifik, a to jak metodickych,
tak biologickych.

Z metodickych specifik sem patii pfedevSim statisticky aparat pouzivany pro vzajemné
porovnani hostitelskych a parazitickych struktur a modelovani koevolu¢ni historie mezi nimi
(Page 1994).

Biologickych specifik, kterd by se dala pro tak Sirokou ekologickou strukturu zobecnit,
mnoho neni, vétSinu efektd, se kterymi se v ramci hostitelsko — parazitickych struktur
setkavame, lze vysvétlit nékterou z vlastnosti konkrétniho parazitického vztahu, jako je
zivotni styl hostiteld, jejich ekologie a zplsoby pifenosu paraziti. Zasadnim faktorem
ovliviiujicim koevoluéni historii parazitickych asociaci je i1 hostitelska specifita, ovliviiujici
miru koevoluce v dané parazitické asociaci a tudiz i vhodnost daného systému pro studium
populacni struktury hostitele. Pro ucely studia koevoluce lze obecné predikovat, Zze
nejvhodnéjsi jsou ty druhy, které se vyznacuji vysokou hostitelskou specifitou, nizkou
mobilitou jak hostitelt, tak parazitickych stadii a nizkou frekvenci hostitelskych preskoki.

Jednim z divodu pro feSeni tématu této prace bylo seznameni se s metodami a jejich
potencialu pii studiu fasnikti (Insecta:Strepsiptera) rodu Stylops. Zejména z pohledu jejich
jednohostitelského Zivotniho cyklu a vysoké hostitelské specifity se jevi pro koevolué¢ni

studium jako dobry model.(Juzova, 2009, Jizova a kol.)
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