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1. Cil prace

Mezi Zelvami v Celedi Geoemydidae je celkem bézna hybridizace, zejména mezi
Ocadia. Proto se jak v zajeti, tak i ve volné ptirodé bézné vyskytuji hybridi téchto
druht.

V této praci bych chtéla na zakladé literarmich pramenti vybrat a v laboratoti
vyzkous$et a optimalizovat laboratorni molekuldrné-biologické metody a postupy, které
by posléze umoznily rutinni sekvenovani vybranych mitochondridlnich poptipadé i
jadernych genlt tak, aby bylo lze posléze geneticky charakterizovat vSechny
zakladatelské jedince zafazené do evropského programu zachraného chovu
koordinovaného prazskou zoologickou zahradou. Tato price ma vytvofit predpoklady
ke sbéru sekvencnich dat, které by umoznily identifikovat pravdépodobny geograficky
pivod zakladateli chovu, jejich genetickou vyluénost a identifikovat zjevné
mezidruhové hybridy, zejména prvnich filidlnich generaci. Pouzité metody, tj.
sekvenace omezeného poctu geni, ovSem nemohou aspirovat na detekci ptipadné
¢astecné introgese genl jinych druhti do M.annamensis, k tomu by bylo tieba pouzit
podstatné vétSiho poc¢tu jadernych markeru.

Cile mé préce jsou:

1.1. Vybrat na zakladé piedchozich studii provadénych na Zzelvach celedi
Geoemydidae a pfisluSnych dat v GENBANK vhodné geny, primery a
postupy.

1.2. Vybrat pro odbér vhodné tkané€ a izolovat z nich DNA.

1.3. Provést u n€kolika jedincii pomoci metody PCR namnozeni vybraného useku

DNA v kvalité vhodné k sekvenaci.



2. Uvod

2.1. Mauremys annamensis jako v prirodé témér vyhubeny druh

Tento druh Zelv z jihovychodni Asie se v poslednich letech stal téméf vyhubenym.
Nevi se jist¢, zda se tento druh jesté vyskytuje v ptirodé, kazdopadné od roku 1939 byl
pozorovan ve volné piirodé pouze dvakrat.?” Proto se dnes predpoklada, Ze volné tento
druh jizZ nezije. Nékolik jedincu existuje v zoologickych zahradach a vzhledem k tomu,
Ze se tomuto druhu dafi v zajeti velmi dobfe (Zelvy se v zajeti dobfe mnozi, je vysoka
lihnivost vajec a velké procento mlad’at dospéje do produktivniho véku), je zde moznost
navraceni tohoto druhu do pfirody rozmnoZenim pravé jedincii ze zoologickych zahrad.
K tomu je ale nezbytné nutné provést genetické vySetieni téchto jedinct a zjistit, zda se

opravdu jedna o M. annamensis.

2.2. Evoluce Geoemydidae

Do ¢&eledi Geoemydidae patii 73 druhd zafazenych do 23 rodi. Je to nejvétsi Celed
Zelv na svété. VétSinou se jedna o sladkovodni Zelvy (vodni a nebo obojzivelné), které
jsou rozs8ifené od Evropy a severni Afriky, do Indie a jizniho Ruska, do Indonésie a
Filipin. Kviili tomu se jim ob¢as ptezdiva Old World pond turtles. V takzvaném novém
svété — Americe se vyskytuje pouze jeden rod z této Celedi — Rhinoclemmys, ktery se
osidluje oblast od Mexika, dale na jih v Ekvadoru, Venezuele a Brazilii. '*?%***

Objevilo se nekolik praci zabyvajicich se evoluci a fylogenezi ¢eledi Geoemydidae,
ve kterych byly pouzité rizné metody. Z hlediska metod by mohly byt tyto studie
rozliSeny na morfologické, genetické a kombinované. Né&které se zabyvaly celym
komplexem Geoemydidae, zatimco jiné byly pouze intragenerické.

Prvni teorie o Celedi Geoemydidae byla od McDowell (1964) zalozena na 7
morfologickych znacich. 23 druhd v této Celedi bylo rozdéleno do &tyf rodovych
komplexii: Batagur, Geoemyda, Hardella a Orlitia.”® Dalsi teorie byla od Bramble
(1974), vychazela zpiedchozi teorie, také obsahovala 23 rodi, ale tentokrate
rozdélenych do péti rodovych komplexd. Piibyl zde novy komplex Heosemys, do
kterého byly zafazeny rody patfici diive do komplexu Geoemyda (Cyclemys, Cuora,
Pyxidea a Heosemys). Bramble rozlisil jednotlivé komplexy podle podobnosti uzavirani

pfedni &asti krunyie.'® Birkham (1975) podpotil ptedchozi dvé teorie chromosomalnimi



daty.” Prvni fylogeneticka studie s pln& rozieSenymi rodovymi hladinami je od
Hirayama (1984). RozliSoval rody podle 82 morfologickych znaki a Ctyf
chromosomalnich dat. Podle nich rozdélil celed Geoemydidae na dvé vétve:
Sirokocelistnatou (Batagur, Hardella, Orlitia) a uzkocelistnatou (Geoemyda) vétev.”

Carr a Birkham (1986) rozdélili celed’ Geoemydidae na 6 rodovych komplexi'®, pét
z nich bylo stejnych jako u Bramble (1974), ale piidali dalsi novy komplex na zakladé
allozymovych dat od Sites et al. (1984), ktera prokazala dostate¢nou odliSnost rodu
Malayemys na to, aby byl povysen na samostatny rodovy komplex.”® Rod Malayemys
byl u ptedchozich dvou teorii zafazen do komplexu Batagur.

Gaffney a Meylan (1988) podporiili Harayamovu teorii a jeho Sirokocelistnatou a
uzkocelistnatou vétev shledali na trovni podéeledi a nazvali je Batagurinae a
Geoemydinae.”

Yasukawa et al. (2001) je morfologickd studie zalozend na analyze 35
morfologickych znakidi, obsahuje vzorky z28 druhi podéeledi Geoemydinae.®
Vysledky této studie se shoduji s vysledky piedchozi teorie od Hirayama (1984). Prisli
na to, ze rod Rhinoclemys neni monofyleticky. A rod Cuora rozdélili na Cuora a
Cistoclemmys.

Honda et al. (2002) je studie, kterd zahrnuje vzorky 17 druhli z podceledi
Geoemydinae a &ty druhy z podéeledi Batagurinae.”® Analyzovali sekvence 882 bazi
dlouhého useku mtDNA, genil 12S a 16S. Primdmim cilem této studie byla fylogeneze
v rodé Cuora. Vlozili monotypicky rod Pyxidea do rodu Cuora. Doporuéili ztotoZnit
rody Cistoclemmys a Pyxidea s rodem Cuora (nasledovali to Stuart a Parham, 2004)°".
Také poznamenali, Ze rod Mauremys se zda byt parafyleticky s ohledem na Chinemys a
Ocadia, ale nenapsali Zadné taxonomické doporuceni.

Nejkompletnéjsi vzorky z dosavadnich studii tykajicich se celé ¢eledi Geoemydidae
ma studie od Spinks et al. (2004), kde pouzili 66 vzorki geoemydidi a pét vzorki
testudinidd, diky tomu, pokryli celou &eled’ Geoemydidae.> Jejich vzorky byly z 59 ze
73 druhti této Celedi a ze vSech 23 rodi. Analyzovali tfi geny, dva mitochondrialni: cyt
b a 12S a jeden jaderny: R35. Zadna jina studie neobsahovala tak velké mnoZstvi
vzorki, ani tak dlouhou sekvenovanou genovou oblast. Proto Ize studii Spinks et al.
(2004) povazovat za nejvice presnou genetickou teorii o fylogenezi c&eledi

Geoemydidae.



Podle vysledku ILD (Incongruence Lenght Diference) testu se nenasly rozdily mezi
mtDNA a nuDNA daty, nesoulad mezi mt a nu stromy by svéd¢il o hybridnim pivodu
jedince. Ale v mtDNA byly rozdilné vysledky pro cyt b a 12S. Tyto rozdily byly na
pozicich dvou rodid v ¢eledi Geoemydidae, tfi rodd v Celedi Emydidae a dvou roda
v Celedi Testudinidae, ve kterych je i nejvétsi rozdil v mtDNA. Také zjistili, Ze rody
Mauremys a Chinemys tvoii monofylum a proto Chinemys zahmuli do rodu Mauremys.

Jako nejleps$i vysledek oznacili kombinovany fylogeneticky strom sestaveny podle
ML (Maximum Likelihood), ktery je zaloZen na datech ziskany z analyz usekiit DNA
vSech tii genu, tedy cyt b, 12S a R35 (viz obr. 1).

. Indotestudo
Testudinidae
Gopherus

Manouria
Rhinoclemmys

I Mauremys (incl. Ocadia glyphistoma + 0. sinensis)

Heosemys (incl. Hieremys)
Cyclemys
| Notochelys

Leucocephalon

Sacalia

Melanochelys

I Kachuga

| Callagur
Batagur
?1 Pangshura
Hardella

Morenia

Geoclemys

l Malayemys

L | Orlitia

l Siebenrockiella

Geoemyda

Cuora (incl. Ocadia philippeni + Mauremys iversoni)

Obr.1: Fylogeneticky strom z prace Spinkse et al. (2004) zalozeny na ML analyze gent
cytb a 12S z mtDNA a rDNA a na analyze jednoho jaderného genu R35.

Byly publikovany i fylogenetické studie, které se zabyvaji pouze urcitymi
taxonomickymi skupinami, zpravidla na Grovni rodi (Sites et al., 1984;58 Iverson et al.,
1989;* Guicking et al., 2002;** Barth et al., 2003;* Barth et al., 2004;’ Stuart a Parham,
2004 ¢ aj.).



Za poslednich 16 let bylo vCiné objeveno 13 novych druhi z &eledi
Geoemydidae.”® Minimalng u tf znich byl prokdzan hybridni piivod, piedmétem
zkoumani ov§em bylo, zda se jedna o hybridy pfirodni a nebo uméle vzniklé.

Mauremys iversoni °- jedna se o hybrida vzniklého kiiZenim dvou druhd,
Mauremys mutica a Cuora trifasciata. Tyto dva druhy jsou nejcastéji chovanymi druhy
na Zzelvich farmach, M. mutica je bézné chovanou Zelvou pro maso a naopak C.
trifasciata je bézné chovana pro potieby Cinské tradicni mediciny. Tudiz se
predpoklada, Ze ke kiiZeni téchto dvou zZelvich druht doslo pravé na farméch, kde jsou
tyto druhy nejéastéj§imi zastupci Celedi Geoemydidae. Navic ve volné ptirodé nebyla
nalezena populace tohoto druhu.

Cuora serrata **- je hybrid dvou druht, Cuora galbinifrons a Cuora mouhotii. C.
serrata nikdy nebyla pozorovana ve volné piirodé a nebo objevena na trznicich, jedinci
pochézely pouze zobchodu se zvifaty, proto se usuzuje, Ze se jednd o uméle
vytvofeného hybrida.*®* Podle novgjsi teorie je C. serrata vysledkem
nékolikanasobného kiizeni mezi samci C. mouhotii a samicemi C. galbinifrons nebo C.
bourreti.’”!

Mauremys pritchardi **- vznikl hybridizaci mezi Chinemys reevesii a Mauremys

. 4 r . . . 7 ry
mutica.®* Zaznamenani jedinci pochéazely pouze z obchodu se zvifaty.

2.3. Reprodukéné izolaéni mechanismy

V Asii se vyskytuje velké mnozstvi Zelvich farem, kde jsou Zelvy chovany a
mnoZeny pro maso. Dochazi k mezidruhové hybridizaci, mize k tomu dochéazet bud'to
zcela zamémeé za Ucelem ziskani Zelvy morfologicky odli$né od ostatnich druhi, kterou
se pak farmafi pokusi prodat zpravidla americkym védcim, ktefi jsou ochotni za novy
druh Zelvy nélezité zaplatit. OvSem na téchto farmach dochazi i k nahodnému kiiZeni
druht a vzniké zde velké mnozstvi hybridi.**

Ke stejnému mezidruhovému kiiZeni miiZe dochazet i v ptirod€, ovSem zde neni tak
bézné, protoze existuje fada reprodukéné izolaénich mechanismi (dale jen RIM), které
zabranuji tomu, aby dochazelo k mezidruhovému ktiZzeni a tedy i genovému toku.®

Existuji dva typy RIM.



1) Vnéjsi RIM — Tyto mechanismy existuji v prostfedi nezavisle na existenci a
biologickych vlastnostech organismi.”*

- Geografickd izolace — Geograficka vzdalenost mize puisobit jako izolacni bariéra tim,
Ze zabranuje setkdni dvou izolovanych druhti a tudiz i jejich potencidlni mezidruhové
hybridizaci. Bez izolaéni bariéry oviem k hybridizaci mtze dochazet, ale nemusi.’
Zélezi to na tom, zda si geograficky izolované druhy zachovaly jes§té¢ schopnost
potencionélni hybridizace, zda se je§té¢ vzajemné nediferencovali dostate¢né. Populace
pivodniho druhu geograficky oddélena se mize oddélené vyvijet a v jejim genofondu
se budou postupné¢ hromadit mutace, které povedou k fenotypovému a poté i
ekologickému rozriiznéni populaci a k allopatrické speciaci.

- Casové izolaini mechanismy — Druhy se mohou vyskytovat v rozdilném ro¢nim
obdobi, mohou mit rozdilné obdobi pareni, tim nemize dojit k jejich vzajemné
hybridizaci.’> K &asové izolaci také dochazi u druhd, které maji nékolikaleté Zivotni

cykly.”

2) Vnitini RIM — Jsou to mechanismy pfimo a nebo nepfimo uréeny genotypem
organismu a vznikaji ¢i zanikaji dusledku genetickych procesi, naptiklad v disledku
mutaci, pfipadné rekombinaci. Jsou rozdéleny na dvé skupiny podle toho, kdy se
uplatiiuji, zda pted a nebo po splynuti gamet.®
a) Prezygotické RIM

Mezi prezygotické RIM patii jakékoli faktory, které snizuji pravdépodobnost vzniku
hybridnich zygot.
- Prostorova izolace - Nékteré druhy mohou zit ve stejné geografické oblasti, oviem
v rozdilnych biotopech a nebo mohou Zit ve stejné geografické oblasti, i stejném
biotopu, ale vyuzivaji naptiklad jiné Zivné rostliny, proto se budou tyto druhy méné
potkavat a je tedy i men3i pravdépodobnost, Ze se mezi sebou spafi.”
- Casovd izolace — Vyskytuje se mezi dvéma druhy, Zijicim na stejném uzemi, které
jsou ale aktivni v jinou denni dobu, proto se nemusi mezi sebou viibec potkavat.>>
- Morfologickad izolace - Mezi tyto faktory patti morfologickd odliSnost kopulaénich
organd, ktera se vyskytuje zejména u vice vzdalenych druhi a ktera zabranuje vlastni
kopulaci. Tyto odlidnosti se vyskytuji u rostlin opylovanych hmyzem® nebo tieba u

¥ o 2
¢lenovet.?
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- Vnéjsi gameticky nesoulad — Tento izolatni mechanismus existuje pouze u druhii
s vnéjSim oplodnénim, ktefi vypousti svoje gamety z téla a k oplodnéni dochazi mimo
télo samice. Pti setkdni gamet jinych druhli nemusi plsobit vzdjemna chemoatrakce a
tudiz je i pravdépodobnost oplodnéni u mezidruhové hybridizace nizsi.’ 2
- Vnitini gameticky nesoulad — Po uspé$né kopulaci nedojde k oplodnéni vajicka.
Mize se tak stat z n€kolika diivodi, napiiklad télo samice znici spermie ciziho druhu,
spermie nebudou schopny najit vajicko a nebo prorazit jeho membranu.
- Izolaéni mechanismy etologické — Tento nesoulad existuje pouze u zivocichti. Ktefi
maji ur¢ité namlouvaci a pafici ritualy, které jsou druhové odlisné. Muze se jednat
o podnéty zvukové ( rizné typy zvukového vabeni, napt. u zab), chemické (produkce
feromonti), svételné (u svétlusek) a pohybové (u hmyzu tvorba roji).’? Etologické
izola¢ni mechanismy se uplatiiuji az tehdy, kdyz se jedinci odli$nych druhi setkaji.
Z energetického hlediska jsou velice vyhodné, jedinci neplytvaji energii na pafeni a
neefektivni produkci potomstva.®
b) Postzygotické RIM

Patfi sem mechanismy, které se uplatiiuji az po oplozeni vajicka mikrogametou
ciziho druhu. Nevyhodou téchto izola¢nich mechanismi je, Ze sniZuji biologickou
zdatnost daného jedince.”
- Zygoticka mortalita — Sice dojde k uspé€$nému oplodnéni vajicka a vznikne hybridni
zygota, ale ta se déale nevyviji a odumfe.*®
- Embryondini aZ juvenilni mortalita — V jakékoli fazi embryonalniho a
postembryonalniho vyvoje se miiZze projevit naruseni funkci a vyvoje rozriznéni, které
vede ke smrti hybridniho organismu.>
- NeZivotaschopnost F1 — Vyvoj hybridniho jedince je ukoncen uspé€sné, ale hybrid
neni vybaven pro Zivot a neni pfizpisoben k Zivotu v ani jedné z ekologickych oblasti,
v kterych ziji rodige.”
- Sterilita F1 — Vyvoj hybridniho potomka byl ispé$né dokoncen, ma i dobrou fitness,
ale neni schopen se rozmnozZovat. V piipadé hybridi nebo jejich potomki v ptirodé je
sterilita mnohem &ast&j§i neZ jejich nezivotaschopnost.*®
- Sexudlni vybér — Hybridni potomci nejsou tak uspé€Snymi kandidaty pii vybéru

partneri na spafeni.*®
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- Mortalita, neZivotaschopnost ¢i sterilita hybridu v F2 — Prvni generace hybridnich

potomki je plné vyvinuta a Zivotaschopna, RIM se uplatni az v druhé generaci.”?

Tyto izolaéni mechanismy plati obecné u rostlin a Zivoéichi. U Zelv jsou urcité
vyjimky. Napfiklad u sterility F1 se uplatiiuje u vétSiny Zivo€ichii Haldanovo pravidlo.

Haldanovo pravidlo - Sterilita mlad’at postihuje vzdy heterogametické pohlavi, u
savcl je to samec nesouci chromozomy Xy.°

U zelv ale toto pravidlo neplati, stejné jako u vSech ostatnich Zivocicht, jejichz
pohlavi je uréeno teplotné a tudiz nemaji pohlavni chromozomy a nemiizeme u nich
rozli$it heterogametické a homogametické pohlavi. Proto je také pravdépodobné, Ze se
v téchto taxonomickych skupinach bude rodit vice fertilnich mlad’at nez v ostatnich.

Obecné v ¢eledi Geoemydiae se zda, Ze jsou izola¢ni mechanismy celkem slabé,
v roce 2005 bylo zdokumentovano 19 piipadi hybridizace a to i mezi fylogeneticky
vzdalenymi jedinci této Geledi.'> Proto lze i u druhi M. mutica a M. annamensis
predpokladat, Ze nejsou téméf zadné RIM vzhledem k tomu, Ze jsou to velmi pfibuzné
druhy. V literatufe nejsou Zadné znamé dikazy o uplatiiovéni prezygotickych RIM
u volné zijicich jedinci. Casti jejich populaci obyvaji stejnou geografickou oblast
i stejné biotopy. A zetologického hlediska jsou si oba druhy také velmi podobné.
Samice se zpravidla spafi se samcem, ktery je dobfe viditelny, coZ byva zpisobeno
zpravidla svétlymi pruhy. Ani o uplatiiovani postzygotickych RIM u téchto druht
neexistuje v literatufe Zadny zdokumentovany ptipad, z toho lze usuzovat, Ze jsou si
tyto druhy podobné i z fyziologického hlediska. Proto je zde mozny vyskyt hybridnich

jedincu.

2.4. NaruSeni RIM: Hybridizace

Drtive se pfedpokladalo, Ze zvifata hybridizuji jen velmi ziidka v pfirodé€, proto se
ani neuvazovalo, Ze by byla ptirozena hybridizace dilezita v evoluci zvifat."> Ale
pozdéji se dosSlo k vysledkim, Ze zvifata hybridizuji mnohem <astéji, nez se
pfedpokladalo a Ze to mizZe vést k introgressi. Introgresse je pohyb genli mezi druhy
zprostiedkovany zpétnym kiiZzenim.?

K hybridizaci dochazi pti poruSeni izolaénich mechanismi za pfispéni lidské

ptitomnosti.*’ Proto se pfedpokladalo, ze k hybridizaci pravdépodobnéji dojde u druhi

12



allopatrickych, kde piivodni populace byla oddélena, geograficky izolovana a vznikly

3' Pokud budou tyto druhy uvedeny do kontaktu, mohli by spolu

nové druhy.
hybridizovat. U sympatrickych druhii, které se vyvinuly z plivodni populace bez
predchozi geografické izolace, se o¢ekavalo, Ze si vyvinuly izolaéni mechanismy proti
hybridizaci, ale mnoho studii ukazuje, Ze hybridi jsou i mezi sympatrickymi druhy. *2

Historicky bylo obtizné detekovat zviteci hybridy, obvykle méli par morfologickych
odlisnosti od jednoho z rodit a nebo morfologické znaky mnoha druhii.® Rozpoznavani
hybridi se zjednodusilo a zpfesnilo s vyvojem a pouzivanim molekularnich technik.'?

1) Nemolekularni metody rozpoznavani hybrida — pouZivaly se zejména dtive pied
objevenim molekularnich technik, ale nékteré z téchto metod jsou dodnes pouzivany.*'
Studie pouzivajici tyto metody ur¢ovaly hybridy podle morfologickych znaki, nebo
jinych vlastnosti jako tfeba vydavanych zvukd, cytotypt a nebo feromont. U Zelv se
bézné pouzivala a dodnes pouzivd metoda urCovani podle morfologickych znakd.
Zelvam se méii délka krunyfe a jeho $itka v rizné délce, velikosti $titkdi na plastronu,
zjiSt'uje se barva karapaxu a plastronu a vzory na nich.

- M. mutica ma hladky karapax a plastron je oznacen né€kolika stfedné

velkymi skvrnami, ma jeden svétle Zluty pruh na krku, ktery se nesaha dal nez

k o&im.”’

- M. annamensis ma Cerny karapax, plastron je oznaeny mnoha ¢ernymi

skvrnami a ma dva az tfi zluté pruhy na krku, které se nachazi i na hlaveé a

setkavaji se na $picce nosu.”’

Tyto metody maji ale i své nevyhody, které je limituji. Hybridi maji znaky, které
jsou vzhledové mezi znaky dvou druhti, oviem v ramci nékterych taxonii mizou byt
jedinci vzhledové riiznorodi a proto miize byt obtizné urcit, zda se jedna o hybrida a
nebo jen o vzhledové odlidného jedince.® A samoziejm& je nemozné pomoci téchto
metod uréit, zda se jednd o F1 hybrida a nebo o hybridniho jedince, ktery dostal
hybridni geny od svych jinych pfedchtidct nez od rodict.

2) Molekularni metody rozpoznavani hybridi — v Sedesatych letech byla objevena
allozymova analyza. Je to elektroforetickd metoda, vyuZivajici prostupnost DNA, na
zékladé rizného molekulového uspofadani, naboje ¢i presné nukleotidové sekvence.
Tato metoda je uzivana v mnoha studiich (Parham et al., 2001 ;30 Georges et al., 200148).

V roce 1985 byla objevena metoda polymerase chain reaction (dale jen PCR), ktera
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znamenala revoluci v evolu¢ni biologii. Dnes existuje velké mnozstvi obmén a riiznych
vylepSeni této metody, pfi uréovani hybridi se béZné pouziva technika mikrosateliti
(pouzita napiiklad ve studii Burns et al., 2003)'* a nebo ISSR-PCR (ve studii Schilde et
al., 2004)°®. Pfi téchto metodach se amplifikuje nejen tisek mtDNA, ale i jaderné DNA.
Protoze mtDNA je dédéna vyhradn€ po matce, nedostali bychom analyzou
mitochondridlnich geni Zadné informace o pifipadné hybridizaci se samcem jiného
druhu.

V dnes$ni dobé se ve vétSiné studii pouziva piimé sekvenace PCR produkti nez
elektroforetickych metod (poziti PCR ve studiich: Parham et al., 2001;>°
2003;* Barth et al., 2003;* Burns ef al., 2003;'* Spinks et al., 2004;> Fritz et al., 2005;”

Barber et al.,

Spinks a Shaffer, 2007)®. Tato metoda poskytuje mnoho udaji, které neni mozné zjistit
pomoci morfologickych metod. Ve vétSin€é studii se pouzivda sekvenace
mitochodrialnich gent, protoZe se s nimi 1épe manipuluje a jsou po&etné.’’ Problém je,
Ze mitochondridlni DNA je materlinedrniho ptivod a tudiZz se nezucastnila procesu
rekombinace a slouzi tedy jen k Gc¢elu ur€ovani druhu matek jedince. K tomu, abychom
byli schopni urcit stuperi hybridizace nebo introgresse je nutné provést sekvenci i
nuklearniho genu, obzvlasté nekddujici oblasti introny jsou bohaté na mutace, které se
v nich hromadi rychleji, nez v kédujici oblastech exony.?**’

Mezidruhova hybridizace také ovlivnila vyvoj zvifecich druhli, ovSem je velmi
diskutabilni, do jaké miry ho ovlivnila."® Mnoho druht mé pravddpodobné& hybridni
pivod. Diky hybridizaci vznikaji nové kombinace geni a alel, které mohou vést k vétsi
adaptibilit¢ a diversifikaci. V ptipadé€, kdy jsou oba rodi¢e dokonale pfizpisobeni
prostfedi ve kterém ziji a setkaji se v tzv. hybridni z6nég, kde hybridizuji, se mize stat,
Ze hybrid bude mit znaky n¢kde mezi znaky svych rodi¢d a nebude tudiz tak dobte
ptizplisoben ani do jednoho z téchto prostfedi. Ale pravé diky tomuto se stane vice
univerzalnim a schopnym osidlit vhodné oblasti, zména ptirozeného prostiedi mu muze

piinést vyhody, jaké ostatni druhy nemaji.’ A to miZe vést k evoluci nového druhu."’

2.5. Diivody ohrozeni
Témeét vSechny druhy asijskych Zelv €eli v dne$ni dobé vyhynuti. Je to zpiisobeno
mnoha divody, ale nejzavaznéj$i je nejspi§ Cinsky trh s Zelvim masem a poptavka

¢inské tradi¢ni mediciny. Dokonce se objevily i nazory, Ze potfeby ¢inského trhu jsou
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prvotni pfic¢inou vyhubeni Zelvi populace v Asii.* V zemich jizni a jihovychodni Asie
jsou Zelvy loveny ve svych piirozenych prostiedich a jsou exportovany ptes Hong Kong
do Cinské Lidové Republiky, kde se prodavaji vétsinou nelegalné na &inskych trznicich
(M. annamensis byla dfive ¢as od ¢asu nalezena na trznicich, ale posledni roky uz ne).
Hlavnimi exportnimi zemémi jsou Myanmar, Malajsie, Indonésie (hlavné Sumatra) a
Vietnam.' Cena jedné Zelvy na tomto trhu miize dosahovat aZ n&kolika tisic americkych
dolarii, odviji se zpravidla od vzicnosti vyskytu daného druhu.*® Z tohoto divodu je
povolani lovce Zelv velmi lukrativni a mnoho drobnych zemédélcti a chudsich lidi se
jim dobrovolng stava. Lovna sezona je v dobé pafeni tedy od dubna do zafi.”!

Dalsimi faktory, diky kterym se Zelvi populace v Asii zmen3uje je tieba osidlovani a
odvodriovani oblasti pro zemédélské nebo hospodarské ucely, které provazeji nedavnou
ekonomickou reformu v Cin&.** Timto procesem piichazeji Zelvy o své pirozené
prostedi a svoje kladi$té. Problémem je téz Casté uzivani chemickych hnojiv a pesticidi
v zeméd¢€lstvi a jejich hromadéni v pud€, coz zplsobuje kontaminaci prostiedi, kterd ma
Skodlivy vliv na zelvi populaci.

12 z 16 nejvice ohroZenych druhi Zelv patii do ¢eledi Geoemydidae. A jeden druh

z této Celedi je dokonce povazovan za vyhynuly — Cuora yunnanensis.

2.6. Problém komplexu Mauremys annamensis a Mauremys mutica a prehled
dosavadnich znalosti o genetice této skupiny

Rad: Testudines

Celed: Geoemydidae

Rod: Mauremys

Do tohoto rodu patii sladkovodni Zelvy, které obyvaji pomémé rozsahlé oblasti
od severozapadni Afriky, jizni Evropy a Stfedniho Vychodu déle na vychod az po
Japonsko. Doriistaji pomérné malé velikosti, délka jejich krunyte se pohybuje v rozmezi
od 18 do 25 cm.

V ramci Celedi Geoemydidae existuje monofyleticka skupina, do niZ patii tfi rody:
Mauremys, Chinemys a Ocadia. Z nichz rod Mauremys je parafyleticky. V této skupiné
jsou 4 genetické linie (rozdéleni podle studie Barth et al., 2004)°:

1) Mauremys japonica + Chinemys + Ocadia

2) Mauremys annamensis + Mauremys mutica
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3) Mauremys caspica + Mauremys rivulata

4) Mauremys leprosa

Uz z tohoto rozdéleni je patrna blizka geneticka ptibuznost mezi M. annamensis a
M. mutica, tato ptibuznost byla piedpokladana v nékolika studiich (Iverson a McCord,
1994;* Yasukawa er al., 2001)®° a pozdgji i potvrzena studii od Barth ez al. (2004)’.
Dal§im piedpokladem bylo, Zze druh M. mutica je ve vztahu k M. annamensis
parafyleticky, coz potvrdila studie Feldman a Parham (2004)*2. Zjistili rozdily
v piibuznosti mezi M. annamensis a M. mutica z Ciny a z Vietnamu (Hainanské
provincie). Pfisli steorii, Ze Vietnamskd M. mutica je hybridnim mladétem samce

¢inské M. mutica a samice M. annamensis, kvili malému rozdilu v mtDNA.

23. annamensis (farm)
6. annamensis (trade sewure)
4.annamensis (trade seizure)
2.annamensis {farm)
8.annamensis (market)
— 21.annamensis (pet trade} ,n,,‘?;‘m,
22.annamensis [trade seizure)
18.annamensis {trade seizure)
97:94/,0 20.annamensis (trade seizure)
1 sis (farm)
7.annamensis (trade seizure)
-t/ A, B 19.annamensis {trade seizure)
31.mutica (farm)
32.mutico (faem) true mutica
Loweziza | [— 29.mutica (eastern China, typa locaiity) clade
L 28. mutica ifarm)
] L 27.mutica (farm)
o —2Llj;murim (trades)
V1.mutica (farm}
13. mutica (Hainan)
15. mutica (Hainan) Hainan
TINA 17, mutica (market} mtica clade
[—— 14.mutica farm)
——16.mutica tfarm)
12. mutica (farm)
. 0.001 sub/site

Obr. 2: Fylogram zobrazujici vysledky ML analyzy R35 jaderného intronu
Tuto teorii dale rozpracovali Fong et al. (2007)?’, kteti vysvétlili genetickou

odliSnost a hlavni genetické skupiny uvnitf mutica komplexu, zjistili velky

mitochondridlni rozdil mezi dvéma mutica vétvemi (Cinska-prava mutica a
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vietnamskd). Podle mt a nuDNA stroml je M. annamensis vlozend do mutica
komplexu. Podle mtDNA stromu je M. annamensis blize ptibuzna vietnamské
M.mutica, zatimco podle nuDNA stromu je vice pfibuzna ¢inské M.mutica (viz obr. 2 a
3).

Rozdily v topologii mohou byt zplsobeny biologickymi faktory (introgresse,
pretrvavani polymorfismu pfedkid) nebo lidskymi faktory (pfesidlovani, uméla
hybridizace). Fong et al. (2007)*’ také predpokladaji, ze M. annamensis miize mit v&tsi
rozsah, nez se doposud zjistilo. Tento pfedpoklad zakladaji na genetické odliSnosti
vramci tohoto druhu, analyza mtDNA je ptivedla ke dvéma mitochondridlnim
podvétvim. Coz nastolilo otazku, zda i v ramci komplexu annamensis jsou genetické

skupiny tak jako v komplexu mutica.

1.annamensis [farm)

o374 59| 2-@Inamensis (farm)
3. annamensis {trade seizure)
4_annamensls {trade seizure)

S. hybrid with Cwova {tarm) annamensis
WY L 6. annamensis (trade seizure) subclade 1
::4 7.annamensis (trade seizure)
10 | 8.annamensis {market)
_{ 9. mutica {trader)

0.mutica (trader)

11, mutica ifarm)
12.mutica {farm)

13. mutica (Hainan) Hainan

TS5/ 63 SvE d

14. mutica {farm) subclade
13. mutica (Hainan)
Hainan-Vietnam clade 16.mutica (farm)
100/10041.0 17.mutica {market)
18, anr h (trade ses )

A

19. annamensis (trade seizure}
1596100 20. annamensis (rade selzure)
21.annamensis (pet trade) annamensis
22 annamensis {trade seizure) subclade 2
23, annamensis (farm)
24.annamensss (farm)
25.annamensis |trade seizure}

— 6.2-7.5%

26. mutica (farm)
27.mutica farm)
Y wvsngl | 28 mutica (farm)
29. mutica (eestern Ching, type locality)

true mutica clade 30.mutica (faeen)
1oriew9 | & 3. mutica ifarm)
32, mutica farm)

— 0.005 subvysite

Obr. 3: Fylogeneticky strom podle Fong et al. (2007)*’, ukazujici vysledky ML analyzy
mitochondridlni DNA
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Mauremys annamensis

Tato zelva také byva obcas oznaCovana jako zelva annamska, v angli¢tiné
pouzivany obecny nazev leaf turtle a nebo annamemys annamensis, 1 kdyz toto oznaceni
se pouzivalo spiSe dfive, nez byla tato zZelva spravné taxonomicky zarazena do rodu
Mauremys (dtive byla tato zelva chybné zatazena do rodu cyclemys). Jde o pomémné
nedavno objeveny a identifikovany druh, posledni objeveny druh z rodu Mauremys.

Vyskyt Mauremys annamensis je znam pouze v centralnim Vietnamu, ale i1 zde byla
naposledy pozorovana od roku 1939 pouze dvakrat.”” Diky své omezené distribuci dnes

patfi mezi jeden z nejohrozenéjSich druhi na svété.

Obr. 4: Mauremys annamensis

Prostfedim vyskytu tohoto druhu jsou zejména jezera, rybniky, mocély, slepa
ramena fek a mokfady, kde je dostatek husté vegetace, ve které se mohou schovavat
pred svymi predatory a kde se zaroven vyskytuje dostatek potravy. Ve volné piirodé
jsou tyto Zely prakticky vSezravé, zivy se drobnymi zivoCichy, $neky, zbytky zvifat, ale
1 rostlinami a spadlym ovocem.

Barva jejiho karapaxu je tmavé hnéda, misty piechazi az do ¢erného odstinu. Na
karapaxu se nevyskytuji napadné barvy. Oproti tomu ma plastron pomémé vyrazné

zbarveni v odstinech oranzoveé-zluté s cernymi skvrmami na kazdém Stitku, které tvofi
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dva lateralni pruhy po celé délce plastronu. Celkovy tvar krunyfe je zplostély a protahly.
Nejvyrazné€j$im znakem této Zelvy jsou bezesporu jeji tfi svétle zluté pruhy. Prvni
z nich ma tvar V, zacina na vrchu hlavy a pokracuje ptes spanky po celém krku. Druhy
z nich je $irsi a jasnéj$i, zacind u nosnich direk a odtud pokracuje po celé délce krku.
Posledni z nich za¢ina zhruba uprostied horni Celisti a rovnéZ pokracuje po celém krku.
Spodek hlavy i krku ma Zlutou barvu. Jejich o¢i maji Zlutou barvu a uprostfed jsou
pfetnuty vodorovnou ¢ernou linkou.

Vyskytuje se zde pohlavni dimorfismus, samci maji del$i a $irSi ocas nez samice.
Dodnes se vi velice malo o paticich zvycich tohoto druhu.

Tento druh je na listu Turtle Conservation Fund jako ohroZeny. Také je zafazen do
Apendixu Il na seznamu The Convention on International Trade in Endangered Species

of Wild Flora and Fauna (déle jen CITES).’

Mauremys mutica

Toto je dal$i zastupce rodu Mauremys, jemuz se také fika yellow pond turtle, vyskytuje
se v §irokém pobieznim pasmu ve stiedni a jizni Ciné, v severnim Vietnamu, jiznim
Laosu a Thaiwanu. Kromé tohoto pasma obyva téz jeden z japonskych ostrovi, ostrov

Yaeyama.

Obr. 5: Mauremys mutica

Piirozenym prostiedim jsou zatoky, baziny vétSiny vodnich cest, mokiady a

zatopena pole. Ve volné piirodé jsou vSezravci, zivi se prakticky vSemi drobnéj$imi
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Zivocichy, které najdou ve vodg¢, ale také i fasami, travou, vodnimi rostlinami a spadlym
ovocem.

Délka krunyfe samic dortista do maximalni délky 17 cm. Krunyft méa podlouhly
ovalny tvar a je zplo§tély, jeho zvlaStnosti u tohoto druhu je, ze je SirSi vzadu nez
vepiedu. Prevladajici barva na krunyii je hnéda az cernd, barva karapaxu je velmi
riznorodd a zpravidla se 1i§i u jednotlivych poddruhl. Plastron je oranzové-zluty
s cernymi skvrnami podél okraji kazdého S$titku. Karapax a plastron jsou spojeny
mostem, ktery ma stejnou barvu jako plastron a na kazdé strané krunyfe je oznacen
dvéma ¢ernymi skvrmami. Hlava je stiedné velka v barvé od $edé po hnédocernou.
Tento druh ma typicky kratky nos, jakoby zplostély, podle které¢ho dostal své jméno —
mutica. | Mauremys mutica ma §ir$i svétle zluty pruh, tdhnouci se od zac¢atku krku az
k o¢im po obou stranach, ale na rozdil od mauremys annamemys kon¢i tyto dva pruhy u
oc¢i a nesetkavaji se na nose. Spodni ¢ast hlavy a krku a dolni okraj horni Celisti ma
svétle Zluty. Ma velké a hnédé o¢i. Koncetiny maji Sedou az olivovou barvu seshora a
Zlutavou zespoda.

U M. mutica se vyskytuje stejny pohlavni dimorfismus jako u M. annamensis —
samci maji delSi a tlustSi ocas. Samice byvaji pohlavné dospélé okolo Sestého roku
zivota. K pareni dochazi v bfeznu a nebo dubnu a pozdéji v ¢ervnu a nebo v Cervenci
kladou samice vajicka do hnizd, ktera si vyhrabavaji na vodnich bfezich. Maximalné
kladou osm vajec, kterd jsou ovalna a stfedné velka. Podle teplotnich podminek se
odviji délka inkubaé¢ni doby, ktera je od 64 do 96 dni.

Diky $irokému roz§ifeni tohoto druhu se u néj vyskytuje dva poddruhy, které se od
sebe vzajemné lisi podle toho, v jakém prostredi Ziji.

M. m. mutica — hlavni rasa, jsou ocelové Sedy, maji téméf cely cerny karapax a
plastron.
M. m. kami — svétle hnédy karapax, mensi ¢erné skvrmy na plastronu, neobvykly
pohlavni dimorfismus (samci jsou vét§i neZ samice)
Ackoliv je tento druh Siroce rozsifen, v pfirodé neustile ubyva jeho jedinci a

pravdépodobné se velmi brzy stane vzacnym.’
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2.7. Metoda PCR a jeji uplatnéni v praxi

Metoda PCR (Polymerase chain reaction) byla vyvinuta Karym B. Mullisem
v Cetus Corporation v Emeryville v Kalifornii. Kary B. Mullis byl za tento objev v roce
1993 ocenén Nobelovou cenou za chemii.

PCR je enzymaticka amplifikace DNA in vitro syntézou mnoha kopii vybrané
sekvence DNA v cyklické reakci o tfech teplotnich cyklech.

V prvnim cyklu pii optimalni teploté¢ 95 °C je nejprve dvouvldknova molekula
DNA rozpletena na jednotlivé templatové molekuly DNA, které slouzi jako matrice pro
amplifikaci DNA. Nemusi byt znama cela nukleotidova sekvence cilového useku, ale
musi byt znamé kratké sekvence na obou koncich useku. K tomu, aby bylo mozné
amplifikovat vybrany usek, je nutné ho oznacit a to na obou stranach. Proto se pouzivaji
kratké oligonukleotidové sekvence DNA — primery. Primery jsou komplementarni ke
kratkym usekim DNA na obou koncich cilového useku, jsou zhruba 20 az 30 bazi
dlouhé a nesmi by byt mezi sebou komplementarni, aby nedoslo k navazani primerti na
sebe. Primery se navazi na oba konce vybraného iiseku DNA a syntéza novych vldken
za¢ina od nich. Tato syntéza je katalyzovana termostabilni DNA polymerazou, probiha
vzdy od 5° ke 3 konci. Béhem prvniho cyklu jsou syntetizovany delsi Gseky , protoze
syntéza probihd az za cilovou oblast DNA. V dalSich cyklech probiha syntéza ptrevazné
cilové oblasti oznacené primery. Asi nejéastéji pouzivanou termostabilni polymerazou
je Taq z bakterie Thermus aquaticus, dal§imi pouzivanymi jsou Ifl, Tbr a Tth, vSechny
s 5°—3° exonukleasovou aktivitou.

Pii PCR se obvykle objem reakéni smési pohybuje v rozmezi od 20 do 100 pl. Pfi
ptipravé reakéni smési se postupné do ependorfek pipetuje ddH20, PCR pufr (obsahuje
Tris-HCI, KCIl, popiipad¢ acetamid, albumin, Zelatinu a nebo Tween-20), hofecnaté
kationy, deoxynukleotidtrifosfaty dNTP, primery, polymerdza a nakonec vzorek
izolované DNA.

Teplotni faze reak¢niho cyklu:

1. faze — denaturace DNA, optimalni teplota 95°C
2. faze — nasedani primert, obvykle teplota mezi 50°C az 55°C

3. faze —syntéza DNA, teplota mezi 70°C az 74
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Pied prvnim reakénim cyklem probihéd del§i denaturace, ktera trva fadové nékolik

minut. Pocet cyklu se obvykle pohybuje mezi 15 az 30 cykly, ale je mozné opakovat

cyklus i vicekrat. Pfi poslednim cyklu je reakce ukon&ena a teplota klesne na 10°C.”'

Tab. 1: Zobrazuje studie tykajici se rodi ¢eledi Geoemydidae, ve kterych byla pouzita

metoda PCR:
Studie Sledované rody Pouzité markery Délka useku
Stuart a Parham, |Ocadia, Serrata R35 1156 bp
2007
Feldman a Mauremys, Cuora | COI + ND4, tRNA- 700 + 900 bp
Parham, 2004 Thr,His,Leu
Stuart a Parham, |Cuora COI + ND4, tRNA 897 + 892 bp
2004
Prashag et al., Batagur, Callagur, |cyt b, tRNA-Thr cca 300 bp
2007 Hardella,
Kachuga,
Pangshura
Spinks a Shaffer, | Cuora COI, cytb, NDI1, ND2, ND4, (cca 15,8 kbp
2007 CR, 128
Diesmos et al., [Heosemys cytb + R35 1174 + 1076 bp
2005
Shi et al., 2005 | Cuora ND4, tRNA 841 bp
Buskirk et al., Mauremys, COI + ND4, tRNA 700 + 900 bp
2005 Sacalia
Barth et al., Mauremys cyt b, tRNA-Thr 1080 bp
2004
Fritz et al., 2006 | Mauremys cyt b, tRNA-Thr + Cmos cca 300 + 600
bp
Leetal,2007 |Kachuga 128, 168, cyt b, Cmos, Ragl, (4015 bp
Rag?2
Fritz et al., 2005 | Mauremys cytb 1100 bp
Honda et al., Cuora, Pyxidea, 12S, 16S 882 bp
2002 Cistoclemmys
Parham et al., Cuora COI + ND4, tRNA- 700 + 900 bp
2001 Thr,His,Leu
Fong et al., 2007 | Mauremys R35 + ND4, tRNA- 1133 + 892 bp
Thr,His,Leu
Schilde et al., Cyclemys, Ocadia [cyt b 1036 bp
2004
Spinks et al., cela Celed cytb +R35+ 12S 1140+ 712 +
2004 Geoemydidae 400 bp
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Pomoci metody PCR lze amplifikovat vybrané oblasti DNA, které mohou byt
posléze pouzity k analyze genetické piibuznosti a fylogeneze zivo¢isnych druhi. Geny
se zpravidla voli podle toho o jaky typ studie se jednd. Pokud se jedna o intagenerickou
studii, uptednostiiuje se analyza tzv. rychlejSich geni, ve kterych se rychleji hromadi
mutace. U studii tykajicich se vétsiho genetického komplexu se pouzivaji geny
pomalej$i. V ramci Celedi Geoemydidae byla tato metoda celkem hojné pouzivéana,
v tabulce 1 se nachazi prehled o tom, jaké geny u jakych rodi byly namnoZzeny.

V posledni dobé se objevily nové typy PCR, které se zacaly pouzivat i ve studiich
tykajicich se ¢eledi Geoemydidae:

Real-time PCR je zaloZzena na klasické PCR, ale narozdil od ni je mozné
monitorovat priristky béhem kazdého cyklu, Kdezto u klasické PCR se detekuje az
findlni produkt. Toto monitorovani je umozZnéno diky fluorescen¢ni sondé€, ktera
obsahuje oligonukleotidovy fetézec, diky némuz se vaze na nasyntetizovanou DNA. Na
oligonukleotidovém fetézci jsou vazany fluorescenéni barvivo a zhaseg. Cim je vétsi
vzdalenost mezi nimi, tim je vétSi fluorescence. Tedy uroven fluorescence odrazi
nasyntetizovanou DNA. Tato metoda se provadi na termocyklerech, které obsahujicich
optiku umoziujici excitaci substrati a naslednou detekci fluorescence. Fluorescenéni
znaceni bylo pouzito naptiklad v Barber et al. (2003).°

ISSR-PCR je metoda pti které se amplifikuje isek DNA leZici mezi dvémi stejnymi
miktosatelitnimi sekvencemi, které jsou umistény v fetézci DNA v opa¢nych smérech.
Mikrosatelity jsou kratké opakujici se sekvence nékolika nuklotidd (1-4) nachazejici se
v celém genomu, které se 1iSi poctem opakovéni. Mikrosatelity se vyskytuji pouze
u eukaryot. Pfi této metod€ se pouzivaji mikrosatelitni primery. Byla pouzita napiiklad

ve studiich Fritz ef al. (2005)*°, Schilde et al. (2004)>® nebo Burns ef al. (2003)".

23



3. Materialy a metody

3.1. Pouzité chemikalie

Ke skladovani DNA vzorki byl pouzit 96% EtOH. Pro izolaci DNA ze vzorki byl
pouzit DNeasy Blood and Tissue Kit, ktery obsahuje Buffer ALT, Buffer AL, Buffer
AWI1, Buffer AW2, Buffer AE, proteinasa K, vse od vyrobce Qiagen.

Pfi metodé¢ PCR byly k amplifikaci DNA pouzity primery L-ND4 a H-Leu od firmy
Generi-biotech, 5 U/ml Taq polymeraza, ddH,O, 10mM roztoky deoxyribonukleotidd,
50mM roztok MgCl, a Buffer na PCR vse od firmy Fermentas.

Pfi gelové elektroforéze byly pouzity nasledujici chemikalie agar6za, TBE pufr,
ethidiumbromid, délkovy standard GeneRuler™ 100bp DNA Ladder a Barvivo Loading

Dye objednané od firem Serva, Sigma a Fermentas.

3.2. Pouzité prFistroje
Termocykler: TC-312 (TECHNE)
Centrifuga: minispin (Eppendorf)
Vortex: minishaker MC2 (Kika)

3.3. Pouzité metody

3.3.1. Vybér vhodného dseku pro amplifikaci

Metodu PCR jsem se rozhodla vyzkouSet u jednoho mitochondridlniho genu.
Doposud se v publikacich objevily amplifikace celych gent a nebo jejich ¢asti. Jako
mitochondridlni molekuldrni markery byly pouzity tyto useky:

COI (cytochrom c oxidazova podjednotka I)

ND1 (nikotinamidadenindinukleotid dehydrogenazova podjednotka 1)

ND4 (nikotinamidadenindinukleotid dehydrogenazova podjednotka 4)

cyt b (cytochrom b)
(Seznam publikaci a pouzitych markeri v tabulce 1 v kapitole 2.7.)

Patmé nejéastéji pouzivanym mitochondridlnim markerem, se stal pravé cyt b, ktery
se béZzné€ pouziva nejen u Celedi Geoemydidae. U rodu Mauremys byly nejCastéji

izolovany dva mitochondridlni markery a to sice cyt b a ND4. Z téchto dvou oblasti
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jsem si vybrala ND4, vzhledem k tomu, Ze jiz bylo provedeno uspé€$né amplifikovani
tohoto genu pfimo na druzich M. annamensis a M.mutica ve studii od Fong et al.
(2007)*’.

Rozhodla jsem se pouzit i stejné primery jako v této studii:

L-ND4: 5‘-GTAGAAGCCCCAATCGCAG-3¢

H-Leu: S5-ATTACTTTTACTTGGATTTGCACCA-3¢

Pomoci téchto primerti se amplifikuje isek DNA dlouhy 892 bézi, v némz jsou

obsazeny sekvence pro celé geny ND4, tRNA-His, tRNA-Ser a ¢ast genu tRNA-Leu.

3.3.2. Vybér vhodné tkané a odbér vzorku

Existuje nékolik moznosti, z ¢eho lze izolovat DNA. Je mozZné izolovat DNA z tkani
organi nebo ze svaloviny, ovSem je to dost invazivni zdkrok pro zvife a proto se tato
metoda izolace pouziva zejména u muzejnich exponatl a nebo uhynulych zvirat.

Asi nejjednodussim zptusobem je izolace z krve. U Zelv se odebira krev injekéné
z kostr¢ni artérie na ocasu. OvSem tento odbér vyzaduje vhodné podminky, zna¢nou
zruénost a zkusenost s timto druhem odbéru, navic zvife nesmi byt stresované. Pokud je
zvite stresované a citi se ohroZze, stdhnou se mu cévy. V tomto piipad¢€ je u Zelv, jakozto
u chladnokrevnych zivo€ichi, odbér krve témét nemozny. Proto byvéa ponékud obtizné
ziskat dostate¢né mnozstvi vzorku krve.

Dal8i moznosti je izolace DNA ze slin. Sliny se odebiraji bukdnimi stéry ustni
dutiny. Tato metoda je ovSem u Zelv téméf nepouzitelnd vzhledem k tomu, Ze Zelvy
dokazi zatahnout svoji hlavu do krunyfe, v piipadé€ Ze se citi ohrozeny.

Izolaci DNA lze provést z krycich tkani, jako je kiZe, Supiny nebo i drapy. U zelv
jsem zvolila izolaci DNA z odsttizenych drapki. Jejich odbér neni invazivni a zvite
neni pfili$ stresovano. navic je odbér snadny a Gcinny.

Vzorky se davaji do sterilnich ependorfek naplnénych 96% EtOH, pokud se jedna o
krev, je objem EtOH 2/3 a objem krve 1/3 z celkového objemu ependorfky, nej€astéji

pouzivany objem je 1,5 ml. Ependorfky se vzorky se skladuji v lednici.
3.3.3. Izolace DNA ze vzorka pomoci DNeasy Blood and Tissue Kit

K izolaci jsem pouzila komeréné dodavany kit DNeasy Blood and Tissue Kit a

postupovala jsem piesné podle navodu k nému piilozenému. Nejprve se malé kousky
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drapkil nechaji inkubovat v roztoku ze 180 pul pufru ALT a 20 pl proteinasy K pii 56°C,
aby se tkan enzymaticky rozlozila. ProtoZe se keratin obtizné lyzuje, inkubace trva i
nékolik hodin, k urychleni tohoto procesu se muze tkan rozruSovat i mechanicky,
napiiklad ob¢asnym promichanim na vortexu. Poté, co se vzorek dokonale lyzuje, se
ptida 200 pl 96% EtOH a 200 pl pufru AL. Pomoci specidlnich zkumavek
s membranou, které jsou soucasti kitu se filtruje v centrifuze. Vzorek DNA se zachyti na
membrang, ktera se postupné promyva pufry AW1 a AW2, aby se odstranila proteinasa
a pufry. Nakonec se membrdna promyje pufrem AE, timto krokem se DNA vymyje
z membrany a dostane se do roztoku pufru AE, coz je obdoba ddH,O.

Zda vzorky skutecné obsahuji izolovanou DNA lze ovéfit pomoci rozdéleni na
agar6zovém gelu. Na piipravu 1% agarézového gelu je potteba: 0,3 g agardzy a 30 ml
pufru TBE. Do gelu se jesté pfed tuhnutim zamicha 1 pl ethidiumbromidu, gel se necha
ztuhnout na vani¢ce. Vzorky DNA se smichaji s barvivem Loading dye, v poméru
zhruba 1:5. Takto obarveny vzorek se nanasi na gel. Pro orienta¢ni zjiStovani DNA ve
vzorku staci, kdyZ bude elektroforéza bézet cca 20 minut pfi napéti 98-99 mV. Po této
dobé je mozné sledovat pod UV svétlem, zda se ve vzorcich nachazi izolovana DNA ¢i

nikoli.

3.3.4. Amplifikace vybranych segmentii DNA pomoci metody PCR

Nejprve aby bylo mozné provést amplifikaci vzorkii DNA pomoci metody PCR, je
nutné objednat primery se sekvenci vhodnou k amplifikaci vybraného genu. Primery
jsou komer¢né dodavané v koncentrované formé, kterou je pfed pouzZitim nutné nafedit
dvojnasobnym mnozstvim ddH,O nez je latkové mnoZstvi primeru. Tento roztok se
nechd pfes noc v lednici rozpustit a tim vznikne matrice primeru, zasobi roztok o
koncentraci 500 pmol/ul. Druhy den se pfipravi roztok primeru, ktery se bude pouzivat
pfi PRC, smichanim 1 pl matrice a 49 pl ddH,O jeho koncentrace bude tedy 10 pmol/pl.

Poté se pripravi reakéni smés. Postupné se do 0,5 ml ependorfek napipetuje 27 pl
ddH,O0, 5 pl Buffru, 2,5 pl roztoku MgCl,, 5 pl roztoku smési deoxynukleotidi, 2,5 pl
obou primeri a nakonec Taq polymeraza. Po ptidani polymerazy do reakéni smési je
nutné udrZovat roztoky v ledu. Naposledy se do smési ptidava 5 pl vzorki izolované

DNA.
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Poté se ependorfky umisti do termocykleru a nastavi se program pro pribéh
reakéniho cyklu. Na zac¢atku programu probihala denaturace pfi teploté 94 °C po dobu 5
minut. dale nasledovaly 3 faze, které opakovali:

1. faze - denaturace 45 s, 94 °C

2. faze — nasedani primert 1 s, 56 °C

3. faze - syntéza DNA 1 min 20 s, 72 °C

Tyto faze byly opakovany 35krit. Po poslednim opakovani jeSt€ nasledovalo
prodluZovani pii teploté¢ 72 °C po dobu 7 minut. Poté byly produkty PCR ochlazeny a

teplotu 10 °C a tim i ukonéen program.

3.3.5 Orienta¢ni  zjiSténi vysledki amplifikace PCR pomoci rozdéleni na
agarosovém gelu

Ptiprava agarosového gelu byla shodnd s ptipravou gelu pro orientacni rozdé€leni
izolované DNA. Stejnym principem se nanaseli i vzorky amplifikovaného tseku DNA,
které byly rovné€Z smichény sbarvivem Loading Dye. OvSem v tomto ptipadé se
spole¢né se vzorky nanasi i délkovy standard (Zebiik), coz je smés velikostné piesné
definovanych tsekii DNA k porovnani délky fragmenti. Zebtik je rozfizovany po 100
bazich a jeho nejdelsi usek je dlouhy 1000 bazi. Pti tomto déleni se pouzije niz§i napéti,

ale del$i doba déleni, 90 mV po 50 min.
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4. Vysledky

4.1. Vybér vhodného tiseku pro amplifikaci

Na strankach GENBANK jsem si nasla sekvence téchto usekti pro druhy M. mutica
a M. annamensis, které byly pouzity ve studii Fong et al. (2007) a stdhla jsem je ve
formatu FASTA.

- M. mutica — 13 osekvenovanych vzorki. Byly zde vyrazné rozdily mezi dvémi
skupinami téchto vzorkd, které se projevily hlavné ve fylogenetickém stromé (viz obr.
6). Tyto skupiny jsou poddruhem M. mutica. Prvni skupinou je M. m. mutica, takzvana
prava a nebo také ¢inska. Druhou skupinu tvoii M. m. kami neboli také M. mutica
vietnamska.

-M. annamensis — 13 osekvenovanych vzorku.

Tyto sekvence jsem si zalignovala v programu BioEdit a poté jsem je v programu
Mega ptevedla na soubor s pfiponou mega. Z ného jsem sestavila fylogeneticky strom
podle NJ analyzy genu ND4. Gen ND4 je piepisujici se gen, tudiZ je pod stalou
kontrolou a kazd4d odchylka se snazi byt opravena podle matrice. Nastavila jsem
parametry: bootstrap :1000 replicates, Kimura2 - parameter.

Z fylogenetického stromu je patrné, Ze rozdil mtDNA markeru ND4 mezi druhem
M. anamensis a poddruhem ¢inské M. mutica je dostate¢né velky k tomu, aby tento usek
mohl byt pouzit pro ucely genetické analyzy. Tim padem jsem z dal$i analyzy mohla
vytadit vorky 1. M.mutica a 9.-13. M.mutica. A zaméfila jsem se na hledani mutaci
v tomto useku mezi druhem M. annamensis a poddruhem vietnamské M. mutica.
Rovnéz jsem vyradila sekvence vzorku 2. M. mutica z tohoto porovnavani. Patrné se
jedna o hybrida, vzhledem k jeho umisténi na fylogenetickém stromé, ale neni mozné to
tvrdit s jistotou, protoze neni zndm plvod tohoto vzorku. Porovnavala jsem tedy
zbyvajici sekvence vzorkl 1.-13. M. annamensis a 3.-8. M. mutica.

Tyto sekvence jsem porovnavala v programu BioEdit. Nasla jsem 5 pozic, které
ukazuji jednoznacny rozdil mezi témito skupinami. Tyto mutace byly na pozicich 125,
260, 548, 698 a 788 ( viz priloha). Z rozmisténi téchto rozdill je patrné, Ze se nemiize
jednat o jednu mutaci, vzhledem k jejich vzdalenosti. Také jsem diky tomuto rozmisténi
zjistila, Ze ma smysl sekvenovat cely usek tohoto mitochondridlniho markeru,

sekvenovani pouze ¢asti markeru by podalo nedostacujici informace.

28



1. M. annamensis

85 .
10. M. annamensis

98 3. M. annamensis

7. M. annamensis

9. M. annamensis
71 82

] 13. M. annamensis

8. M. mutica

21 3. M. mutica
95 ‘I

7. M. mutica
100

63} 5. M. mutica
52 4. M. mutica
36L—— 6. M. mutica

— 12. M. annamensis

11. M. annamensis

99

| | 4. M. annamensis
2. M. mutica

36 5. M. annamensis

2. M. annamensis
87

6. M. annamensis

8. M. annamensis

9. M. mutica

g1 — 12. M. mutica
13. M. mutica

99 1. M. mutica

08 10. M. mutica
92 |— 11. M. mutica

0.005

Obr. 6: Fylogeneticky strom ukazujici vysledky NJ analyzy mitochondridlniho markeru

ND4 (Parametry: bootstrap: 1000 replicates, Kimura2- parametr)
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4.2. Vybrat pro odbér vhodné tkané a izolovat z nich DNA.

Vzhledem ke jednoduchosti odbéru a vlastnim zku$enostem s timto odbérem jsem si
vybrala k extrakci tkan z Zelvich drapki. U péti zkoumanych zvifat jsem odebrala
vzorky drapki. Ztéto tkané jsem izolovala DNA podle postupu ke komeréné
dodavanému kitu DNeasy Blood and Tissue Kit. Uspé&nost této izolace jsem si ovéfila

na agar6zovém gelu, ktery jsem si posléze vyfotila pod UV svétlem.

Obr. 7: Izolovana DNA

Z obrazku tohoto gelu lze fict, Ze vytéZnost tohoto zpisobu izolace je dobra, neni
zde patrna kontaminace vzorku z vody. Vzhledem ktomu, Ze Zelvy jsou krmeny
kufecimi jatry, mohla by voda obsahovat bilkoviny, které by mohly kontaminovat
odebrané vzorky drapki. Pfi tomto zplsobu odbéru vzorku DNA je dilezitd snadnost a

dostupnost.

4.3. Provést u nékolika jedinci pomoci metody PCR namnoZeni vybraného useku
DNA v kvalité vhodné k sekvenaci.
Pomoci metody PCR jsem amplifikovala vybrany tsek DNA, tedy ND4 marker,
obsahujici nejen oblast kddujici nikotinamid dehydrogendzovou podjednotku, ale i dalsi
oblasti kddujici celé geny a nebo jen jejich ¢ast. Zda byla reakce PCR dspé$na jsem si

opét ovérila na agarézovém gelu, ktery jsem si pod UV svétlem vyfotila.
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Obr. 8: Amplifikovany ND4 marker

Z tohoto obrazku je patrné, Ze se reakci PCR amplifikoval usek DNA, jehoz délka je
pod 1000 bazi, coz by odpovidalo zhruba délce ND4 markeru. Zda se opravdu jedna o
tento usek, je tfeba ovéfit dal§im postupem, pteciSténim amplifikované DNA a

néslednou sekvenaci produktu PCR.
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5. Diskuze

V ptipadé, Zze by se mi podafilo nasekvenovat aplifikované geny od vsech
zakladatelskych jedincli z evropskych zoologickych zahrad, mohly by se podle nich
vytadit ze vzorki téchto jedinci ¢inské M. mutica. Zalignovanim dostupnych sekvenci
stazenych z GENBANK jsem na$la pét bazi, které jsou rozmisténé v riiznych castech
markeru ND4, coz nasvédCuje tomu, Ze se nejedna o jednu mutaci tohoto useku. Diky
témto péti oblastem je mozZné od sebe jednoznaéné rozlisit mitochondridlni linie pattici
vietnamské M. mutica a M. annamensis. Tento marker zjednodusuje urceni ptipadné
hybridizace. V kombinaci s jadernym markerem R35, ktery se podle publikovanych
udaji jednoznaéné 1i§i mezi M. annamensis a obéma formami M. mutica, by bylo
mozné urcit n€které z hybridi vzniklych uméle v chovech na farmach 1 v zoologickych
zahadach. Vzhledem k tomu, Ze zptsob dédéni jadernych a mitochondridlnich gent je
odlisny, je tato kombinace vhodna k odhaleni potencionalni hybridizace.

Z publikovanych udajt jsem zjistila , Ze vietnamska M. mutica ma mtDNA blizs§i M.
annamensis, je tedy mozné Ze vietnamskd M. mutica je ptirodnim hybridem M.
annamensis a Ciské M. mutica, méla by se tady brat jako samostatna skupina. Proto se
v zachrannych programech musi tyto linie od sebe oddélovat a vyfadit nedavni hybridi,

vznikli umélou hybridizaci.
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7. Priloha — vybrané sekvence mitochondrialniho markeru obsahujici odliSnosti
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760 770 780 790 800
13.M.a. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTANCA TACAATAAGA

l1.M.a. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTARCA TACAATAAGA
2.M.a ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTARCA TACAATAAGA
3.M.a. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTANCA TACAATAAGA
4.M.a ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTARCA TACAATAAGA
5.M.a. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTANCA TACAATAAGA
6.M.a. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTARCA TACAATAAGA
7.M.a. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTARCA TACAATAAGA
8.M.a. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTAMCA TACAATAAGA
9.M.a. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTANCA TACAATAAGA
10.M.a. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTARCA TACAATAAGA
11.M.a. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTARCA TACAATAAGA
12.M.a. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTARCA TACAATAAGA
8.M.m. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTANCA TACAATAAGA
3.M.m. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTARCA TACAATAAGA
4.M.m. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTAEMCA TACAATAAGA
5.M.m. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTANCA TACAATAAGA
6.M.m. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTAECA TACAATAAGA
7.M.m. ATAGGAGTTT AAATCTCCTT ATAAACCGAG AGAGGTAECA TACAATAAGA



