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Dobry den, v této prednasce urcené pro studenty doktorského studia se zaméiime na moznosti
hodnoceni genetické diverzity a struktury populaci pomoci mitochondrialni DNA a jadernych
mikrosatelitnich markera aplikovanych u v€ely medonosné. Pfednaska je soucasti modulu 1 —
Genetika zvitat. Vytvofeni této prezentace bylo podpofeno grantem Erasmus+, KA2 v ramci
projektu ISAGREED Inovace obsahu a struktury studijnich programtl v oblasti managementu
zivociSnych genetickych a potravinovych zdroji s vyuzitim digitalizace. Obsahem této
prednasky budou témata jako ziskdvani genetickych dat, hodnoceni genetické variability
pomoci sekvenci mitochondridlni DNA a hodnoceni genetické variability pomoci jadernych
STR nebo mikrosatelitnich markert.

Pro¢ je diilezita geneticka diverzita? Geneticka diverzita je vyznamna pro zdravi populace. Je
to zdsadni zdroj moznosti vytvafet toleranci nebo rezistenci k soucasnym i budoucim
nemocem, patogenim a preddtoriim. Soucasny stav populaci veel 1ze ptisoudit mimo jiné ke
snizeni diverzity. Diverzita véel byla hodnocena morfometrickymi znaky, jako jsou parametry
ktidel, pigmentace a podobné.

Nyni je popsano 31 poddruht, plemen ¢i ras véely medonosné (Apis mellifera). Pomoci analyz
DNA, a to hlavn¢ mitochondridlni, byly popsany evolué¢ni linie jako zapadni mediteranni typ
M, severni mediteranni typ C, africka linie A, orientalni linie O. A jsou poznavany dalsi a dalsi.
Genom v¢ely medonosné byl jiz n€kolikrat celkové osekvenovan.

Zde mizeme vidét jednotlivé chromozomy, a zejména piedposledni sloupec ndm ukazuje
velikost jednotlivych chromozom v délce poctu part bazi. V genomu véely medonosné bylo
celkem popséano nebo se odhaduje, Ze je celkem na 12 398 genii. Z toho je 9935 gend, které
koduji néjaké proteiny, a 2421 genti, které nekoduji proteiny, to znamena koduji jiné RNA,
jako jsou tfeba transferové RNA nebo ostatni malé jaderné RNA.

Mitochondrialni DNA je u vétSiny zivoCiSnych druhit v rozsahu kolem 16 az 20 kB.
Mitochondrialni genom vcely medonosné zapadni ma ptiblizné 16 500 para bazi. V
referencnim genomu NCO001566 je mitochondridlni DNA o velikosti 16 343 part bazi. V
kompletnim genomu mitochondridlni DNA vcely karpatské ma velikost 16 358 pard bazi.
Mitochondrialni DNA vcely medonosné obsahuje 13 genti, které koduji proteiny. Dale
obsahuje 22 gend, které koduji tRNA, a 2 geny, které koduji ribozomalni RNA.

Pro fylogeneticke a fytogeografické analyzy se zejména vyuzivaji sekvence barcodingu, coz je
sekvence cytochromoxidazy 1 a tzv. intergenova oblast, zahrnujici ¢ast genu pro tRNA leucin
a cytochromoxiddzu 2. Jakou variabilitu lze pozorovat na trovni DNA, ¢ili jaké existuji
molekuldrni genetické markery? V souCasné dobé se nejCastéji vyuzivaji bialelické
jednonukleotidové polymorfizmy, které se mohou nachdzet jak v kodujicich, tak i v
nekodujicich oblastech. Déle se daji vyuzivat informace o tzv. inzercich a delecich, to znamena,
kdy chybi nebo ptebyva néjaka baze. Mlizeme to nazyvat jako indely. Na obrazcich vpravo
vidite ptiklady: nahofe jsou SNP markery a dole delece cytosinu v oblasti sekvence ACA.



Po vyizolovani DNA ze vzorku vcely a jeji amplifikaci konkrétniho malého useku, naptiklad
jednoho z téch dvou ndmi zminovanych genti, dojde k sekvenovani v tzv. sekvendtoru na
zéklad¢ kapilarni elektroforézy. Vysledek sekvenovani, to znamena urceni jednotlivych bazi v
dané sekvenci, vidime na obrazku.

Jednotlivé piky jsou vyjadieny barvami, kterymi jsou urceny jednotlivé baze. K identifikaci
podtypti, mitotypli nebo haplotypt v linii jsme vyuzivali dvé sekvence mitochondridlni DNA.
A to je ta vySe zminovana, tedy intergenovy usek, tRNA leucin-cox2, a oblast
cytochromoxidazy 1. Tento usek se sklada ze dvou mitochondrialnich genti — transferové RNA
pro leucin a podjednotky cytochromoxidazy 2. Tato sekvence je typicka vysokym obsahem
mutaci a vykazuje vyznamné rozdily v délce a slozeni nukleotidi mezi populacemi vcely
medonosné. Tento amplikon se S$tépi restrikéni endonukledzou Dral, ktera specificky
rozpoznava sekvenci TTTAAA, aby se mohla urcit kazda linie. Druhou sekvenci je sekvence
pro oblast barcodingu a ta je soucasti genu cytochromoxidazy 1 (cox1). Tato sekvence se
porovnava se sekvencemi ulozenymi v databazich, jako je BOLT systém nebo GenBank. A
tento fragment DNA je v rdmci taxond vysoce konzervovany a Casto se praveé pouziva pro
rozliSeni taxont 1 jednotlivych druh.

Podle struktury v sekvenci tRNA-leucin- cox2 lIze uréit jednotlivé evoluéni linie u vcely
medonosné. Linie C, kam patii pravé naSe vcela kraiiska, ale taky vcela ligustica, macedonica
a dalsi, obsahuji pouze jednu kopii tzv. Q sekvence. A linie obsahuji jednu az dvé kopie této Q
sekvence a navic jesté tzv. usek PO. M linie, to je plivodni ¢erna véela Apis mellifera mellifera,
ktera uz se v Ceské republice vlastné ani nevyskytuje, miiZze obsahovat jednu, dvé aZ tii
opakovani sekvence Q a navic tzv. P sekvenci. Diky sekvenovani a porovnavani jednotlivych
sekvenci mizeme identifikovat u kazdé vcely néjakou evolucni linii.

Identifikovat konkrétni linii je moZné pravé pomoci Stépeni restrikénim enzymem Dral, které
rozpoznava tu zmeénénou sekvenci TTTAAA. Jakmile dojde v disledku néjaké mutace k této
zméné, tento enzym tuto sekvenci nerozpoznd, misto nemiiZze $t€pit a pomoci klasické PCR
reakce, pomoci délky jednotlivych fragmenti, 1ze od sebe odlisit jednotlivé varianty, jako je C
a Al, ptipadné A4.

Druhou moznosti je ziskat celou sekvenci daného Useku pomoci sekvenovani a tu nasledné
analyzovat. Zde vidite pfiklad sekvenci tRNA-leucin-cox2 u n¢kolika jedinct.

Nekteré programy, jako naptiklad UniPro Eugene, umoziuji provést Stépeni restriktazou Dral
in silico, to znamena v pocitaci. Tady mame ptiklad jedné sekvence, ktera patii do C linie a
obsahuje pravé tato tfi Stépnd mista, ¢imZ vznikaji tfi fragmenty o specifickych délkach. U
jiného vzorku nebylo nalezeno jedno $tépné misto a podle délky fragmentl 1ze usoudit, ze se
jedna o vcelu, ktera patii do linie A, ¢ili do africké.

Ziskané sekvence z vétsi populace se potom srovnavaji pomoci tzv. Multiple Sequential
Alignmentu, ¢ili viceCetného sekvenacniho srovnani. Mohli bychom to dé€lat manualnég, ale
byly vytvofeny programy s algoritmy, které si s tim snadnéji poradi. Nékteré jsou online,
napfiklad na serverech Evropského bioinformatického institutu, a pro naSe ucely byl
nejvhodnéjsi Kalign. Existuji ale i dal$i nastroje, jako Cluster Omega, MAFFT a podobné.



Existuji rovnéz programy, které si stdhnete a nainstalujete, a které vam tuto analyzu také mohou
provést, naptiklad programy MEGA nebo jiz zminény Unipro Eugene.

Pro detekci polymorfismu DNA a haplotypii v obou oblastech mitochondridlni DNA s vyuzitim
vsech sekvenci z vicendsobného zarovnani sekvenci ve formatu FASTA byl pouzit program
DnaSP. Dale jsme nukleotidové substituce a inserce/delece pro kazdy haplotyp porovnavali s
referenénim genomem. Identifikaci specifickych haplotypti v tRNA Leucin-cox2 linii C a A
byly dale vyhledany referen¢ni sekvence se 100% identitou pomoci nastroji BLAST lokalniho
parového zarovnani vii¢i sekvencim, které se nachédzeji v databazi Narodniho centra pro
biotechnologické informace (NCBI) v americkém GenBanku.

Pro ovéreni haplotypt coxl byl také pouzit BLAST, ale sekvence byly ovéfeny i pomoci
databaze BOLD na zaklad¢ vicenasobného zarovnani pomoci Kalign s nutnosti dalsiho ru¢niho
dofeseni. Identifikovali jsme celkem 13 haplotypi, z nichz 3 patfily do A linie a ostatni do C
linie. Nejcastéjsi haplotyp byl C1A, o kterém se tika, ze je typicky pro Apis mellifera ligustica,
tzv. italskou vcelu.

V této tabulce mtizeme vidéet zatazeni jednotlivych haplotypti do C a A linie podle $tépeni Dral
spektra a sekvenovani. Jednotlivé haplotypy a jejich sekvence byly vlozeny do GenBanku na
serveru NCBI. Ve tietim sloupci miizete vidét nase referencni sekvence. Dale tam mizeme
vidét pocty a délky fragmenti vzniklych St€penim, které také vykazuji velkou variabilitu. V
poslednich dvou sloupcich muzete vidét identifikaci ¢i porovnani s jinymi sekvencemi v
databazi GenBank, kde jsme vybrali sekvence se stoprocentni shodnosti s nasimi sekvencemi.

Vsechny nami uréené haplotypy patiici do C-linie byly opravdu popsany u Apis mellifera
carnica. Tti africké haplotypy byly identifikovany jako Apis mellifera iberica. Jedna jedina
sekvence s plnou shodou nebyla pfisouzena zadnému poddruhu.
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nachéazely v jakém haplotypu. Mame zde 10 pozic, kde byly zjiStény pfedev§im SNP, ale také
delece. VSimnéte si polymorfismu na pozici 50, kde standardni alela je C. Ostatni haplotypy
na této pozici vykazovaly deleci.

Podobné jsme analyzovali i sekvenci coxl, kde jsme nalezli 13 riznych haplotypt pro
barcoding. Opét zde vidime jednotlivé SNP mutace. V barcodingové sekvenci nebyly nalezeny
zadné¢ inserce ¢i delece, pouze SNP substituce.

V tabulce nasledné vidite vysledky frekvenci vyskytu haplotypti v genu tRNA Leucin-cox2 a
v genu COX1 v Ceské republice. Vidime, Ze je zde cela fada haplotypu, které jsou relativné
dobfe zastoupeny, jako C1A, C2L, C2E, C2C. Poté jsou zde haplotypy nalezené pouze u
jednoho nebo n¢kolika jedincil.

Podobna situace je v genech coxl, kde prvni Ctyfi haplotypy byly nejcastéji zastoupeny a
ostatni byly v menginé nebo individudlnich vzorcich. Z populace véel v Ceské republice z vice
nez 300 vzorkli jsme spocitali n¢které charakteristiky, jako parametry diverzity haplotypt v
sekvencich tRNA Leucin-cox2 a cox1.

Byly odhadnuty haplotypova diverzita HD, molekularni diverzita & a Tajimovo D. Tyto indexy
genetické diverzity byly vyhodnoceny pomoci balicku Pegas v programu R, ale mohou byt



vyuzity také programy jako DnaSP, MEGA nebo Arlequin. Dale jsme urCovali tzv.
haplotypové sit¢.

Vyuzili jsme metodu RMSAT (Randomized Minimum Spanning Tree), ktera zohlednuje
frekvence a vztahy mezi haplotypy. Tyto sité haplotypt byly zpracovany pomoci balicku Pegas
v programu R. Muzou byt ale pouzity i jiné programy, jako naptiklad PopArt a dalsi. Tady
vidime vysledek analyzy haplotypové sité u 308 jedinct v sekvenci tRNA Leucin-cox2.
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Vidime, ze nejcastéjsi haplotyp je opravdu ten C1A, druhy nejcastéjsi je C2E, mezi nimiz jsou
dvé bodové mutace, a tieti nejéast&jsi haplotyp v CR je C2C. Kazd4 barva v tabulce piedstavuje
konkrétni kraj, odkud byla v&ela ziskana. Nagim cilem bylo pokryt celou Ceskou republiku,
rovnomerné odebrat vzorky ze vSech kraja.

Na dalSim slajdu mizeme vidét analyzu haplotypové sité u sekvence cox1, kde opét vidime, ze
pokud byl haplotyp dostate¢né Cetny, vyskytoval se témét ve vSech krajich. Tyka se to HpB02,
HpBO03, HpBO1 a HpBO04. Ostatni haplotypy se vyskytovaly u nékolika jedincii nebo pouze u
jednoho jedince.

Dale byla provedena fylogenetickd analyza na zaklad¢ téchto sekvenci. To znamena, po
provedeni MSA, vicenasobného zarovnani sekvenci, jsme vyuZili tvorbu fylogenetickych
stromtl, a to zejména pomoci metody Maximum Likelihood a Tamura-Nei modelu v programu
Mega X. Tato metoda je zaloZena na tom, Ze se vytvaii bootstrapovy konsensudlni strom na
zaklade 10 000 replikatd. Jednotlivé vétve odpovidaji oddilim produkovanym v méné nez 50
% bootstrapovych replikatti a % replikacnich stromi, které se souvisejici haplotypy shlukovaly
v bootstrapovém testu.

Tyto informace jsou potom uvedeny vedle téch vétvi. Pocateéni strom pro heuristické
vyhledavani byl ziskan automaticky pouzitim algoritmti Neighbor Joining a BioNJ na matici
parovych vzdalenosti odhadnutych pomoci modelu Tamura-Nei a naslednym vybérem
topologie s nejvyssi hodnotou logaritmické pravdépodobnosti. Vysledkem jsme ziskali tyto
fylogenetické stromy.

Vlevo mame fylogeneticky strom na zaklad¢ analyzy sekvence tRNA Leucin-cox2. Vpravo
fylogeneticky strom na zédkladé COX1sekvence. Mzeme vidét, Ze africké vcely nebo veely z
linie A se shlukuji spoleéné na rozdil od ostatnich, to znamena véel linie C, které jsou zde
oznaceny cerveng.

Druhym typem markert, které¢ jsme vyuzivali pro hodnoceni genetické variability, byly
mikrosatelity. Jedn4 se o polymorfismy, které se vyhradné vyskytuji v jaderné DNA. Tyto
polymorfismy jsou charakteristické tandemovymi opakovanimi ur¢itého motivu, napiiklad
GC. Kazda alela je ozna¢ovana podle délky tohoto opakovani.

Mame napiiklad alelu s 8 opakovanimi, dalsi s 3 opakovanimi a posledni s 10 opakovanimi.
Alela se oznacuje podle oblasti, v niZ se mikrosatelit nachazi, ktera je ohrani¢ena primery.
Pomoci sekvenatoru a fragmentacni analyzy jsme schopni urCit délku daného useku
obsahujiciho mikrosatelit. Dole na obrazku miizeme vidét ur€eni genotypii pro konkrétni



mikrosatelit, ktery je v tomto ptipad¢ dan tfemi alelami charakterizovanymi ¢isly 156, 152 a
142.

Vidime, ze mikrosatelity jsou velmi polymorfni, nemusi mit pouze tfi alely, ale klidné 1 20 alel,
coz v populaci miize znamenat velké mnozstvi riznych kombinaci v genotypech. Jsou tedy
vyhodné pro hodnoceni diverzity v populacich. Zde vidime ptiklad variability ve dvou
populacich.

Populace vlevo je malo variabilni, obsahuje pouze tfi typy alel a velké mnozstvi
homozygotnich jedinct. Druha populace vpravo obsahuje velké mnozstvi alel a Casto se zde
mohou vyskytovat heterozygotni genotypy.

Pro¢ se potad vyuzivaji mikrosatelitni markery, kdyz mame jiz celogenomové sekvence?
Mikrosatelitni markery jsou relativné cenové dostupné a jejich identifikace poskytuje
multilokusovou genotypovou informaci. Lze je snadno vyuzivat k odhadu genetickych diverzit
populaci a struktur, coz je dalezité i v konzervacni genetice a Slechténi.

Pro urceni genotypli se vyhradné vyuziva tzv. fragmentacni analyza, kterd se provadi v
sekvenatorech s kapilarni elektroforézou. Fragmenty se déli podle své velikosti, snimac
detekuje prichody molekul, jejich barvu a intenzitu signalu v urc¢itém cCase a ziskavé informace
o délkéch fragmentd.

Ptistroj, ktery se vyuziva, je geneticky analyzator. V naSem pfipad€ jsme vyuZzivali geneticky
analyzator ABIPrism 3500. Velikost fragmenti byla pfesné stanovena pomoci softwaru
GeneScan a genotypy byly uréeny pomoci softwaru GeneMapper.

Protoze jsme sledovali 22 lokusti mikrosatelitnich, seskupili jsme urc¢ité mikrosatelity do jedné
multiplexni reakce. Nékolik mikrosatelitii za stejnych podminek, rozliSeno riznymi barvami,
jsme mohli identifikovat. Vysledkem analyzy je zobrazeni, kde vidime pro konkrétni
mikrosatelitni lokus oznaceny barvou jeho piky, coZ jsou identifikované fragmenty o specifické
délce.

Na obrazku miizeme vidét vyhodnoceni variability ur¢eni genotypt mikrosatelitnich lokust u
tii jedincl. Vidime, Ze na danych pozicich oblasti se mohou vyskytovat rizné alely, coz
umoziuje snadné rozliSovani jedinct.

Po uréeni genotypti ve vSech lokusech a u vSech jedincti v populaci nasleduje analyza diverzity,
tedy urceni diverzitnich parametrli, jako je pocet alel, efektivni pocet alel, Shannoniv
informacni index, pozorovand a ocekavand heterozygotnost a nevychylend ocekéavana
heterozygotnost, a tzv. fixacni index F. Vyuzili jsme program Genalex, ktery funguje v
Microsoft Excelu, ale data a parametry lze vypocitat i pomoci balicku diversity v programu R.

Vidime, Ze ocekdvana heterozygotnost je primérna za vSechny lokusy dohromady 0,579 a
skutetna pozorovand heterozygotnost ma hodnotu 0,556. Je to relativné vysokd
heterozygotnost, coZ charakterizuje tuto populaci vcel jako dostate¢né diverzni.

Protoze jsme u kazdého jedince védéli, z jaké oblasti Ceské republiky byl odebran, rozdélili
jsme populaci Ceské republiky do 77 okrestl, které charakterizuji geografické oblasti. Diky
tomu jsme mohli spocitat tzv. Wrightovy F-statistiky, Fst, Fis a Fit, a urcit tzv. analyzu



molekularni variance, ktera urcuje podil variability mezi populacemi, mezi jedinci v populacich
a uvnitf jedinct.
Tabulka vlevo charakterizuje jednotlivé lokusy a prumérné hodnoty F-statistik. FST je

nejzajimavejsi, protoze urcuje miru rozdilnosti mezi subpopulacemi, tedy okresy. Hodnota
0,086 neni prilis vysoka, ale né¢jakou diversifikaci ukazuje.

V tabulce vpravo vidime vysledek analyzy molekularni variance, kde v poslednim sloupci
variabilita mezi regiondlnimi populacemi (okresy) tvoti pouze 1 % celkové variability. Ale i
1-3 % variability mezi geografickymi oblastmi jsou obvykla ¢isla podle jinych publikaci.

Mezi jedinci uvnitt populaci je variabilita vyjadiena 6 % a nejvétsi podil variability v populaci
tvori variabilita uvniti jedincti. Pomoci programu Genalex byly vypocéitany parové Neiovy a a
parové Fst genetické distance. Tyto parové hodnoty, tyto distance byly vyuzité pro vypocty
nebo analyzu hlavnich komponent PCA.

K analyze genetické diverzity a miry pfimési populaci v¢ely medonosné byla pouzita
bayesovska metoda shlukovani STRUCTURE ver, 2.3.4. Bylo provedeno deset nezavislych
simulaci, z nichz kazda zahrnovala 10 000 burn-in krokt a nasledné 100 000 iteraci Markovova
fetézce Monte Carlo (MCMC). Nasledné jsme pouzili programy Clumpak a Structure Selector,
které implementuji Evannovu metodu a Puechmailleovu metodu, abychom zjistili optimalni
pocet shluki (K), ktery nejlépe odpovida datim (AK, MedMeaK, MaxMeaK, MedMedK a
MaxMedK). V ptipadé této populace obéma metodami bylo urceno, ze v populaci vcely
medonosné v Ceské republice na zakladé t&chto 22 mikrosatelitnich markeri se vyskytuji tii
geneticky odlisitelné populace a ze lze s urcitou vysokou mirou pravdépodobnosti kazdého
jedince prifadit do jedné z téchto tii skupin.

Pro urceni genetické struktury lze vyuzivat 1 jiné metody, napiiklad diskriminaéni analyzu
hlavnich komponent DAPC, ktera je naprogramovana v balicku adgenet v ramci programu R.
Touto metodou opét miZeme zjistit strukturu populace a hovofit o klastrech, skupinach, které
se mezi sebou geneticky lisi a jedince je mozné do téchto skupin jednoznacné ptitadit. V této
populaci véely medonosné v Ceské republice byly odhadnuty celkem pét skupin, pét klastri,
které se odliSovaly.



