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Abstrakt/Abstract

Population genetics of host alternation in aphid parasitoids were studied on
thelytokous populations of Lysiphlebus fabarum, which were presumed to manifest
genetically stabile patterns (possibly host-species dependent lineages). Model populations
and isofemale populations centering the determination of the individual lineages on Aphis
fabae were analysed using RAPD and SSR molecular methods. Host alternation utilized an
unnatural host, Diuraphis noxia (Kurdj.) in no-choice laboratory trials yielded populations
manifesting different respective characters. The results indicate the potential of RAPD
markers to differentiate L. fabarum, L. cardui and L. confusus. The results (from the RAPD
and SSR methods) tend on the role of host-alternation as a less selective net affecting
respectively the parasitoid filial progeny on another host aphid species. The correct
identification of species and strains of these parasitoids is necessary to implement, when
using parasitoids in a biological control program, to undoubtedly identify species in the

natural population in order to design strategies for monitoring releases in the environment.



1. Uvod

K vyznamnym Skiidcim v zemédé€lstvi (v polnich i sklenikovych kulturdch) a
v lesnictvi patii msSice. Rostliny poSkozuji zejména sanim rostlinnych $tav a castymi
naslednymi deformacemi. Z pohledu hospodaieni je nejveétSim nebezpecim produkce
lepkavych vykalt — medovice, kterd pokryva listy v souvislém povlaku a znesnadnuje tak
asimilaci 1 dychdni rostlin. Lepkavy povlak je také branou pro sekundarni houbové
choroby. Msice mohou byt také vektory virovych chorob.

Chemicka ochrana rostlin proti mSicim je Casto ucinnd jen zpocatku aplikace,
nebot’ mSice rychle ziskavaji odolnost. Pii dlouhodobém pouzivani chemickych postiikli
dochdzi k navyseni vyrobnich nékladl, zvySuje se obsah rezidui pesticidi v potravinach,
snizuje se druhovd rozmanitost organismi v pfirod¢. Spotfebu pesticidi Ize snizit
metodami biologické ochrany rostlin. Jsou zamérné vyuzivany zivé organismy — piirozeni
nepratelé Skodlivych Ciniteld nebo antagonistické organismy (ptfipadné jejich metabolity),
k potlacovani populaci Skodlivych druhli omezovéanim jejich vyvoje a §ifeni. K pfirozenym
nepfatelim msSic patfi jedinci nckterych skupin blanokiidlého hmyzu (Hymenoptera),
zejména podceledi mSicomart (Aphidiinae) z ¢eledi lumcikovitych (Braconidae). Do této
Celedi patti studovany rod Lysiphlebus. Jedna se o endoparazitické vosicky, které nalezi
k béznym bioregulatoriim msic v ekosystémech a agroekosystémech. V Ceské republice
jsou né€které druhy mSicomarti pouzivany jiz fadu let jako bioagens v biologické ochrané
sklenikovych kultur, pokusné i v agroekosystémech.

Analyzy popula¢né biologickych procesti vnitrodruhové a mezidruhové variability
studovaného druhu Lysiphlebus fabarum (Marsh.) vyznamné pftispéji k vyjasnéni
vzajemnych vztahl isospecifickych populaci pochazejicich zriznych hostitell, oblasti.
Vysledky analyz mohou byt pouzity pii vytvareni efektivnich konceptli opatieni,
pro pouziti studovaného druhu v programech biologické ochrany. Studie diverzity a
fylogeneze u mnoha druhtt hmyzu byly v pocatcich odvozovany od riznych fenotypovych
znakt, morfologickych charakteristik ¢i fyziologickych a vyvojovych vlastnosti, ¢imz byla
odhalena jen mald cast variability. Teprve béhem poslednich desetileti bylo vyvinuto

mnoho rtznych molekularnich markerti, které jsou pouzivany pii studiich populacni



genetiky. K nejpouzivanéjSim  patii chromosomalni markery, allozymy, DNA

fingerprinting, RAPD markery a mikrosatelity.

2. Cile disertacni prace

1) Stanoveni optimalni metody izolace DNA rodu Lysiphlebus
2) Optimalizace metody RAPD a SSR pro analyzy rodu Lysiphlebus

3) Stanoveni mezidruhové variability u druhG Lysiphlebus fabarum,

Lysiphlebus cardui, Lysiphlebus confusus

4) Stanoveni variability partenogenetickych populaci druhu Lysiphlebus

fabarum, odlisujici se druhem hostitele, lokalitou vyskytu a druhem rostliny

5) Stanoveni variability partenogenetickych populaci druhu Lysiphlebus

fabarum pted a po parazitaci nepiirozeného hostitele

6) Porovnani vysledkii RAPD a SSR metod pouzitych pro populacni studie
druhu Lysiphlebus fabarum



3. Literarni prehled

3.1. Charakteristika parazitoidu mSic

3.1.1. Vyznam parazitoidi

V piirodnich ekosystémech se vyskytuje fada rostlinnych Skiidch pattici do ttidy
hmyzu. Tito Skidci maji ve vétsiné ptipadech své bioregulatory, kteti se vyznamné podili
na potlacovani populaci skidct rostlin. Pokud v prostfedi, kde ziji $ktdci, chybi jejich
bioregulator, je splnéna jedna ze zdkladnich podminek kalamitniho pfemnozeni Sktidcu.
Soucasna troven poznani skiidct a jejich antagonistli na strané jedné a uchovani kvalitniho
zivotniho prostfedi na stran¢ druhé vytvaii predpoklady pro Siroké a uc¢inné uplatnéni
prostiedkd a metod biologické ochrany rostlin v praxi.

K nejvyznamnéjSich rostlinnym Skidctim patii mSice. Je zndmo vice nez 4000
druhii msic (Dixon, 1990). MSice poskozuji rostliny nejen sanim rostlinné §tavy, ale jejich
sliny zptisobuji krnéni rostlin, svinovani a deformaci listii. Nebezpecné jsou predevsim také
jako pfenaseci obavanych persistentnich vir6éz. Pii pfemnozeni msic jsou rostliny potazeny
silnou vrstvou lepivé medovice, ktera je ve vétSim mnozstvi pro rostlinu skodliva, protoze
zacpava dychaci priduchy a vyZivuje skodlivé saprofytické plisné (pt. Capnodium).

Jednim z pfirozenych bioreguldtorti msic jsou parazitovi. Jejich ¢innost je jednim
z dulezitych faktort prispivajici k regulaci populaci msic (Stary, 1988). Cilem parazitoida
neni uplné vyhubeni populaci msic, nékteré kolonie jsou vSak silné¢ redukovany
(Stary, 1988). Nedochazi ani k zabranéni jejich st€hovani, 1 kdyZz ¢ast mSic mize v dobé
pteletu byt jiz parazitoidem napadena (Tamaki ef al., 1970). Parazitovand mSice neukonci
pfijem potravy bezprostiedné¢ po napadeni (Stary, 1988), ¢imz se také nezabrani
okamzitému pfenosu virovych chorob msSicemi (Stary, 1988). Pfesto ochrana rostlin
plUsobenim parazitoidd msic méd nékolik vyznamnych pfednosti: nenese Zadna rizika
ohrozeni na zdravi lidi, zvifat nebo samotnych rostlin; nezatézuje Zivotni prostiedi a ma na
rozdil od chemickych pfipravkil nulovou ochrannou lhlitu; po namnozeni parazitoidi je
kultura, s ohledem na klimatické podminky, dlouhodobé (vétSinou az do konce vegetace)
pfed Skidci chranéna. Z tohoto hlediska byva biologickd ochrana levnéj$i nez casté

pouzivani insekticida.



V urcité mife plsobi parazitoidi na kolonie msic také pasivné (samice vyhledavaji
vhodného hostitele; samci vyhledavaji samice), coz mize vést k opadu msic z rostlin a

pfi nizké teploté pidy pak mSice nejsou schopny se zpétné vratit na rostlinu (Stary, 1988).

3.1.2. Vyskyt a Sireni

V ramci podnebnych péasu a kontinentl je rozsiteni parazitoidii Aphidiinae nestejné,
parazitoidi vice ¢i méné nasleduji rozsifeni hostitelské skupiny. Vétsina druht se vyskytuje
v mirnych a subtropickych pasech severni polokoule. Nékolik endemickych skupin (vétsina
znich dost odlisSnd od severnich druhi) lezi v subtropickych a mirnych pasech jizni
polokoule. Nékteré druhy se dokonce vyskytuji v chladnych podnebnych subantarktickych
a subarktickych pasech (Stary, 1988).

Svétova fauna Aphidiinae byla rozdélena do nékolika skupin faunistickych
komplexii, které zpravidla koresponduji jednotlivé floristické pasy (Stary, 1970;
Kavallieratos et al., 2004). Nejvice vyrazna podobnost faun je na severni Casti, smérem
k jizni se podobnost snizuje (Stary, 1988). Faunistickym faktorem je také ndhodna migrace
a cilena introdukce nékterych druhi (Stary, 1970).

Na kratké vzdalenosti se parazitoid aktivné rozsifuje letem ¢i lezenim (Stary, 2006).
se tak soucasti vzdusného planktonu (Stary, 1988; 2006) a nebo vyuziva svého hostitele (jiz
parazitovaného), kdy jsou pasivné rozptylena rizna vyvojova stadia na jina stanovisté
(Stary, 1988).

Urcité zmény ve stanovisti 1ze pozorovat tésné pred mumifikaci parazitované msice,
kdy msice ¢asto opousti svou kolonii a pfesouva se do mista, které¢ je z mikroklimatického
hlediska piiznivé pro larvy 4. instaru (Stary, 1988). Indukované rozptyleni parazitoida
zavisi na jeho hostitelském druhu a mize byt zavislé také na jednotlivych generacich

stejného hostitelského druhu v pritbéhu roéniho obdobi (Stary, 1970; Cierniewska, 1976).

3.1.3. Vyhledavani hostitele

Proti utoklim parazitoida se mSice brani kopanim, tfesenim, chozenim a padanim
z rostliny, tim mtze dochdzet k ovliviiovani urovné parazitizmu (Gardner et al., 1984).
Tyto obranné reakce hostitele nebo naopak jeho pasivni chovani pii napadeni mohou

stimulovat ¢i odradit urcité parazitoidni druhy (Anonymous).

Proces vyhledavani hostitele probihd na 3 Urovnich: rostlinné prostedi hostitele,

spoleCenstva hostitele a jednotlivy hostitel (Vinson, 1976). Lokalitu vyskytu hostitele
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hledaji samice parazitoidi pomoci vizudlnich podnéti wurcujici rostliny, kterymi
se hostitelsky druh zivi (Vinson, 1976; Vet et Dicke, 1992; Powell et al, 1998; Dicke,
1999; Guerrieri et al., 2002). K témto rostlinnym znakiim patii napt. barva, struktura a
vyska rostliny, struktura a povrch listi (Whitman ez Eller, 1990; Guerrier, 1996;
Cloyd et Sadof, 2000; Jang et al., 2000). N¢které parazitoidni druhy jsou schopné
lokalizovat hostitele 1 podle biologicky aktivnich latek, které produkuji mSicemi napadené
(Powell et Zhang, 1983; Kitt et Keller, 1998), ale i nenapadené rostliny (Nordlund et al.,
1988). Uvolnéni latek rostlinami z divodu napadeni Skiidcem slouzi jako mechanismus,
ktery je vyvinut jako pfima ochrana proti bylozravcim (i patogentim) (Dicke et Sabelis,
1988; Dicke et van Loon, 2000) a druhotn¢ pfitahuje jejich pfirozené neptatele (Tumlinson
et al., 1992; Guerrieri et al., 1997; Powell et al., 1998; Guerrieri et al., 2002; Turlings
et Wickers, 2004). Neékteré druhy parazitoidii jsou schopny ze sloZeni téchto latek
odhadnout mnozstvi hostitelii v dané lokalit¢ (Tentelier et al., 2005), nebot’ kvalita latek,
které produkuji napadené rostliny, se zvysuje s poc¢tem rostlinnych sktdcti (Schmelz et al.,
2003) a jejich koncentrace souvisi s délkou napadeni rostlin (Du et al, 1998).
Této schopnosti vyuzivaji parazitoidi k naletu na nejvice napadené rostliny (Geervliet et
al., 1998; Guerrieri et al., 1999). Na druhé strané latky, které produkuji zdravé rostliny,
maji slouzit k prodlouzeni parazitace v ramci urcité lokality béhem obdobi nizké hustoty
hostitele, nebo jeho absence (Guerrieri et al., 1997; Powell et al., 1998). Schopnost
parazitoidl lokalizovat jejich hostitele pomoci chemickych rostlinnych latek bude kolisat
vramci rozdilného druhového spektra hostitele a druhli napadenych rostlin, protoze
dochazi k uvolnéni riznych smési téchto latek (Pinto er al., 2003). U nékolika druha
parazitoidi msic (napt. Lysiphlebus testaceipes, Aphidius colemani) byly zjiStény reakce na
tyto kontakty a ¢ichové podnéty souvisejici s hledanim hostitele nebo jeho lokality (Powell

et Zhang, 1983; Guerrieri et al., 1997; Jang et al., 2000; Carver et Franzmann, 2001).

Po nalezeni lokality vyskytu hledaji samice parazitoidt hostitele bud’ ndhodné podél
listové zilnatiny nebo pii okrajich listi pomoci tykadel (Hagvar et Hofsvang, 1991), jimiz
svého hostitele analyzuji podle urCitych znakt, kterymi mize byt tvar, povrch, velikost a

pohyby hostitele (Rodrigues et Bueno, 2001).

3.1.3.1. Hostitelska preference
Evolu¢ni trend mSicomarti smétfuje k pokryti vSech druhii hostitelskych msSic

ve vech lokalitich po celém svétd (Stary, 2006). Na uzemi Ceské republiky bylo
identifikovano 755 druhi msic (Havelka, 2003), aktudlni pocet druhi parazitoidd mSic

se pohybuje vrozmezi 130 — 140 (Stary, 2006). Nejvice rozsifenou potravni skupinou
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msSicomart jsou oligofagni druhy délitelné do nékolika podskupin (parazitovani nékolika
druht mSic jednoho rodu), nasleduji parazitoidé napadajici druhy msic nékolika roda a
podceledi, atd. Méné€ nez 1/3 celkového poctu tvofi monofagni druhy (Stary, 1988).
Monofagni druhy mohou byt z nedostatku hostitelského druhu vice ohrozeny, zatimco
oligofagni druhy mohou byt ovliviiovany souborem dostupnych hostitelskych druhti (Stary,
2006). I ptesto, ze nekteré druhy parazitod jsou schopny napadat riizné¢ druhy msic, je
prokazana urcitd preference k druhu hostitelské msice (Stary, 1988), kdy volbu muize
ovlivnit kvalita (zdravy hostitel), mnozstvi a distribuce hostitele (Hagvar et Hofsvang,
1991). Rozdily v pfizpisobovani parazitoida se mohou vyskytovat vramci druhd a
dokonce 1 uvnitt populaci stejného druhu ve stejné i rtizné zemépisné oblasti (Stary, 1988).
Lze vSak ptedpokladat, Ze parazitoidi budou vice napadat vhodny hostitelsky druh,
nez druh okrajovy (van Alphen et Vet, 1986). Pfesto u nékterych druhii studie prokazaly,
ze parazitoidi kladou vajicka také do okrajovych nebo dokonce zcela nevhodnych hostitelt
1 presto, ze vhodny hostitel je pfitomen (Janssen, 1989; Driessen et al., 1991). Timto
chovanim je snadnéji dosazena stabilita hostitelsko — parazitoidniho spolecenstva, nez by
tomu bylo s vhodnym hostitelem (Heimpel ef al., 2003), ktery miize plisobenim parazitoida
dojit ke svému zaniku (Hassell ez Anderson, 1984; Godfray et Hassell, 1991). Hostitelska
preference muze byt povazovana za dualezitou, zvlasté kdyz na stejné rostliné neni

vyjimkou vyskyt ptibuznych hostitelskych druha (Ehler ez Miller, 1978).

Potencialni hostitel musi spliiovat urcité pozadavky na minimalni fyziologickou a
dietetickou potfebu nutnou pro vyvoj a rlst parazitoida (Mackauer et al., 1996;

Rodrigues et Bueno, 2001).

3.1.3.2. Preference hostitelskych instart
Preference hostitelskych instarti samicemi parazitoidii pii kladeni vajicek je zndma,

ale neni pravidlem (Hafez, 1961; Tremblay, 1964; Broussal, 1966; Stary, 1970;
Cierniewska, 1976; Akinlosotu, 1978, Hart et al., 1978, Cloutier et al., 1981). Mladé
samice kladou vajicka Castéji do 2. a 3. instaru larev hostitele, nez do 4. instaru a dospélce,
star$i samice tuto preferenci nemaji, avSak maji-li moznost upiednostni také mladsi instary
(Anonymous). Lze tedy usuzovat, ze 2. a 3. larvalni instary hostitele jsou optimalni
pro vyvoj parazitodd, jednak z hlediska charakteristiky vyvojovych a fyziologickych ryst
(Stary, 1988) a také pro absenci obrannych reakci msice (zejména kopani), které jsou
typické pro 4. instar larvy a dospélce (Anonymous). Na zaklad€ vyse uvedenych skute¢nosti
je 4. instar a dospélec méné vhodnym hostitelem. Neni vSak zcela jasné, zda vykazuji nizsi

kvalitu pro vyvin larev ¢i jsou mladsi instary hostitele snadnéjsi obéti. Predpoklada se tedy,
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ze kladeni vajicek do kolonie mSic zavisi na stafi parazitoida, instaru msSic, obranném
chovani hostitele a vyhledavaci schopnosti parazitoida. Zajimavé je, Ze napadeni msice
star§im parazitoidem podminuje méné¢ obrannych reakci u 4. instaru a dospélce,
nez napadeni mlad$im parazitoidem. Davod tohoto chovani vSak neni dosud dobfie

prostudovan (Anonymous).

Novy pohled na preferenci instart predstavuji vyzkumy Jarosika et al. (2003), podle
nichz preference instart je ovlivilovana cilen¢ samici parazitoida a dle preference instarti je

ovlivitovano pohlavi potomstva.

Preference hostitelskych instarti nabyva na dulezitosti hlavné z hlediska dopadu
na hostitelskou populaci. Parazitovand msice i pies to, ze bude nasledkem parazitace
mumifikovana a pozdéji usmrcena, mize byt jeste¢ schopna po urcitou dobu reprodukce.
Z tohoto pohledu je tedy rozhodujici, do kterého larvalniho instaru hostitele bude vajicko
kladeno. Je-li vajicko kladeno do 1. a 2. instaru larvy msice, nedojde k vyvinu dospélého
jedince, je-li parazitovan 3. instar larvy, dospélec se vyvine, ale nedojde k reprodukei,
parazitovani 4. instaru larvy msSice nebo jejitho dospélce zpiisobi omezeni reprodukce
(Stary, 1988). Ptitomnost parazitoida v jakémkoli stddiu hostitele vsak zpisobuje
degenerativni zmény v emryogenezi a n€kolik dni pifed dosazenim zralosti parazitoida
dochazi k celkové resorpci embryi (Cloutier et al., 1981; Soldan et Stary, 1981). Parazitoid
Lysiphlebus cardui napadd mSici Aphis fabae a hostitelskd preference instarti je zavisla
na stafi parazitoida. Parazitoid stary jeden den ¢i méné, napadd mSice druhého a tietiho

instaru, u starSich parazitoidii se preference k instartim hostitele neobjevuje (Anonymous).

3.1.4. Zpiisoby rozmnoZovani

U vétSiny mSicomart jsou druhy biparentalni — neoplodnéna vejce davaji vznik
samcim (arrhenotokie), oplodnéna vajicka daji vznik samicim (thelytokie). Uniparentalni
druhy se reprodukuji tzv. deuterotokni partenogenezi, coz je charakterizovano produkci
velkého poctu samic a velmi malého poc¢tu samct (Stary, 1988). U nékterych druhti
se samci nevyskytuji viibec, pak se jedna o tzv. thelytokni partenogenezi (Stary, 1970).
Partenogenetické rozmnozovéni je charakteristické pro mnoho rodl fadu Hymenoptera
(Luck et al., 1992). Z celkového mnoZzstvi vSech Zivoc¢isSnych a rostlinnych druhli zaujimaji
druhy s partenogenetickym rozmnozovanim piiblizné¢ 1% (Suomalainen et al., 1987).
Castym jevem je existence biparentalniho i partenogenetického rozmnoZovani v ramci
jednoho druhu, ale geograficky oddéleného (Koivisto et Braig, 2003), tzv. geograficka

partenogeneze. Piikladem je studovany druh Lysiphlebus fabarum, ktery v rdmci mirného
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pasu vykazuje prevazné partenogenetické rozmnozovani, kdezto v subtropickém pasu
vykazuje biparentalni rozmnozovani. Toto ,,stfidani* zpisobu rozmnozovani lze vysvétlit
pfizplisobenim druhli k podminkdm prostiedi (Koivisto et Braig, 2003). Pisobenim
antibiotik nebo vyssi teplotou lze navodit produkovéni samci (Stouthamer and Luck,
1993). Partenogeneze muze byt zplisobena vlivem bakterie Wolbachia (Hoy, 2003). Tato
bakterie patii do Celedi Rickettsiacae a vyskytuje se zejména u ¢lenovct (Werren et al.,
1995; Rigaud et Rousset, 1996; Jeyaprakash er Hoy, 2000) a pfinejmenSim u 70 druhil
parazitnich druhti fadu Hymenoptera (Cook et Butcher, 1999), ale i koryst (Rigaud, 1999)
a hlistic (Bandi et al., 1999). Pfevazné se nachazi v tkanich gonad (Dobson et al., 1999).
Partenogenetické rozmnozovani navozené infekci bakterie Wolbachia je bézné u rodu

Trichogramma (Pinto et Stouthamer, 1994).

U rodu Lysiphlebus nebyl zjistén zadny dikaz o vlivu bakterie Wolbachia
na partenogenetické rozmnozovani danych druhti (West et al., 1998; Belshaw et al., 1999;

Belshaw et Quicke, 2003).

3.1.5. Reprodukce

Celkovy pocet vajicek se 1iSi v zavislosti na pribéhu roc¢niho obdobi a
na jednotlivych druzich. Specifické rozdily jsou zndmy i mezi jednotlivymi populacemi

urc¢itého druhu (Stary, 1988).

Skutecna plodnost samic parazitoida je mensi nez jeho potencidlni, coz zpusobuje
fada faktori napt.: poruchy pti hledani vhodného hostitele, ztrata vajec zmrzacenim
hostitele nebo opakovanym kladenim vajicka, netspéSny vyvoj vajicka v hostiteli a také
nemusi dojit k nakladeni vSech vajicek (Stary, 1988). Dospéli parazitoidi jsou také
napadeni polyfagnimi dravci (VOlkl et Kraus, 1996; Volkl et Kroupa, 1997; Rosenheim,
1998), kteti obvykle patraji po msicich jako primarnich cilech nebo sbiraji jejich medovici.
Parazitoidni larvy vyvijejici se v hostitelskych msicich mohou byt konzumovany dravci
mSic (Frazer et van den Bosch, 1973; Colfer et Rosenheim, 1995) nebo ohrozeny
hyperparasitismem (Sullivan, 1987; Volkl, 1992; Mackauer et Volk, 1993).

Pocet generaci parazitoida za jedno ro¢ni obdobi zalezi jak na povétrnostnich

podminkach tak na ptizptisobeni zivotniho cyklu hostiteli (Stary, 1988).

3.1.6. Kladeni vajicek

Po nalezeni vhodného hostitele samice parazitoida pohybem bficha vpted, bodne

hostitele svym kladélkem do jeho téla. Opakované propichnuti hostitelovy pokozky muize
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zpisobit jeho omraceni nebo usmrceni. Délka aktivity kladeni je druhové zavisld a trva
od 1 s do 1 min. Samice jsou do jisté miry schopny rozliSovat jiz parazitované msice a tim
zabrani tzv. superparazitismu (Stary, 1988). Kladeni je ovlivnéno biotickymi 1 abiotickymi
faktory. Jiz samotny utok parazitoida na vhodného hostitele je negativné ovlivnén nizkymi

teplotami, vétrem a destém (Fink ez Volkl, 1995).

3.1.7. Larvalni vyvoj

RozliSuji se ¢tyfi larvalni stadia. Prvni instar larvy mé odlisné téIni ¢asti, vyrazné
Celisti a ocasek. V téle hostitele zplisobi rozptyleni cytolitickych latek do hemolymfy
hostitele, coz negativné plisobi na jeho tkdn€. Druhy a tfeti instar larvy jsou od sebe méné
odli$né; tyto larvy se zivy hemolymfou hostitele. Ctvrty instar ma jiz ¢elisti a Zivy se piimo
tkdnémi hostitele, ¢imz zplisobuje jeho usmrceni. Pied dokoncenim vyvoje, larva vytvari
uvniti mSice kuklu a kiize mSice tak zatvrdne s naslednym typickym vzhledem mumie. Typ
zakukleni je charakteristicky pro jednotlivé rody (Stary, 1988), ale v zavislosti na diapauze,
mohou byt dva nebo tfi typy kukel identifikovany také u stejného druhu parazitoida
(Cierniewska, 1976).

Dospéli jedinci se z téla mSic dostavaji vyletovym otvorem, ktery je kruhovy a nese
snadno odklopitelné vicko. U vétSiny parazitoidit Aphidiinae se tento vyletovy otvor
nachazi v nékteré casti bficha msice (Stary, 1988). Vyskytuji se vSak skupiny u nichz
vyletovy otvor a odklopitelné vicko jsou pouze ve vrcholové ¢asti biicha mumie (Stary,
1974).

Rychlost vyvoje parazitoida mize byt odlisSnd v rdmci jednotlivych hostitelskych
druht (Heimpel et al., 2003), v ramci geografickych oblasti, a také v ramci stejného
hostitelského druhu (Campbel et al., 1974; Flint 1980). Primérny vyvoj trva zhruba 14 dni
(Campbell et al., 1974; Cloutier et al., 1981) a je podminén zejména teplotou (Stary, 1988).

Dospélci jsou vétSinou aktivngj$i v teplych, slunnych dnech, zvlasté koncem
dopolednich a odpolednich hodin (Stary, 1988). Dostupnost potravy, piizniva teplota a
vlhkostni podminky prodluzuji délku Zivota parazitoidi o 2 az 3 tydny (Broussal, 1966;
Cierniewska, 1976; Cloutier et al., 1981).

V ramci definované geografické oblasti vykazuji populace parazitoidi na riiznych
hostitelskych druzich riznou genetickou diverzitu. Nejvyssi stupen polymorfismu
se vyskytuje u populaci Siroce oligofagnich druhii parazitoidit (Némec et Stary, 1983),
druhové stfidani hostitele je tak pravdépodobné spojeno se zménami genetické diverzity
populace parazitoidii (Némec et Stary, 1985). Antolin ef al. (2006) dokazali na zakladé

srovnavacich populacné genetickych studii, Ze napt. parazitoid Diaeretiella rapae (M'Int.),
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Siroce oligofagni druh, napadé jednotlivé druhy msic podle jejich sezonniho vyskytu nebo
geografickych oblasti, pfi cemz nedochazi k populacné genetickym zménam. ,,Gene flow*

je dostate¢ny a chrani populaci pied tvorbou hostitelsky-specifikovanych linii.

3.1.8. Pod¢éeled’ Aphidiinae

Rad blanokiidli (Hymenoptera) je druhové nejbohat§im fadem hmyzu na nasem
uzemi. Patfi sem tada uziteCnych parazitoidd, predatorti a opylovaci (Lastivka et al,.
1996).

Velky pocet uZite¢nych parazitoidnich druhti patii do podiadu Stihlopasi (4pocrita),
zejména nadceledi lumkovitych (Ichneumonoidea), kam patii pocetné Celedi lumkoviti
(Ichneumonidae) a luméikoviti (Braconidae) (Lastivka et al., 1996). Rada parazitoidi
Celedi Braconidae je jiz usp€sné vyuzivana v programech biologické ochrany rostlin proti
riznym druhim msSic (Stary, 1970; Carver, 1989; Hughes, 1989) ve sklenicich, sadech a
agroekosystémech v fadé zemi.

Do této celedi patii podceled Aphidiinae zahrnujici ptiblizné 50 rodu
(Kambhampati et al., 2000) a pies 450 druhi vyznamnych parazitoidii msSic. Do této
podceledi patti studovany rod Lysiphlebus, jehoz druhy nalezi k béZnym bioregulatoriim

mSic v ekosystémech a agroekosystémech, zejména msic rodu Aphis.

3.2. Detekce biologickeé diverzity genetickymi markery

Jednim ze zé&kladli populacnich analyz je detekce genetické variability
(Edwards et Hoy, 1993). Molekuldrni genetické metody zahrnujici analyzu proteint,
jaderné DNA, mtDNA a mRNA; jsou velmi dilezitymi néstroji ve studiu biologie,
ekologie a populacni genetiky ptirozenych 1 laboratornich populaci hmyzu (Hoy, 2003).

Jednotlivé trovné biologické diverzity jsou vzajemné spojeny kauzalnimi vztahy a
zpétnymi vazbami v pfi¢inné fadé¢ genl, jedincl, populaci, druhli, spoleCenstev a
ekosystému. K pochopeni struktury a dynamiky pfirodni rozmanitosti musi byt piistup
nutné¢ multidisciplinarni. M¢l by tedy zahrnovat metodologii rozli¢nych deskriptivnich a
experimentalnich oborl. Velmi dulezité je srovnani fenotypovych i1 genotypovych
vysledkl, ¢imz se docili podrobnéjSich a pfesnéjSich poznatki nejen o fylogenetickém

vyvoji, ale 1 o druhovém rozdéleni, morfologickych a biosystematickych ptistupech.

3.2.1. Biochemické a molekularni markery
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Taxonomicky a systematicky vyzkum je dnes nemyslitelny bez pouziti genetickych
metod. O tom sveéd¢i uspeésné aplikace cytogenetickych, biochemickych a molekularnich
metod v rozliSovani druht a stanoveni fylogenetickych vztahi.

Analyzy proteinové elektroforézy byly pouzity u mnoha druhtt hmyzu, vykazuji
Biochemické markery detekuji asi jen 30 % genetické diverzity, nez lze detekovat
metodami molekularnich DNA markert (Hoy, 2003).

Od pocatku objevu specifické DNA amplifikace pocet aplikaci této techniky
exponencialné vzrostl. Vyvoj PCR metody zptisobil ptevrat studii v molekuldrni biologii
také u hmyzu (Hoy, 2003). Analyzy genetické variability pouzivanim DNA technik se staly
dilezitym pfistupem k systematickym (Campbell et al., 1994; Dowton et Austin, 1994),
populaéné genetickym a evolu¢nim studiim v ramci jednotlivych druhti hmyzu. Pfispivaji
tak k feSeni zakladnich a aplikovanych otazek ekologie hmyzu, populacni genetiky hmyzu,
dualezité v ochrané proti Skodlivému hmyzu (Hoy, 2003).

Nedostatecné objasnény zlstavaji fylogenetické vztahy uvnitt rodt a evoluce skupin
hmyzu (Kambhampati et al., 2000). Zakladni informace tykajici se molekuldrné
genetickych analyz byly u podcéeledi Aphidiinae zaméieny pirevazné na fylogenetické
studie (Belshaw et Quicke, 1997; Dowton et al., 1998; Smith et al., 1999), které se mnohdy
od pfedchozich studii lisSi v dosazenych vysledcich (Belshaw et al., 1999),
nebot’ fylogenetické studie byly v pocatcich odvozovany porovnavanim riiznych
fenotypovych znakd, morfologickych a vyvojovych stadii (Tremblay et Calvert, 1971;
Chou, 1984; O'Donnell, 1989; Finlayson, 1990) nebo fyziologickymi vlastnostmi.

Nejcastéji je detekovana mitochondridlni nebo jadernd DNA v metodach
PCR - RFLP, casto jsou vyuZivany mikrosatelitové nebo minisatelitové DNA sekvence a

jaderné DNA ve standardnich PCR a RAPD metodach (Reineke et al., 1998).

3.2.2. Izolace DNA

v

Volba nejvhodnéjsi izolace DNA pro dany experiment je zavisla na jeho cily,
mnozstvi a zpiisobu uchovani analyzovanych jedincli a v neposledni fadé¢ na financni
naroc¢nosti.

Analyzy DNA je mozné provadét z larev nebo dospélych jedinci hmyzu bez
predesié izolace DNA (Grevelding et al., 1996). Tento zpisob sniZzuje €as a cenu piipravy
vzorkl vzniklych pfi zpracovani velkého mnozstvi jedinci, avsak neumoziiuje dlouhodobé

uchovani vzorki DNA.
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Rychly a levny zptisob izolace DNA mize byt dosaZen chelatacni metodou —
Chelex 100 (Bio-Rad). Jedna se o kopolymer styrenu a divinylbenzenu obsahujici
iminodiacetatové ionty puasobici jako chelataéni skupiny a zamezujici enzymatické
degradaci DNA (Singer-Sam et al., 1989), coz lze povazovat za klicové, nebot’ pfi pouZziti
degradovanych fragmenti DNA jako templatu, dochazi k redukci efektivity analyz a
k omezeni velikosti produkti pii amplifikaci (Golenberg et al., 1996). Piidanim
Chelexu 100 ke vzorku béhem zahtivani, dochazi ke zvySeni mnozstvi izolované DNA také
ze vzorkl, které obsahujici malé mnozstvi templatové DNA. Chelex neni toxicky,
poskytuje rychlé vysledky a lze ho pouzit pro izolaci DNA ze stovek hmyzich jedinct a
jedinct mensiho rozméru (Edwards et Hoy, 1993). Uspé&$né jsou izolace z 1mg tkané nebo
1 - 3 mm’. Pro PCR reakci objemu 10 - 20 pl lze pouzit 0,8 - 1 ul DNA. Tato izolace je
casto a uspésné pouzivana pii populacnich studiich hmyzu (Edwards et Hoy, 1995; Winder
et al., 1997; Foitzik et Heinze, 2001; Persad et al., 2004, Anton et al., 2006; Sandrock
et al., 2007), ptfi analyzdch mikroorganismti (Regensbogenova et al., 2004; Cox et al.,
1998; Jansa et al., 2003), ryb (McGregor et al., 1996; Yue et Orban, 2001), ptaka (Burg
et al., 2003) a savcu (Arbogast, 1999; Cooper et al., 2001). V ptipadé izolace DNA jedinct
mensi velikosti, neni DNA mozné detekovat ethidium bromidem v agarézovém gelu, bez
predeslé amplifikace DNA.

Dalsi rychlé metody izolace DNA jsou bézn¢ komercéné dostupné ve formeé kitt,
které jsou specificky navrzeny pro izolaci DNA z riznych tkéni: napft. kit pro izolaci DNA
z krve, Cerstvé rostlinné tkdné¢ ¢i herbafovych vzorkl, riznych druht mikroorganismi,
obratlovct i bezobratli (Hufbauer et al., 2001; van Veen et al., 2003). Tato specifita je vSak
zahrnuta ve vysS$i pofizovaci cen€.

Velmi €asto jsou pouzZivany metody zalozené na fenol-chloroformové izolaci, mezi
které patii CTAB, pfi analyzdch hmyzu také pouzivand (Dowton et al., 1998;
Kambhampati et al., 2000; Weathersbee et al., 2004). V porovnani s uvedenymi metodami

wewvr

3.2.3. Metoda PCR

Vroce 1985 byla vynalezena metoda PCR (Polymerase Chain Reaction —
polymerazova fetézova reakce) a ve velmi kratké dobé se stala standardni laboratorni
metodou (Rabinow, 1996). Tato relativné jednoducha technika poskytla védcim nové
moznosti pifi feSeni rGznych problémi (White et al.,, 1989; Arnheim et al., 1990;

Erlich et Arnheim 1992), zejména v oblastech soudni diagnostiky, studii zdkladni biologie,
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ekologie a evoluci. PCR metoda je jednou znejpfistupnéjSich technik také

pro entomology, zabyvajici se zakladnim a aplikovanym vyzkumem (Hoy, 2003).

3.2.3.1. Princip PCR metody
PCR metoda zahrnuje komplex kinetickych reakci vznikajicich mezi templatovou

DNA, oligonukleotidovymi primery (polymery 10 az 30 nukleotidi dlouhé),
deoxynukleotidovymi trifosfaty (dANTP), pufrem a enzymem (DNA polymerazy) (Hoy,
2003).

Pii PCR metodé¢ dojde nejprve k tepelné denaturaci templatové DNA,
na komplementéarni tseky DNA nasednou primery a ptisobenim DNA polymerazy dochézi
k amplifikaci téchto usekii (Hoy, 2003). Cyklus je mozné mnohokrat opakovat, v kazdém
cyklu se mnozstvi DNA zdvojnasobi. Specificnost PCR metody zavisi na parovani bazi

dvou primert a teplatové DNA (Hoy, 2003).

3.2.3.2. SloZeni reak¢éni smési
Protokol PCR metody neni univerzdlni pro vSechny analyzy, kazdy novy

experiment nutné vyzaduje optimalizaci metody. Napiiklad amplifikace 100 bp fragment
neni ekvivalentni pro amplifikaci 10 kb DNA fragmentu (Hoy, 2003). Optimalizace
reak¢nich parametrl je potiebnd pro zlepSeni specificity a vynosu PCR reakce (Hoy, 2003).
Lze optimalizovat tyto parametry: reak¢ni pufr (zvlasté koncentraci MgCly); koncentraci
templatové DNA, primerti, INTPs a DNA polymerdzy; cas a teplotu nasedani primeru na
templat DNA, ¢as a teplotu prodluzovani (Carbonari ef al., 1993). Vyhodou PCR metody je
jeji rychlost a dobra vypovidajici tGroven ziskanych dat, za ptfedpokladu znamych
primerovych sekvenci. Genetické informace u mnoha organismill nejsou k dispozici, nebo
jsou jen v omezené mife. PCR metoda byla proto modifikovdna pomoci riznych typt a

mnozstvi primerti (Hoy, 2003).
Nasledn¢ jsou uvedeny 2 piiklady modifikace PCR metody, které se pouzivaji
pfi feSeni otazek populacni genetiky hmyzu - metody RAPD a SSR. Tyto metody byly

pouzity v této praci pro genetickou analyzu studovaného druhu Lysiphlebus fabarum.

3.2.4. Metoda RAPD

Genomova DNA riznych organismi miize byt amplifikovana jednim kratkym
oligonukleotidovym primerem (6 - 10 nukleotidl) (Williams et al., 1990). Pii této délce je
zna¢na pravdépodobnost, Ze v genomu bude mnoho homolognich mist k pouzitému

oligonukleotidu a nékterd z nich budou dostate¢né blizko u sebe, aby v tiseku mezi nimi
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pii vyuziti PCR dochazelo k amplifikaci DNA (Ondiej, 1999). Takto amplifikovand DNA
muze byt vizualizovana ethidium bromidem na agarézovém gelu. Tato modifikace PCR
metody byla nazvana Random Amplifield Polymorphic DNA — RAPD (polymorfismu
nahodné amplifikované DNA), produkuje tedy nahodné amplifikované polymorfni DNA
fragmenty (Hoy, 2003).

3.2.4.1. Charakteristika RAPD primeri
Tyto primery mohou byt navrzeny zcela nahodné (Samec, 1993), bez jakékoli

znalosti genetické informace testovaného organismu. Jedinym omezenim je nutny obsah
G + C bazi, které by mély byt zastoupeny z 50 az 80 %, bez obsahu palindromickych
sekvenci. Rtizné ndhodné primery pouzivané se stejnou genomovou DNA produkuji riizny
pocet a velikost PCR produktti (Ellsworth ez al., 1993; Kernodle et al., 1993). Celkovy
pocet amplifikovanych fragmenti se mize pohybovat od <10 az pies 100. Tento pocet
nekoreluje s velikosti genomu. MnoZstvi vzniklych produkti zévisi na sekvenci primeru,
ovSem nelze ho pfedem presné odhadnout. Neékteré primery, které davaji bohaté spektrum
v kombinaci s jednim templatem DNA, nemusi sjinym nic vytvofit (Caetano-Anollés
etal., 1991).

RAPD produkty ptedstavuji vétSinou dominantni genetické markery a jsou dédény
mendelisticky (Carlson et al., 1991). Tim u diplo-diploidnich druhi nemohou byt
identifikovany heterozygotni genotypy. U haplo-diploidniho blanokiidlého hmyzu je tato
potiz ptekonana analyzou jen u haploidnich samcl, nebo analyzou genotypu samic
testovanim jejich samc¢ich potomkl (Edwards et Hoy, 1993). Pouze ziidka jsou RAPD
markery kodominantni (Hunt et Page, 1992), coz je pravdépodobné disledek vnitinich
deleci nebo inzerci. O nukleotidové sekvenci RAPD produkti je velmi malo informaci.
Predpoklada se, Ze jsou Casti variabilni repetitivni oblasti (Caetano-Anollés et al., 1991;

Williams et al., 1990).

3.2.4.2. Optimalizace RAPD metody
Genomy ptibuznych, ale také vzdalenych druhi jsou velmi shodné organizovany.

Vétsina amplifikovanych fragmentti byva shodna. Na RAPD profilu Ize nalézt fragmenty,
které jsou charakteristické pro rod, druh, populace, popft. linie (Hadrys et al., 1992). Je tedy
dalezité vyhledat primer vykazujici riizné spektrum fragmentii i u velmi ptibuznych
jedinct. Pocet a velikost amplifikovanych fragmenti zavisi na koncentraci hot¢iku,
genomické DNA a vybraném primeru. Také rizné typy DNA polymerdzy mohou ovlivnit

vysledné spektrum RAPD fragmentt (Schierwater et Ender, 1993).
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Nelze opomijet ani vliv rychlosti teplotnich zmén v priabéhu reakce, coz zavisi
na pouzitém termocycleru (odlisSné teplotni podminky) a rGzném objemu a koncentraci
slozek v PCR smési, vzniklych pouzivanim rGznych pipet. Je tedy vhodné pouzivat primery
produkujici shodné prouzky amplifikované v pouzivanych termocyclerech a primery
produkujici shodné prouzky v opakujicich se reakci (Edwards et Hoy, 1993). Reakéni
podminky musi byt peclivé optimalizovany (Edwards et Hoy, 1993) a je vhodné RAPD-
PCR podminky optimalizovat konkrétné pro dany analyzovany druh (Hadrys et al., 1992).

Riizné spektrum RAPD fragmentll mize byt ziskano také pouzitim riznych DNA
izola¢nich metod, pravdépodobné kvuli piitomnosti rdznych druhti nebo mnozstvi
kontaminujicich latek nebo odlisné koncentraci templdtu DNA (Micheli et al., 1994).
Vramci jedné studie je dualezité pouzivat stejnou metodu izolace DNA u vSech
analyzovanych jedinct (Edwards et Hoy, 1993). Citlivost RAPD-PCR na koncentraci a
kvalitu templatové DNA spociva v kolisani intenzity amplifikovanych fragmentd, nebo k

amplifikaci fragmentti vitbec nedojde (Khandka et al., 1997).

3.2.4.3. Vyhody a nevyhody RAPD metody
Tato metoda ma pii srovnani s dalSimi molekuldrnimi metodami nékolik vyhod.

Pro aplikaci metody neni nutna ptedchozi znalost genomu analyzovaného druhu, je rychla
(Callejas et al., 2005) a pti srovnani s RFLP analyzou, DNA sekvenovanim, PCR - RFLP,
mikrosatelity nebo analyzou microarray relativné levna (Penner et al., 1993). K analyze
posta¢i malé mnozstvi biologického materidlu a dokonce jen tkdnové fragmenty
(Callejas et al., 2005). Tim je metoda vhodna pro studie malych jedinci hmyzu
(Callejas et al., 2005), jako jsou blanokiidli parazitoidé (Edward et Hoy 1993;
Roehrdanz et al., 1993). RAPD-PCR je zavrhovéna pro jeji $patnou reprodukovatelnost
(Black 1992; Ayliffe et al., 1994; Perez et al., 1998; Micheli et al., 1994). Jak ukazuji
studie, je nutné tuto metodu ve vSech vySe uvedenych parametrech dostatecné presné

optimalizovat.

3.2.4.4. Vyuziti RAPD metody
Genomova DNA sekvence lisici se jen v jediné bazi mize zpilisobovat zménu v

poctu a velikosti amplifikované DNA. Tim RAPD muze detekovat i malé rozdily mezi
genomy jedinci vramci druhu a populaci. RAPD metoda je vyuzivdna ve studiich
molekularni ekologie, k druhové identifikaci, hodnoceni piibuznosti, pfi analyzach
paternity, odhadovani genetické variability uvnitf populaci a monitoringu osidlovani
(Hadrys et al., 1992), k detekci individudlni nebo meziliniové genetické variability

(Mazura et al., 2001). RAPD fingerprinting mtze analyzovat i jednotlivd embrya msSic
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(Chan et al., 1999), je vhodny pro rozliSeni malych parazitoidnich druhti nebo biotypt
(Edwards et Hoy 1993, 1994). Rozdily v RAPD patternu koreluji s evoluci v ramci
jednotlivych taxonl (Espinasa et Borowsky, 1998). Tim lIze detekovat fylogeneticky
konzervované produkty specifické pro jedince, ndhodné rozdélené v genomu templatové
DNA (Williams et al. 1990). RAPD metoda byla uspésné pouzita pro stanoveni genetické
variability: parazitoidnich druhG Tryoxys pallidus a Dyglyphus begini (Edwards et Hoy,
1993), parazitoidnich druht v rdmci rodt Telenomus a Trissolcus (Aljanabi et al., 1998),
parazitoidniho druhu Diaeretiella rapae (Vaughn et Antolin, 1998) a Psyttalia concolor
(Karam et al., 2008); mapovani genomu parazitoidniho druhu Trichogramma brassicae
(Laurent et al., 1998). Geneticka variabilita v ramci druhu Dyglyphus begini zjisténa RAPD
metodou byla vyssi, nez ve studii allozymovych marker (Menken, 1991) a srovnatelna
s rovni variability detekované RFLP (Hoy, 2003). U druhu Tetranychus urticae byly
analyzou RAPD tspésné rozliSeny populace rezistentni vici pesticidim. Jednoznacné
odlisila dva morfologicky velmi podobné druhy molice Aleurodicus dispersus a
Lecanoideus floccissiums (Callejas et al., 2005). Je vhodna pro studia genového toku
(Hadrys et al., 1993) 1 mapovani genomu (Reiter et al., 1992). Tti druhy rodu Orius byli
touto metodou jednoznacné rozliSeny, avSak nebylo dosazeno rozliSeni geografickych

populaci v ramci jednoho druhu (Gozlan et al., 1997).

3.2.5. Mikrosatelity

V roce 1984 bylo u nékterych eukaryotnich genomi zjiSténo velké mnozstvi
sekvence tandemovych repetic, které byly nazvany mikrosatelity (Litt er Luty, 1989).
Nasledné studie zjistili distribuci mikrosateliti u dalSich eukaryotnich genomi a také
u né¢kterych prokaryotnich genomech (Tautz ef al., 1986) a to v protein - koédujicich 1
nekodujicich regionech (Kashi et al., 1997; Toéth et al, 2000). U hmyzu mohou
mikrosatelity zaujimat velkou ¢ast genomové DNA (Hoy, 2003). Ackoli vyuziti
mikrosatelitli v poslednich letech stale stoupa, jejich ptiivod a biologicka funkce zlstavaji
nejasnymi. Lze vSak fici, ze v bunice ovlivituji fadu procest (regulace genové aktivity,
rekombinace, DNA replikace, bunéény cyklus nebo organizaci chromatinu) (Li et al.,

2002).

3.2.5.1. Struktura a vlastnosti mikrosatelitt
Mikrosatelitni DNA markery - SSR (Simple Sequence Repeats) nebo STR (Single

tandem repeats) jsou sekvence DNA slozené z mnohokrat se za sebou opakujicich motiva,

jejichz délka je 2-, 3- ,4- , nebo 6- bazi (Tautz et Renz, 1984). U clenovct byla tato
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opakovani nalezena ve slozeni opakovani dinukleotidi (AC, AT, AG), trinukleotidl
(AGC,AAC,AAT) nebo tetranukleotid (ACAT, AAAT, AAAC) (Téth et al., 2000). U
hmyzu se nejcastéji vyskytuji dinukleotidové repetice (Hoy, 2003).

Mikrosatelity 1ze rozdélit do ¢tyt skupin:

a) dokonal¢ (perfekt) — opakovany motiv neni prerusen zadnou bazi

(...TATATATATATATA...)

b) nedokonal¢ (imperfekt) — opakovany motiv je preruSen/pferusovan

nahodnymi bazemi (... TATATATACTATATATA...)

c) prerusené¢ (interrupted) — do opakovaného motivu je vlozena odliSna

sekvence (... TATATATACGTGTATATA...)

d) slozené (composite) — opakujici se motiv je tvofen dvémi sekvencemi, které

na sebe navazuji (... TATATAGTGTGT...) (Oliveira et al., 2006)

Vysoky stupeit polymorfismu umoziuje rozeznani homozygotnich a
heterozygotnich jedincii. Shodny pocet repetic je na obou homologiich chromozomech u
homozygota, zatimco u heterozygoti se u kazdé¢ alely pocet repetic lisi (Oliveira et al.,
2006). Mizeme zkoumat frekvenci jejich vyskytu, stanovit podil heterozygotl v populaci i

stupent podobnosti jednotlivych populaci.

Byla prokazana souvislost mezi velikosti genomu a celkovym poctem opakovani
repetic u mikrosatelitl vyskytujicich se v dlouhych sekvenci (Hancock, 1995). Tato studie
potvrzuje hypotézu, ze zabudovani mikrosateliti je doprovazeno zvétSenim genomu béhem
evoluce. Vkladanim vice repetic do genomu poskytuje organismim molekuldrni prostredek
pro rychlejsi adaptaci na stres z prosttedi (Li et al., 2002). Distribuce riznych typua repetic
(od mono- az po hexanukleotidové) je vysoce zdvisla na taxonomické skuping€. Jedny
z nejdelsich mikrosateliti se vyskytuji u jednoduchych organismu (plisng, houby) (Field et
Wills, 1996).

3.2.5.2. Mutaéni mechanismy
Mutacni rychlost mikrosatelitli je mnohem vys§i nez v jinych oblastech genomu.

Pohybuje se mezi 107 az 10° na lokus a generaci (Sia er al., 2000). Lze o&ekavat, Ze
v kédujicich oblastech bude nizsi pocet mikrosateliti nez v nekodujicich. Zména v kddujici
oblasti (posunuti ¢teciho rdmce) miize zpusobit ztratu funkce vzniklého proteinu (Toth et

al., 2000). Je tedy potvrzena existence selek¢éniho tlaku na mutace, které se vyskytuji
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v oblastech genti (Li ef al., 2004) a tim zpochybnén nazor, ze mikrosatelity jsou selekéné

neutralni (nejsou ovlivnény selek¢nim tlakem) (Oliveira et al., 2006).

Vysokou mutaéni rychlost mohou vysvétlit dva hypoteticky predpokladané mutaéni
mechanizmy: prvni vysvétluje vznik ,.klouzanim*“ DNA polymerdzy pfi replikaci DNA;
druhy vysvétluje vznik rekombinaci mezi dvéma fetézci DNA (Hoelzel, 1998, Oliveira et
al., 2006). Rekombinace méni délku mikrosateliti bud’ nerovnomérnym crossing-overem

nebo genovou konverzi (Li ef al., 2002).

3.2.5.3. Ziskani sekvence mikrosatelitovych primeri
Pro amplifikaci mikrosatelitovych primert je tfeba znat sekvence primert (Hoelzel,

1998), které jsou komplementarni se sekvencemi sousedicimi s mikrosatelitovym lokusem.
Tyto sekvence se ziskavaji prohledavanim znamych sekvenci obsazenych v riznych
databazich, nebo z jiz publikovanych praci. Pro mnoho organismii v§ak doposud nebyly
sekvence navrzeny, a je nutné je ziskavat de novo izolaci z genomovych knihoven (Tautz,
1989), coz mize piedstavovat relativné zdlouhavy a finanéné€ naro¢ny tikon. Pro tyto druhy
lze vSak pouzit sekvence primert, které byly pivodné vyvinuty pro jiny piibuzny druh
z t¢hoz rodu. Tato vlastnost mikrosatelitii je znama jako nahraditelnost (transferability)
nebo cross-species amplifikace (Jaarola et al., 2007; Roa et al., 2000). Umoznuje to
homologni DNA sekvence v mikrosatelitnich regionech (DNA sekvence vyskytujici se
pred a za ur¢itym lokusem nebo genem) (Oliveira et al., 2006). S rostouci fylogenetickou
vzdalenosti druhii vSak pravdépodobnost uspéSného pouziti téchto primera klesa. Délka

mikrosatelitnich lokusi je vétSinou druhové specificka (Goldstein et al., 1995).

3.2.5.4. Vyuziti mikrosateliti
Jako kodominantni markery jsou mikrosatelity jednoduse amplifikovany béhem

PCR. Své¢ uplatnéni nachazeji ptredevsim pii studiu evoluce, ekologie nebo populaci
(Hoelzel, 1998; Bachmann et al., 1993; Winder et al., 1997; Caterino et al., 2000;
Macdonald et al., 2003; Anton et al., 2006; Carballa et al., 2007; Sandrock et al., 2007).
Mikrosatelitovymi markery lze identifikovat rozdily mezi jedincem a jeho potomstvem,
mezi populacemi ur€itého druhu (Burke, 1989; Wang et al., 1999; ; Hufbauer et al. 2001;
Hufbaer et al., 2004; Fauvergue et al., 2005; Zhou et Dorn, 2005). Mohou byt pouzity pfi
variability, jako jsou partenogenetické populace msSic nebo populace blanoktidlych

parazitoidi (Hoy, 2003).
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4. Material a metody

4.1. Charakteristika analyzovanych populaci

Analyzovani jedinci pochazeji pfimo ze sbérti v terénu, nebo z ¢istych laboratornich
kultur. Odchyt analyzovanych populaci a druhli byl proveden na lokalitach, rostlinach a
hostitelskych druzich uvedenych v tabulce 1 (viz také obr. 1). Odchyt mSice makové (Aphis
fabae) byl uskuteénén v polnich porostech bobu zahradniho. V laboratornich podminkach
byl tento druh msice chovan na stejném druhu rostliny. Odchyt mSice Diuraphis noxia byl
proveden na polnim porostu je¢mene set¢ho a tento druh byl néasledn¢ v laboratornich
podminkdch chovan na rostlindch pSenice seté. Oba druhy msSic pochazely z polnich
porostil v Ceské republice.

Chov mSic a parazitoidl byl uskutecnén v housenicich — slozenych z draténé kostry
potazené nylonovymi sitémi o rozméru 35 x 35 x 35cm. V kazdém houseniku bylo celkem
devét kelimka s rostlinami jeden tyden starymi. Vzdy byly tfi kelimky s rostlinami stejného
stafi: mladé¢, stiedni, staré. Vzdy jednou tydné byly tii 3 kelimky nahrazeny novymi.
Spi¢ky listd s husté osazenymi msicemi byly ostifhany a pieneseny na nové rostliny, dalsi
den odstranény. Imdga parazitoidii byla odchycena exhaustorem na stropé houseniku a
pfenaSena do nové kultury. V rdmci jedné populace bylo pieneseno minimalné 30 jedinct.
Odchov v housenicich probihal za podminek: teplota 18 — 22 °C, vlhkost vzduchu 70 %,
18-ti hodinova fotoperioda. Jedinci urcené pro populacni studie byly ptevedeny pinzetou
ptimo do ¢istého 96 % ethanolu a uchovany pii 4 °C do doby izolace DNA.

Kazdy jedinec byl pfed preddnim k analytickému zpracovani ptedurcen
RNDr. Petrem Starym, Ph.D, DrSc, z Entomologického tistavu AVCR. K analyzdm byly
dale pouzity tyto druhy: Lysiphlebus cardui, Lysiphlebus confusus, Lysiphlebus fabarum
(viz tabulka 1, obrazek 1). Schéma pokusu pro zjisténi vlivu stiidani hostitelského druhu u
analyzovaného druhu Lysiphlebus fabarum je znazornéno na obrazku 2. Analyzované

populace a analyzované druhy byly charakterizované vzdy 23 jedinci.
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Obrazek 1: Mapa Ceské republiky s vyznaéenymi misty odbéru jednotlivych druhi

a populaci.
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Tabulka 1: Seznam analyzovanych druhti a populaci rodu Lysiphlebus.

Druh Oznaceni | Lokalita vyskytu | Druh hostitele Rostlina
Lysiphlebus 051 Peruc Aphis fabae Chenopodium
fabarum album
Lysiphlebus 078 Dobrotice Aphis fabae Chenopodium
fabarum album
Lysiphlebus 081 Ceské Aphis Taraxacum
fabarum Budgjovice taraxacicola oficinale
Lysiphlebus 050 Ceské Aphis fabae Cirsium arvense
fabarum Budgjovice
Lysiphlebus 030 Pistina Aphis fabae Cirsium arvense
cardui
Lysiphlebus 004 Pistina Aphis rafinosa Salix alba
confusus
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Obrazek 2: Schéma parentalni a filialni generace druhu Lysiphlebus fabarum a jejich
hostitelskych druhti.
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4.2. Analyzy DNA markeru

Jednotlivé metodiky analyz - izolace DNA, RAPD analyza, SSR analyza
a elektroforetickd separace jsou obecné¢ znamé a jejich pracovni postupy jsou jiz
publikovany. V kazdé¢ laboratoii vSak dochdzi k uréitym modifikacim pracovnich postupii
na zaklad¢ piistrojového a materidlového vybaveni dané laboratofe, proto jsou podrobnéji
popsany postupy pouzitych metod, které byly provedené v Biotechnologické laboratofi,

Zemédglské fakulty Jiho¢eské univerzity v Ceskych Bud&jovicich.

4.2.1. I1zolace DNA

Na zaklad¢ stanovenych cilu této prace bylo nutné ziskat templatovou DNA
kazdého analyzovaného jedince kazdé populace/druhu. S ohledem na rozméry jedinct

studovaného rodu Lysiphlebus, bylo piihlédnuto k moznostem mensiho vstupniho
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materidlu pro izolaci DNA. Pii vybéru vhodné metody izolace bylo také dalezité¢ zhodnotit
casovou a metodologickou nenaro¢nost, nebot’ je nutné¢ soubézné¢ analyzovat vétsi pocet

jedincii. Pro stanoveni optimalni metody izolace DNA byly zvoleny nésledujici metody:

Alkalicka metoda:

Jedinec byl umistén do 1,5ml zkumavky, bylo pfidano 10ul 0,5M NaOH, tkan byla
homogenizatorem rozmélnéna a po dobu 1 minuty pii 12 000 rpm odstiedéna. Do nové
1,5ml zkumavky bylo pfeneseno Sul supernatantu, bylo pfidano 495ul pufru (0,5M NaOH;
100mM Tris, pH= 8,0; ImM EDTA, pH = 8,0) a dobfe promichdno. Vzorky byly uchovany
pii -20 °C.

Metoda SDS:

Jedinec byl umistén do 1,5ml zkumavky a po pfidani tekutého dusiku byla tkan
rozmélnéna. Ke kazdému vzorku bylo pfiddno 400ul extrakéniho pufru (200mM Tris,
pH = 7,5; 25mM EDTA, pH = 8,0; 250mM NacCl; 5% SDS), smés byla protiepana a
ponechana pti pokojové teplot¢ do doby piipravy vsSech vzorki. Dale byly vzorky
odstfedény po dobu 1 minuty pfi 12 000 rpm. Supernatant (cca 300ul) byl pfenesen do
nové 1,5ml zkumavky, bylo pfiddno 300ul isopropanolu. Inkubace smési probihala po
dobu 2 minut pti pokojové teploté a pak nasledovalo odstfedéni po dobu 5 minut pii 12 000
rpm. Supernatant byl odstranén a pelet DNA kratce ususen pii 65 °C. DNA byla rozpusténa
ve 100ul TE pufru (10mM Tris, pH = 8,0; ImM EDTA, pH = 8,0). Vzorky DNA byly
uchovény pii -20 °C.

Metoda Chelex 100:

Jedinec byl umistén do 1,5ml zkumavky obsahujici 1ml sterilni vody. Tkan byla
nasledn¢ rozmélnéna, vznikla smés byla 3 min pfi 12 000 rpm odstfedéna. Supernatant
v objemu 200 — 300ul byl pfenesen do nové 1,5ml zkumavky, bylo pfidano 200ul 5%
Chelexu. Inkubace vzorki probihala po dobu 20 minut pii 56 °C. P¥i vysoké rychlosti byly
vzorky tfepany po dobu 10 vtefin. Nasledovala inkubace vzorkti po dobu 8 - 10 minut pfi
100 °C a pak ihned jejich odstiedéni po dobu 3 minut pfi 12 000 rpm a pii teploté 4 °C .
Vzorky byly uchovany pii 4 °C. Pred kazdym pouzitim byly vzorky vzdy kratce odstiedény
a pro analyzy DNA byl pouZit supernatant.
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4.2.2. RAPD analyza

Pro RAPD analyzu byly pouzity primery sad OPA, OPB, OPF a OPK (Operon
Technologie, Inc.), sekvence jednotlivych primeri jsou uvedeny na webové strance

http://www.operon.com/products/RAPD/OperonsRAPD10merSequences.xls.

Primery byly zkouseny na DNA jednoho jedince. PCR reakce byla provedena
v celkovém objemu 25l obsahujici 0,1M Tris-HCI, pH = 8,3; 50mM KCI; 2mM MgCly;
1% Triton X-100; 100mM kazdého dATP, dCTP, dGTP a dTTP; 1U Taq DNA
polymerazy (TaKaRa); 10pM primeru (Operon Technologies, Inc., Alameda, CA) a 25ng
templatové DNA.

Schéma pipetovani pro 1 vzorek:
- 2.5l 10X reakeéni pufr
- 0.5pl ANTPs
- 1yl DNA
- 4ul primer s orientaci 5°-3°
- 0.2ul Tag DNA polymeraza
- dH,0 do objemu 25ul

Amplifikace DNA probihala vtermocycleru PTC — 100 (MJ RESEARCH)
za nasledujiciho termalniho cyklu:
- 93 °C (3 min)
- 45 cykla pti » 92 °C (1 min)
» 35 °C (2 min)
» 72 °C (3 min)

- kone¢na elongace 72 °C (10 min)

PCR produkty byly rozdéleny elektroforetickou separaci na 1,5 % agar6zovém gelu
v 1x TBE pufru (54 g Tris baze, 27,5 g kyselina borita, 20 ml 0,5 M EDTA pH 8,0). Ke
kazdému vzorku byly ptfiddny 3 pl nanédseciho barviva (30 % glycerol, 0,12 %
bromfenolova modi). PCR produkty byly detekovany barvenim ethidium bromidem. Doba

trvani elektroforézy byla pfi 2,5 hodiny pii napéti 70 V. Gely byly vizualizovany pomoci
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UV svétla a vyfoceny (Epson Ultra Cam 3100Z Imaging Systém). Pro stanoveni velikosti
PCR produktii byl pouzit 100 bp DNA ladder (NEB).

4.2.3. SSR analyza

SSR  primerové pary byly zvoleny na =zakladé odbornych ¢lankt:
Macdonald et al. (2003), Fauvergue et al. (2005) a jest¢ pred vyddnim Sandrock et al.
(2007). PCR reakce byla provedena v celkovém objemu 25 pl obsahujici 2x PPP master
mix Top Bio, 10 pM primeru (Invitrogen) a 25 ng templatové DNA.

Schéma pipetovani pro 1 vzorek (syst¢ém PPP MM Top-Bio):
- 12,5 pl PPP master mixu
- 1 ul DNA
- 0,25 pl primeru s orientaci 5°
- 0,25 pl primeru s orientaci 3°

- 11 pl dH,0 do objemu 25 pl

Amplifikace DNA probihala v termocykleru PTC-100 (MJ Research) za
nasledujiciho termalniho cyklu:
- 94 °C (10 min)
- 35 cykla pti » 94 °C (1 min)
» 55 - 65 °C (1 min)
» 72 °C (1 min)

- koneéna elongace 72 °C (3 min)

PCR produkty byly rozdéleny elektroforetickou separaci na 2 % synergelu
(0,7 g agarozy a 0,65 g synergelu na 100 ml) v Ix TBE pufru (54 g Tris baze, 27,5 g
kyselina borita, 20 ml 0,5 M EDTA pH 8,0). Ke kazdému vzorku byly ptfidany 3 pl
nandseciho barviva (30 % glycerol, 0,12 % bromfenolova modf). PCR produkty byly
detekovany barvenim ethidium bromidem. Doba trvani elektroforézy byla 2 hodiny pii
nap¢ti 80 V. Gely byly vizualizovany pomoci UV svétla a vyfoceny (Epson Ultra Cam
3100Z Imaging Systém). Pro stanoveni velikosti PCR produktti byl pouzit 100 bp DNA
ladder (NEB).
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4.3. Statistické hodnoceni dat

Statistické hodnoceni dat bylo provedeno na zakladé vstupniho souboru, kterym
byla matice sestavena na zéklad¢ ptitomnosti (1) a neptitomnosti (0) amplifikovanych
fragmentii po RAPD a SSR analyze, ziskanych elektroforetickou separaci na agarézovém

gelu. Matice byla vytvotfena v souboru Microsoft Excel, 2006.

4.3.1. Program DARwin
V programu DARwin, 5.0.156 (Perrier et Jacquemoud-Collet, 2006) 1ze na zaklad¢

srovnani individualnich profild fragmentd vytvofit diagram klastri — dendrogam.
K zafazeni do jednotlivych klastri je vyuzivan tzv. bootstrap — nepodobnostni matice je
opakovani vypoctl lze libovolné zadat a udava kolik vypocti z celkového poctu mélo

stejny vysledek.

4.3.2. Program Structure
Program Structure, verze 2.2 (http://pritch.bsd.uchicago.edu/software) umoznuje

grafické znazornéni struktury analyzovanych populaci, identifikovat genetickou vzdalenost
mezi populacemi, zafadit k analyzovanym populacim nezndmého nebo migrujiciho jedince
(Pritchard et al. 2000). Analyza také stanovi hodnotu fixa¢niho indexu Fy dle Wrighta

(1943), ktera charakterizuje genetickou diferenciaci u zkoumanych populaci.

4.3.3. Hlavni koordinacni analyza
Hlavni koordina¢ni analyza (PCoA — principal coordinate analysis) umoziuje pouZziti

vSech typt proménnych, za piedpokladu vypoctu podobnostni matice. Vystupem této
analyzy je ordina¢ni diagram, ve kterém jsou znazornéna data, podle jejich distan¢nich

hodnot. Analyza byla provedena v programu MVSP, verze 3.13.

31



5. Vysledky

5.1. Metoda izolace DNA

Pro populacné-genetické analyzy bylo nutné zvolit optimalni metodu izolace DNA,
vykazujici dostatecnou kvalitu 1 kvantitu DNA ziskanou z kazdého jedince. K izolaci DNA
byli pouziti ndhodné¢ vybrani jedinci vSech druhil a populaci. Kritéria pro zvoleni optimalni
metody izolace DNA byla: ¢asovd a financni narocnost, vytéznost a Cistota izolované
DNA. Z dtvodu ptitomnosti tkani ve vzorku pii pouziti metody Chelex 100, byla
vytéZnost, Cistota a integrita izolované DNA hodnocena elektroforetickou separaci na 1,5%
agarozovém gelu po ptedchozi amplifikaci ndhodné vybraného RAPD primeru. Na zaklade
vyse uvedenych kritérii dosahovala nejlepsich vysledkii metoda izolace DNA 5% roztokem
chelata¢niho cinidla Chelex 100. Tato metoda byla pouzita kizolaci DNA vSech

analyzovanych jedincu.

5.2. Metoda RAPD

Dale byla provedena optimalizace podminek RAPD metody. Reakéni podminky pro
amplifikaci RAPD primert jsou uvedeny v kapitole 4.2.2. a pro vSechny pouzit¢é RAPD
primery a zvolené studie byly stejné. Pro analyzy byly vybrany takové RAPD primery,
které po amplifikaci na jednom nahodn¢ vybraném jedinci vykazovaly pii elektroforetické
separaci dobfe od sebe navzajem rozpoznatelné fragmenty s dostateCnou intenzitou. Z 80
testovanych primerti bylo vybrano celkem 5 RAPD primert. Jejich nazvy a sekvence jsou
uvedeny v tabulce 2. Amplifikace ostatnich RAPD primert bud’ neprobéhly viibec, nebo
poskytly soubor malého mnoZstvi navzajem tézko rozeznatelnych ¢i pouze monomorfnich
fragmentii, nebo amplifikované fragmenty nevykazovaly stejné spektrum ve dvou

opakovani. Velikost hodnocenych RAPD produktti se pohybovala od 300 do 1500 bp.
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Tabulka 2: Pfehled vybranych RAPD primertl, jejich sekvence a vyuziti v analyzach.

Nazev Sekevence primeru Analyza variability Pocet
primeru 5-3° druhi LHR* populaci | lokust
OPA- 11 CAATCGCCGT X X - 10
OPA-12 TCG GCG ATA G X X X 7
OPA-18 AGGTGA CCGT X X - 16

OPF-1 ACG GAT CCT G X X X 11
OPF-16 GGA GTA CTG G X X X 16

* v zavislosti na lokalit¢ vyskytu, druhu hostitele a druhu rostliny

5.3. Metoda SSR

Pro analyzu mikrosateliti bylo pouzito celkem 20 primerovych part: 5 part -
Macdonald et al. (2003), 10 parti - Fauvergue et al. (2005) a 5 pari Sandrock et al.
(2007 — sekvence primert sdéleny jest¢ pied vydanim clanku). I pfes uvedené teploty
annealingu kazdého primerového paru ve ¢lancich, byla tato teplota pro kazdy primerovy
par ovéfena, popiipadé optimalizovana. Kazdy primerovy par byl testovdan na DNA
nékolika ndhodné vybranych jedinct. Stabilni a opakovatelné fragmenty poskytovaly tyto
primerové pary: Lysi03, Lysi05, Lysi06, Lysi08, Lysil3 (Sandrock ef al., 2007) a LysiF10
(Fauvergue et al., 2005). Nazvy a pracovni oznaceni, sekvence primerovych part, pocet
opakovani motivu a annealingova teplota jsou uvedeny v tabulce 3. Maximalni a
minimalni pocet amplifikovanych fragmentt vybranych SSR primerovych pard je uveden
v tabulce 4. Velikost amplifikovanych fragmenti byla porovnana s velikostnim
standardem. Pouze u mikrosatelitovych primerd Lysi03 a Lysi05 byl amplifikovan pocet
fragmenti dle uvadéné literatury (viz tab. 4). Primer LysiO5 vykazoval monomorfni
charakter a nebyl zahrnut do celkového hodnoceni vnitropopulaéni analyzy pro mozné
zkresleni vysledkl. Ostatni vybrané mikrosatelitové primery nevykazovaly stejny pocet
fragmentt jako v uvedené literatuie a proto tato data byla hodnocena jako kodominantni.

Z tohoto diivodu maji data pouze informacni charakter. Pro demonstraci byla ze ziskanych
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dat vytvofena kolormapa na zaklad¢ sestaveni spole¢né binarni matice, ve které jsou
uvedeny vysledky analyzovanych populaci parazitujicich na pfirozeném i neptirozeném
hostiteli. Zastoupeni heterozygotnich a homozygotnich jedincti bylo mozné urcit
v jednotlivych populacich pouze na zdkladé¢ spektra ziskaného mikrosatelitovym
primerovym parem LysiF10 (17). Z vySe uvedenych skutecnosti nebylo provedeno
statistické hodnoceni a zastoupeni homozygotti a heterozygotii bylo vyjadieno pouze

pocetné na zaklad¢é podobnosti ziskanych spekter fragmentt pouZzitych SSR primert

Tabulka 3: Sekvence, motiv opakovani a teplota nasedani vybranych

SSR primerovych part.
Nazev Sekvence 5°- 3° Motiv opakovani | Teplota
primeru nasedani
F: TTTGACTTGATGTCATGGGAAG
Lysi03* (18) R: TGATGAGATAAATGTTGGATAAGTGC (GA), 58 °C
(GA);TA(GA),
F: TGAAAGGGGTAAAGGGATTC TA(GA); TA(GA),
Lysi05*(19) | R: CAATTTTCATTTTCTTTCCTCCAC TA(GA),TA(GA), 56 °C
F: GTTTTATATTATTAGAAGGCTGACACC
Lysi06*(20) R: GGTGCTTCTTGAATAGTGAAACG (CA),CC (CA), 57°C
F: TGACTGAACGTGGACTTTGAT
Lysi08*(21) R: TCGTTAAACGTCCAACCACAT (GT)y4 58 °C
F: TGTATATCCATAAGGGTGTACCATAC
Lysil3*(22) R: TTTTCAACGATATTTATTTCTACAACG (GT)yy 54 °C
F: CATTGTCTATATGGGTGCAC
LysiF10**(17) | R: TGTCCAGAAGGGTTGAATTAA (CTa 56 °C

*dle Sandrock et al. (2007); ** dle Fauvergue et al. (2005)

Tabulka 4: Pocet pozic SSR primert, maximalni a minimalni poc¢et amplifikovanych

fragmentﬁ.
Primer Lysi03* | Lysi05* | Lysi06* | Lysi08* [ Lysil3* | LysiF10**
Pocet pozic 3 4 4 4 4 1
Maximalni pocet 3 4 2 1 3 1
fragmenti
Minimalni pocet 1 1 1 1 1 1
fragmenti
Velikost fragmentd | 70-278 | 111-127 | 197-203 | 80-102 | 113-23 132
(bp)
Analyza variability _ _ _ _ _ _
druhu
Analyza variability X X X X X X
LHR
Analyza variability X X X X X X
lab. populaci

*dle Sandrock et al. (2007); ** dle Fauvergue et al. (2005)
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5.4. Stanoveni mezidruhové variability

Mezidruhova variabilita byla stanovena na zakladé dat ziskanych RAPD metodou.
Na obrazku 3 je kazdy analyzovany druh rozmistén v jiném kvadrantu ordina¢niho
diagramu. Druh L. confusus (004) se nachazi na prvnim a druhém kvadrantu, L. cardui
(030) na tfetim a druh L. fabarum (078) na ¢tvrtém kvadrantu. Na zdkladé rozptylu druha
k ose x, vykazuje druh L. cardui (030) vétsi podobnost k druhu L. confusus (004). Druh
L. fabarum (078) je vice podobny druhu L. confusus (004). Druhy L. fabarum (078)

a L. cardui (030) vykazuji nejmensi podobnost.

Obrazek 3: PCoA ordinac¢ni diagram — rozdéleni druhti L. fabarum, L. confusus,
L. cardui (RAPD metoda).
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Obrazek 4: Klastrova analyza druhti - L. confusus, L. fabarum, L. cardui (RAPD metoda).
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Klastrovad analyza v programu DARwin na obrazku 4 opét zietelné rozliSila
vSechny 3 analyzované druhy na jednotlivé klastry.

Tabulka 2: Vysledky hodnoceni dat (RAPD metoda).

Druh Cislo RAPD primer/¢islo lokusu Ocekavana
clusteru markeru heterozygotnost
L. confusus - 004 1 All1/5 0.2266
L. cardui - 030 2 Al18/3; A18/12; F1/1; F16/3 0.2863
L. fabarum - 078 3 F1/1 0.2339

U kazdého analyzované¢ho druhu byl detekovan marker, ktery se u druhu
vyskytoval nejcastéji (tab. 2). Nejvice markerd bylo detekovano u druhu L. cardui.

Ocekavana heterozygotnost jednotlivych analyzovanych druhti je podobné hodnoty.

Vystupem analyzy programu Structure je klastrovad analyza (obr. 5), zndzorfiujici

vysledky pfi rizném poctu analyzovanych skupin. Porovnanim jednotlivych klastrii je
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patrné, Ze pii zadani tfech, ¢tyfech, péti a Sesti skupin, byly analyzované druhy ve vsech

pripadech rozdéleny jen do tfech samostatnych klustert.

Obrazek 5: Klastrova analyza druhti - L. confusus (klastr 1.), L. fabarum(klastr 2.),
L. cardui (klastr 3.) (RAPD metoda).
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5.5. Stanoveni vnitropopulacni variability v zavislosti na
lokalité vyskytu, druhu hostitele a rostliny

Variabilita populaci (tab. 1) byla analyzovana metodami RAPD a SSR. Ziskana data
RAPD analyzou byla hodnocena hlavni koordina¢ni analyzou PCoA (obr. 6), klastrovou
analyzou v programu DARwin (obr. 7) a v programu Structure (obr. 8). SSR data
byla hodnocena hlavni koordina¢ni analyzou PCoA (obr. 9,10). Na obrazku 11 jsou
data RAPD a SSR analyz vyhodnocena spolecné hlavni koordinac¢ni analyzou

PCoA.

Obrazek 6: PCoA ordina¢ni diagram — porovnani populaci druhu Lysiphlebus fabarum
(RAPD metoda).
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Porovnanim rozptylu jedincii jednotlivych populaci v ordinacnim prostoru

na obrazku 6 je patrné, Ze jedinci populace 051 ve tfetim kvadrantu vykazuji nejvétsi

38



vzajemnou podobnost. Populace 050 vykazuje nejvétsi podobnost k populaci 051

a na zaklad¢ rozptylu jednotlivych populaci k ose x, Ize stanovit vzajemnou podobnost

populaci 050, 051 a 081. Populace 078 je nejméné podobna k ostatnim populacim.

Obrazek 7: Klastrova analyza 4 populaci druhu L. fabarum— v zavislosti na lokalité
vyskytu, druhu hostitele a rostliny (RAPD metoda).
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Na obrazku 7 jsou zcela zfetelné rozdéleny Ctyfi analyzované populace do ctyf

samostatnych klastri. Z tohoto klastrového rozdéleni je patrné, ze populace 050 a 081

vykazuji nejvétsi podobnost, na rozdil od rozd€leni populaci v ordina¢nim prostoru

na obrazku 6 , kde nejvetsi podobnost vykazovaly populace 050 a 051.
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Obrazek 8: Klastrova analyza populaci: 050 (klastr 1.), 051 (klastr 2.), 081 (klastr 3.),
078 (klastr 4) (RAPD metoda).
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Na obrazku 8 jsou klastry, znazoriujici vyhodnoceni dat v programu Structure
na zaklad¢ zadani riizné¢ho poctu analyzovanych skupin. Porovnanim jednotlivych klastra
je patrné, ze pii zadani dvou a tfech skupin se vytvofti vzdy tfi skupiny. V tomto piipade
populace 050 a 051 vykazuji nejvétsi podobnost, coz koresponduje s hodnocenim hlavni
koordina¢ni analyzy PCoA (obr. 6). Pti zadani Ctyf, péti a Sesti skupin doslo k vytvoteni

vzdy Ctyt skupin a je patrné, Ze doSlo k zménam v zatfazeni nékterych jedincii do jinych

populaci.
Tabulka 3: Vysledky hodnoceni dat (RAPD metoda).
Populace | Cislo Hodnota RAPD primer/¢islo lokusu Ocekavana
clusteru Fy heterozygotnost
050 1 0.5039 Al11/5; A11/6; A18/8; A18/15; 0.1775
F1/11
051 2 0.2715 - 0.2678
081 3 0.3532 A11/9; A18/4; A18/9; A18/12; 0.2660
F16/3; F16/6
078 4 0.3393 F1/4 0.2492

Az na populaci 051 byl u kazdé analyzované populace detekovan marker, ktery
se dané populace vyskytoval nejcastéji (tab. 3). Nejvice marker bylo detekovano
u populace 081 — Sest markerii. Ocekavana heterozygotnost jednotlivych analyzovanych

populaci vykazuje podobné hodnoty.

Dale byly stanoveny hodnoty fixa¢niho indexu (Fg) pro jednotlivé analyzované
populace. Primérnéd hodnota Fy = 0.37045 poukazuje na znacné velkou genetickou
diferenciaci. Z celkové genetické variability je témét 37% zplsobeno variabilitou mezi

populacemi a 63% ptipada na variabilitu uvnitt populaci.
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Obrazek 9: PCoA ordina¢ni diagram - analyza populaci druhu (SSR metoda).
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Na obrazku 9 jsou analyzované populace druhu L. fabarum znazornény
ve spolecném ordina¢nim diagramu a na obrdzku 10 je kazd4 populace v ordina¢nim
prostoru zndzornéna samostatné. Z diagram je patrny podobny rozptyl v ramci

ordina¢niho prostoru u populaci 051 a 050, tyto populace opét vykazuji nejvétsi podobnost.
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Zatimco populace 078 je nejvice rozptylend ve tfetim kvadrantu a tim vykazuje nejmensi
podobnost k ostatnim analyzovanym populacim. Tento trend koreluje s vysledky RAPD

analyzy (obr. 6).

Obrézek 11: RAPD a SSR data populaci hodnocena hlavni koordina¢ni analyzou
PCoA.
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Z obrazku 11 je patrné, ze vysledky RAPD a SSR metod analyzovanych populaci
vykazuji jednotny trend rozptyleni v rdmci ordina¢niho diagramu. Populace 051 a 050
vykazuji nejvétsi podobnost, zatimco populace 078 na zakladé rozptylu jednotlivych

populaci k ose x vykazuje nejmensi podobnost k ostatnim analyzovanym populacim.
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5.6. Stanoveni vnitropopulacni variability v zavislosti na
parazitaci prirozeného hostitelského druhu

Variabilita populaci parazitujicich na pfirozeném hostitelském druhu byla

analyzovana metodami RAPD a SSR. Ziskané vysledky byly vyhodnoceny hlavni

koordina¢ni analyzou PCoA (obr. 13).

Obrazek 13: PCoA ordina¢ni diagram — porovnani populaci druhu Lysiphlebus fabarum
parazitujicich na msici Aphis fabae (RAPD metoda).
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Na obrazku 13 jsou analyzované populace rozd€leny v ordina¢nim prostoru.

Porovnéanim rozptylt jednotlivych jedinct populaci k ordinacni ose x, vykazuji populace

083B a 078 nejmensi podobnost.
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Obrazek 14: PCoA ordinacni diagram — porovnani populaci druhu Lysiphlebus
fabarum parazitujicich na msici Aphis fabae (SSR metoda).
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Obrazek 15: PCoA ordinacni diagram populaci L. fabarum parazitujicich na msici
Aphis fabae (SSR metoda).

Populace 078 Populace 083B Populace 083C

Na obrazku 14 jsou analyzované populace 078, 083B a 083C zndzornény
ve spolecném ordina¢nim diagramu a jsou rozptyleny po celém prostoru. Z obrazku 15 je
patrny podobny rozptyl populaci 083C a 08B. Odlisny rozptyl vykazuje populace 078,

ktery je od prvniho kvadrantu ke ¢tvrtému. Porovname-li vysledky RAPD a SSR metody je
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patrné, Ze vobou metodach vykazovala vychozi matetskd populace 078 nejmensi

podobnost k obéma dcetinym populacim (083B a 083C).

5.7. Stanoveni vnitropopulacni variability v zavislosti na
parazitaci neprirozeného hostitele

Variabilita populaci parazitujicich na nepfirozeném hostiteli byla analyzovédna

metodami RAPD a SSR. Ziskané vysledky byly hodnoceny hlavni koordina¢ni analyzou

PCoA (obr. 15, 16, 17).

Obrézek 15: PCoA ordinacni diagram — porovnani populaci druhu L. fabarum

parazitujicich na msici Diuraphis noxia (RAPD metoda).
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Na obrazku 15 jsou analyzované populace rozdéleny v ordina¢nim prostoru. Jedinci

populace 088C wvytvofili zcela samostatnou skupinu v prvnim kvadrantu a vykazuji

nejmensi rozptyl v porovnani s ostatnimi populacemi. Porovndnim populaci k ordinacni

ose X, vykazuji populace 088C a 078 nejmensi vzajemnou podobnost.
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Obrazek 16: PCoA ordina¢ni diagram — porovnani populaci druhu Lysiphlebus
fabarum parazitujicich na mSici Diuraphis noxia (SSR metoda).
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Obrazek 17: PCoA ordina¢ni diagram — porovnani populaci druhu Lysiphlebus fabarum
parazitujicich na msici Diuraphis noxia (SSR metoda).

Populace 078 Populace 088B Populace 088C

Na obrazku 16 jsou analyzované populace 078, 088B a 088C zndzornény
v ordina¢nim diagramu spolecné€ a na obrazku 17 je kazda populace v ordina¢nim prostoru
znazornéna samostatné. Jedinci populace 078 jsou rozptyleni v ramci celého ordina¢niho

prostoru. Rozptyl populace 088B smétfuje nejvice ke Ctvrtému kvadrantu. Na prvnim
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kvadrantu jsou vytvofeny dva shodné shluky jedinci populace 088C, které v porovnani
s populaci 088B vykazuji nejmensi podobnost na rozdil od vysledki RAPD dat, kde
nejmensi podobnost vykazuji populace 078 a 088C.

5.8. Porovnani vnitropopula¢ni variability populaci
parazitujicich na prirozeném i neprirozeném hostiteli

5.8.1 Metoda RAPD

Variabilita uvniti jednotlivych analyzovanych populaci druhu L. fabarum je

vyhodnocena klastrovou analyzou v programu DARwin (obr. 18).

Obrazek 18: Klastrova analyza populaci druhu L. fabarum parazitujicich na ptfirozeném
1 neprirozeném hostiteli (RAPD metoda).
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Na obrazku 18 jsou populace rozdéleny do dvou klastrii. Prvni klastr je tvofen
dcetfinymi populacemi: zhruba ' populace 088B, 2/3 populace 083B a celou populaci
088C. Druhy klastr je tvofen obéma mateiskymi populacemi 078 1 a 078 2, dale populaci
083C, 2 populace 088B a 1/3 populace 083B. Je zfejmé, ze populace 088C vykazuje

nejmensi podobnost k své matei'ské populaci 078.
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Obrazek 19: Klastrova analyza populaci druhu L. fabarum: 078 1 (klastr 1.), 083B (klastr
2.), 083C (klastr 3.), 078 2 (klastr 4), 088B (klastr 5), 088C (klastr 6) (RAPD metoda).
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Na obrazku 19 jsou analyzované populace rozdéleny podle zadani rizného poctu
analyzovanych skupin. Pti zadani tfech skupin byly vytvotfeny skutecné tfi skupiny: prvni
byla sloZena z matefskych populaci 078 1 a 078 2, druha z dcetinych 083B, 083C a 088B,
treti samostatnou skupinu vytvofila populace 088C. Pti zadani ctyf skupin se opét
vytvorily ¢tyti skupiny, kde v prvni skupiné byly obé mateiské populace 078 1 a 078 2,
druhou skupinu vytvotily dcefiné populace 083B a 088B, samostatné skupiny tvofily
populace 083C a 088C. Zadanim péti, Sesti a sedmi skupin se jiz vzdy vytvofilo Sest skupin
korespondujici se Sesti analyzovanymi populacemi. V ramci jednotlivych klastr i napfic
zvolenymi skupinami je patrna variabilita uvnitt jednotlivych populaci a néstin existence

subpopulaci. Populace 088C wvykazuje v porovnani s ostatnimi populacemi nejmensi

variabilitu .
Tabulka 4: Vysledky hodnoceni dat (RAPD metoda).
Populace Cislo clusteru | Hodnota Fy RAPD primer/¢islo lokusu Oc¢ekavana
heterozygotnost

078 1 1 0.1356 - 0.3352
083B 2 0.3742 - 0.2369
083C 3 0.3737 - 0.2392
078 2 4 0.1972 - 0.3041
088B 5 0.2105 F16/8 0.2824
088C 6 0.8322 Al12/4; A12/6; F1/5; F1/6; F1/8 0.0716

Pro populace 088B a 088C byly zjistény nejcastéji se vyskytujici markery (tab. 4).
Je zajimavé, Ze nejvice markeri bylo nalezeno u populace, kterda po parazitaci
nepfirozené¢ho hostitele. Dale byly dale stanoveny hodnoty fixa¢niho indexu (Fy)
pro jednotlivé analyzované populace. U populaci parazitujicich na ptirozeném hostiteli je
prumérna hodnota Fy = 0.37045, coz poukazuje na zna¢né velkou genetickou diferenciaci.
Z celkové genetické variability je témétf 37% zplsobeno variabilitou mezi populacemi
a zbyvajicich 63% piipadd na variabilitu uvnitf populaci. U populaci parazitujicich
na nepiirozeném hostiteli je primérna hodnota jesté¢ vyssi Fy= 0.4133, znamena to také
znacn¢ velkou genetickou diferenciaci, kde z celkové genetické variability je piiblizné
41% zplisobeno variabilitou mezi populacemi a zbyvajicich 51% piipadd na variabilitu

uvniti populaci. Z tabulky 4 je patrné, ze nejvétsi fixacni hodnota byla stanovena
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u populace 088C, ktera ve vSech analyzach vykazovala nejmensi podobnost k ostatnim

populacim a o¢ekavana heterozygotnost této populace dosahovala nejmensi hodnoty.

5.8.2. SSR metoda

Cetnost homozygottl a heterozygoti (tab. 5) byla stanovena na zakladé ziskanych
SSR spekter amplifikovanych fragmentii u jedincti v jednotlivych populaci. Z tabulky 5 je
patrny trend vétSiho zastoupeni homozygotnich jedinci u populaci parazitujicich
nepiirozené¢ho hostitele. Tyto vysledky potvrzuji vysledky ziskané z RAPD dat (tab. 4).

Vysledky analyzovanych populaci parazitujicich na pfirozeném i1 nepfirozeném
hostiteli jsou spole¢né uvedeny v kolormapé¢ (tab. 6). SSR markery byly hodnoceny jako
kodominantni markery: bilé pole prezentuje nepfitomné (0) a zelené pole pfitomné (1) SSR
alely. Kolormapa graficky zndzornuje zastoupeni homozygotnich a heterozygotnich
jedincti uvedenych v tabulce 5. Je patrné, Ze vlivem parazitace neptirozeného hostitele

doslo ke zmén¢ struktury populace druhu Lysiphlebus fabarum.

Tabulka 5: Po¢ty homozygotii a heterozygott analyzovanych populaci parazitujicich
na prirozeném (071 1; 083 B; 083 C) a neptirozeném (078 2; 088 B; 088 C) hostitely
dle vysledkt z elektroforetické separace mikrosatelitového primer 17.

Populace | Pocet homozygotii | Pocet heterozygoti
078 1 9 14
083 B 6 17
083 C 6 17
078 2 9 14
088 B 17 6
088 C 16 7
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Tabulka 6: Kolormapa - ptehled vysledkii analyzy laboratornich populaci (SSR metoda).

Populace Pattern
078 1 H 52
078 1 H 43
078 1 H_53
078 1 H_46
078 1 H 55
078 1 H_46
078 1 H 42
078 1 H 44
078 1 H_51
078 1 H 32
078 1 H 34
078 1 H_59
078 1 H 59
078 1 H 36
078 1 H_38
078 1 H7
078 1 H 8
078 1 H 24
078 1 H 12
078 1 H 24
078 1 H_16
078 1 H 12
078 1 H 11
088 B H 28
088 B H 47
088_B H_53
088 B H 43
088 B H 48
088_B H_40
088 B H 31
088 B H 32
088_B H_35
088 B H 32
088 B H 32
088_B H_39
088 B H_ 37
088 B H 57
088 B H 14
088 B H9
088 B H 19
088 B H 11
088 B H_10
088 B H 17
088 B H 20
088 B H 22
088 B H 23
088_C H 28
088 C H 47
088 C H 43
088_C H_53
088 C H 40
088 C H 41
088_C H 32
088 C H 32
088 C H 30
088 _C H 31
088 C H 32
088 C H 35
088 _C H 33
088 C H 39
088 C H 20
088 _C H 19

17a 17b 18b 18c 18d 20b 21

22c §17a 17b 18b 18c 18d 20b 21

22¢  Pattern Populace

H 54 078 2
H 44 078 2
H 44 078 2
H 43 078 2

H 3 078 2
H_45 078 2
H 44 078 2
H 43 078 2
H 53 078 2
H 33 078 2
H 33 078 2
H 32 078 2
H 33 078 2
H 15 078 2
H-15 078 2
H_56 078 2
H 24 078 2
H 21 078 2
H 22 078 2

H2 078 2

H 3 078 2

H 4 078 2

H 1 078 2
H 27 088 B
H 58 088 B
H_26 088 B
H 25 088 B
H 58 088 B
H_50 088 B
H 54 088 B
H 54 088 B
H 52 088 B
H_50 088 B
H 53 088 B
H 53 088 B
H 54 088 B
H 49 088 B
H 50 088 B
H 53 088 B
H 53 088 B
H 34 088 B
H 36 088 B
H 18 088 B
H 12 088 B
H 13 088 B

H 6 088 B
H 55 088 C
H 55 088 C
H 55 088 C
H 55 088 C
H 55 088 C
H 55 088 C
H 55 088 C
H 55 088 C
H 55 088 C
H_ 55 088 C
H 55 088 C
H 55 088 C
H_ 55 088 C
H 55 088 C
H 55 088 C
H 55 088 C
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088 C  H.17 H29 088 C
088 C  H.57 H29 088 C
088 C H 9 H29 088 C
088 C  H.57 H29 088 C
088 C  H 14 H29 088 C
088 C 5 H29 088 C

H_
088 C H 22 H 29 088 C

6. Diskuze

6.1. Analyzovany material

Z divodu vylouceni vlivu kfiZeni, které zvySuje genetickou variabilitu potomstva,
byl pro analyzy wvnitropopulacnich studii zvolen druh Lysiphlebus fabarum, ktery se
rozmnozuje partenogeneticky. Existenci partenogenetickych druhlt v ramci rodu
Lysiphlebus potvrzuji prace Stary ( 1966, 1976, 1986, 2006) a Belshaw et al. (1999). Pravé
Belshaw et al. (1999) vysvétluje partenogenetické rozmnozovani ptisobenim bakterie rodu
Wolbachia. Tato studie vSak nebyla dosud potvrzena. Vysledky ve studii Stary et al.
(2002) dokazuji vyskyt partenogenetickych populaci rodu Lysiphlebus az v oblastech
Korey. Existenci biparentdlniho i partenogenetického zplsobu rozmnozovani populaci
v ramci jednoho druhu, avSak geograficky oddélenych, Ize dle studie Koivisto et Braig

(2003) oznacit za tzv. geografickou partenogenezi.

Pro stanoveni vlivu parazitace nepfirozen¢ho hostitele na vnitropopulaéni
variabilitu parazitoida byl za nepfirozeny hostitelsky druh zvolena msice Diuraphis noxia
(Kurdj.). Tato mSice ptedstavuje ptirozeného hostitele pro druhy rodu Aphidius: A.
colemani, A. ervi, A. matricariae, A. rhopalosiphi, A. uzbekistanicus, druh Ephedrus
plagiator, druh Diaeretiella rapae a druhy Praon gallicum a P. volucre) (Stary, 2006).
MsSice Diuraphis noxia je systematicky vzdalena od ptirozenych hostitelskych druhd, které
jedinci rodu Lysiphleubus parazituji. Druh Lysiphebus fabarum napada msice rodu Aphis
(A. balloticola, A. brohmeri, A. chloris, A. confusa, A. coronillae, A. craccivora, A.
cytisorum, A. fabae) (Stary, 2006). Do sttedni Evropy mSice Diuraphis noxia expandoval z
jihovychodni Evropy (Stary et al., 1993) stejné tak jako analyzovany druh Lysiphlebus
fabarum. Tato podobnost méla zamezit (a také zamezila) vzniku situace, ve které by

nedoslo k zadné parazitaci neptirozeného hostitele studovanym druhem.
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6.2. Metoda izolace DNA

Metoda izolace DNA pro vnitropulacni studie druhu Lysiphlebus fabarum musela
vykazovat dostatené mnozstvi a kvalitu DNA s ohledem na maly vstupni material. Pfi
vybéru metody bylo dale ptihlédnuto na casovou, metodickou a finan¢ni nenaro¢nost. Tato
kritéria spliiovaly tfi metody izolace DNA — alkalick4, SDS, a chelata¢ni. Prvni metoda
izolace DNA — alkalickd, vykazovala pfi detekci DNA na agar6zovém gelu jeji degradaci;
metoda SDS, poskytovala vysoce kvalitni DNA, avsak byla ¢asové naro¢na v porovnani s
tfeti metodou izolace DNA — Chelex 100, ktera z hlediska ¢asové, metodické 1 finan¢ni
nendrocnosti byla vybrdna za optimalni i pfes to, Ze neumoziuje kvantifikaci DNA na
spektrofotometrickém pfistroji. Kvalita, kvantita a integrita DNA byla tedy zjiSténa
elektroforetickou separaci na 1,5 % agardézovém gelu. Ve studiich Edwards et Hoy (1993)
a Gozlan et al. (1997) zabyvajici se genetickou variabilitou byla tato metoda uspésné
pouzita pro RAPD analyzu a Winder et al. (1997) a Gerven et al. (1998) ji pouZzili pro SSR

analyzu.

6.3. RAPD a SSR metoda

Heckel (2003) zastava nazor, ze béhem néckolika let doslo k vyraznému zvysSeni
vyuziti DNA marker u hmyzu a to nejen v ekologickych a populacnich studii, ale také pfi
vyzkumech fylogenetiky, popula¢ni dynamiky nebo pfi mapovani gent. Do t¢ doby byly
studie diverzity, ekologie, migrace a dédiCnosti znakd hmyzu zalozeny na hodnoceni
fenotypovych znak (napf. barva oci, anatomické rozméry téla, patete) (Barlett ef al. 1968;
Fay et Craig, 1969). Behura (2006) uptfednostiiuje DNA analyzy pted analyzami proteinli
z diivodu vétsi variability a stability vzorkd. Domnivé se také, Ze pii entomologickych
studiich, zabyvajicich se popula¢nimi a fylogenetickymi analyzami, je nutné vyuZzivat
pravé DNA metody. Dle Kim et Sappington (2004) mohou rtizné druhy molekularnich
markerli odhalit riizné hodnoty genetické variability. V této studii pro detekci genetické
variability v ramci rodu Lysiphlebus byly zvoleny dvé metody, které se od sebe lisi prave
typem molekularnich markerd. RAPD metoda detekuje dominantni znaky a k amplifikaci

jsou pouzivany nespecifické primery. Metoda mikrosatelitii detekuje kodominantni znaky a
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k amplifikaci jsou pouzivany specifické¢ primery. Tyto dva typy molekuldrnich markert
pouzili ke stanoveni genetické variability druhii a populaci také ve studii Figueroa et al.
(1999) a konstatovali, Ze jejich pouzitim ziskdvame piesnéjsi informace dilezité pro studie
populacni biologie, genetické variability a genetické struktury. Bardakci (2000) zastava
nazor, ze je potieba 2-10x vice vzorkii pro analyzu dominantnich markerti, aby byla

dosaZena stejna statisticka priikaznost jako u kodominantnich markert.

6.3.1. RAPD metoda

Pro genetické studie neni v soucasné dobé metoda RAPD tak vyuzivana jako
metoda SSR. Z divodu nizké reprodukovatelosti doporucuje Greenstone (2005) RAPD
metodu vyuzivat pouze pro restrikéni aplikace. Black (1993) nedoporucuje tuto metodu
pouzivat v populacnich studiich praveé kvili Spatné reprodukovatelnosti RAPD fragmenti,
¢imz se snizuje spolehlivost vysledkt. Hadrys et al. (1992) klade diraz na optimalizaci
koncentrace reak¢nich komponent ve smési a na optimalizaci teplotniho profilu reakce,
nebot’ jen tak bude zajisténa reprodukovatelnost amplifikovanych fragmentd. Ve studiich
Callejas et al. (2005) a Kim et Sappington (2004) byla RAPD reakce provedena ve dvou
opakovani, ve studii Kengne et al. (2001) ve tfech opakovani a pro analyzu byly vybrany
takové primery, které poskytovaly stabilni, opakovatelné a Citelné spektrum fragmentt. V
této praci byla RAPD reakce provedena ve dvou opakovani a RAPD primery byly pec¢livé
vybrany na zakladé reprodukovatelnosti amplifikovanych fragmenti s ohledem na cil
vyuziti. To je divodem rozdilného poctu RAPD primert v jednotlivych studiich této prace.
Celkem bylo vyzkouseno 80 RAPD primerd. Pro ur¢eni mezidruhové variability tfech
druht L. fabarum, L. cardui a L. confusus bylo pouZzito pét primerd, vnitropopulacni
variabilita v ramci populaci druhu Lysiphlebus fabarum byla stanovena péti stejnymi
primery a detekce vzniku linii v populacich druhu Lysiphlebus fabarum v disledku
parazitace nepfirozen¢ho hostitelského druhu byla provedena tfemi primery. Ve studii
Callejas et al. (2005) testovali 50 RAPD primerti, z toho Sest primerti zfeteln¢ odlisilo dva
druhy molic. Aljanabi et al. (1998) testovali 34 RAPD primerti, z toho 18 primert pouzili
k rozliSeni ¢tyt druht rodu Trissolcus a 13 primert pouzili k populaéni analyze druhu
Telenomus podisi. Citlivost RAPD metody dokazuje studie Black et al. (1992), ve které
byly jednoznaéné detekovany v téle parazitované msSice dva druhy parazitoidd —
Lysiphlebus testaceipes a Diaeretiella rapae.

Bardakci (2000) zastava nazor, Ze navzdory problému s reprodukovatelnosti, bude
RAPD metoda vyuzivand, pokud dal$i metody DNA fingerprintingu budou nedostupné pro

vys$si naklady nebo ¢asovou a metodologickou naroc¢nost.
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6.3.2. SSR metoda

Z diavodu nezndmych mikrosatelitovych primerti pro analyzovany druh Lysiphlebus
fabarum, byly vyzkouSeny v letech 2005 - 2006 primerové pary prevzaté zprace
Macdonald et al. (2003), ve které studovali parazitoidni druh Diaeretiella rapae, a prace
Fauvergue et al. (2005) studujici Lysiphlebus testaceipes. AZ na jediny primerovy par
LysiF10 z prace Fauvergue et al. (2005) byly ostatni primery z analyzy vytazeny, protoze
bud’ nevykazovaly stanovenou délku amplifikovanych fragmenti, nebo nedosSlo viibec
k jejich amplifikaci, nebo pocet amplifikovanych fragmenti ptevySoval pocet uvedeny
v citované literatufe. V roce 2006 byly pro tuto studii poskytnuty kolektivem Sandrock et
al. (2007) sekvence mikrosatelitovych primert, které navrhli a vyzkouseli pfimo na
studovany druh Lysiphlebus fabarum. Primer Lysi 05 byl z hodnoceni vyloucen, protoze
v ramci analyzovaného druhu vykazoval monomorfni fragmenty ve vSech analyzovanych
populaci. Ostatni primery vykazovaly mens$i pocet amplifikovanych fragmentt, nez bylo
uvedeno v pivodni praci. Proto byla ziskana SSR data hodnocena jako dominantni a tim
vysledky maji pouze informativni charakter. Ptfesné¢jStho hodnoceni vnitropopulacni
variability pouzitim mikrosatelitovych primerti je mozné dosdhnout jejich fluorescencnim

znacenim s ndslednym rozdélenim na kapilarni elektroforéze.

6.4. Mezidruhova variabilita

Jednoznacné urceni nékterych blanokiidlych jedinct je obtizné pro jejich malé
rozméry a nedostatek jasnych morfologickych rozdilit mezi blizce ptibuznymi druhy. Pro
rozliSeni vybranych druht rodu Lysiphlebus a stanoveni mezidruhové variability, byla
v této praci zvolena RAPD metoda. K analyze byly vybrany tyto druhy: Lysiphlebus
fabarum, Lysiphlebus cardui a Lysiphlebus confusus. Ziskana data byla hodnocena hlavni
koordina¢ni analyzou PCoA, klastrovou analyzou v programu DARwin a Structure. Ve
vSech analyzach doSlo ke zfetelnému oddéleni analyzovanych druh. Vzijemnou
podobnost vykazovaly druhy L. cardui a L. confusus. V programu Structure bylo pro
porovnani druhti zadano tfi az Sest skupin. V kazdé analyze byly vyhodnoceny pouze tii
skupiny, které charakterizovaly analyzované tii druhy. Na zaklad¢ ziskanych RAPD dat
byly pro jednotlivé druhy uréeny markery, které se nejvice amplifikovaly v ramci

analyzovanych druht a jsou vhodné pro pripravu SCAR markert. Lze tedy ziskat marker
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pro rychlou detekci druhové ptislusnosti v ramci rodu Lysiphlebus. Tento krok vSak nebyl
v této praci realizovan z divodu finan¢ni naro¢nosti postupu piipravy SCAR markerta. Ve
studii Kengne et al. (2001) Gspésné vyuzili SCAR markery ziskané z RAPD analyzy pro
identifikaci druh komarti. RAPD metoda byla také tispé$né pouzita ve studii Aljanabi et
al. (1998), ve které byly jednoznacné odliseny tii druhy rodu Trissolcus a druhy rodu
Telenomus a také ve studii Callejas et al. (2005) byly touto metodou Uspésné odliSeny
morfologicky velmi podobné dva druhy molice Aleurodicus dispersus a Lecanoideus

floccissimus.

6.5. Vnitropopula¢ni variabilita v zavislosti na lokalité
vyskytu, druhu hostitele a rostliny

Dle Vaughn et Antolin (1998) muize parazitoidni hmyz, ktery vyuziva rtizné hostitelské
druhy, vykazovat genetickou variabilitu v rdmci jednotlivych populaci, v zavislosti na
parazitovaném hostitelském druhu, nebo lokalité vyskytu. Na druhé stran¢ byly populace
analyzované z oblasti (tab. 1) vykazujici radius pfiblizné¢ 210 km, coz by naznacovalo
existenci velké populace. Pti vnitropopulacni studii v praci Kim et Sappington (2004)
ur¢ily radius populaci dokonce do vzdalenosti 300-400 km. Data RAPD metody byla
hodnocena hlavni koordina¢ni analyzou PCoA a shlukovou analyzou v programu
Structure. VSechny populace byly zfetelné oddéleny a v obou vystupech vykazovaly
populace 050 a 051 nejveétsi vzajemnou podobnost. Pii zaddni poctu dvou a tii skupin
v programu Structure, byly tyto Ctyfi analyzované populace rozdéleny v pripadé zadani
dvou skupin — skutecné pouze do dvou skupin, kdy jedna skupina byla tvofena populacemi
050, 051, 081 a druhé populaci 078. V ptipad€ zadani tfech skupin se vytvotily opét jen tfi
skupiny o slozeni: prvni skupina populace 050 a 051, druha skupina populace 081 a teti
populace 078. Pii zadani Ctyf, péti a Sesti skupin se jiz vytvorily vzdy Ctyii skupiny,
charakterizované Ctyfi analyzované populace. Na zdkladé téchto vystupl vytvotfenych
z vysledki RAPD metody, je mozné stanovit ndstin podobnosti populaci podle parazitace
stejného hostitelského druhu (populace 050 a 051) v ndvaznosti na stejnou lokalitu vyskytu
(populace 050 a 081). Do tohoto schématu vSak nezapada populace 078, ktera parazitoval
stejny hostitelsky druh mSice jako populace 050 a 051 a stejnou lokalitu vyskytu jako
populace 081.

Ve studii Calejjas et al. (2005) pouzitim RAPD metody nedoslo ke zfetelnému
odliSeni populaci druhu Aleurodicus dispersus, v ramci populaci byla nalezena vysoka

geneticka podobnost, kterou zdGvodnili neddvnou kolonizaci druhu a tim nedoslo
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k dostate¢nému rozptylu druhu na sledovaném tzemi. Ve studii Aljanabi ef al. (1998)
stanovili RAPD metodou vice nez 78 % podobnost populaci u druhu parazitoida
Telenomus podisi. Nizky polymorfismus odiivodiiuji homogennimi populacemi ve stejnych
oblastech. Roderick (1996) zastava nazor, ze genetickd variabilita mezi populacemi daného
druhu je limitovana migraci, malou velikosti populace v dané lokalité¢, omezenim paieni a
selekci uvnitt populaci. Z hodnoceni RAPD dat bylo zjisténo, ze z celkové genetické
variability pfipadd témet 37 % na variabilitu mezi populacemi a 63 % je zplsobeno

variabilitou uvniti populaci.

Dale v programu Structure byly vytypovany markery, které se nejvice
amplifikovaly pfi analyzach jednotlivych populaci. Tyto markery mohou byt opét pouzity
pro navrzeni SCAR markert. Tento postup nebyl realizovan z diivodu finan¢ni naro¢nosti
sekvenacni analyzy. Vysledky metody SSR vykazovaly opét vétsi vzdjemnou podobnost
populaci 050 a 051, zatimco populace 078 vykazovala nejmensi podobnost k ostatnim
analyzovanym populacim. Spolec¢né vyhodnoceni vysledki RAPD a SSR dat analyzou
PCoA (obr. 11) potvrdilo vysledky, kterych bylo dosaZzeno samostatnym hodnocenim.

6.6. Vnitropopulacni variabilita v zavislosti na parazitaci
prirozeného hostitelského druhu

Vnitropopulac¢ni variabilita byla stanovena u tii populaci druhu Lysiphlebus
fabarum. Populace byly reprezentovany tfemi generacemi parazitoid: jedna mateiska
generace a dv€ dcefinné generace — generace potomkul. Jedinci ze vSech populaci
parazitovali na ptirozeném hostitelském druhu msice a predstavovali kontrolni populace
k populacim parazitujicim nepfirozeného hostitele. Vysledky metod RAPD a SSR byly
hodnoceny hlavni koordina¢ni analyzou PCoA a ukazuji na malou podobnost mateiské
populace 078 1 k prvni dcefinné populaci 083B. Stejny vysledek vykazoval ordina¢ni
diagram sestaven z SSR dat. Porovnanim rozptylu jednotlivych populaci v rédmci
ordina¢niho prostoru je patrny podobny rozptyl populaci 083B a 083C, odlisny rozptyl
v ordinacnim prostoru vykazuje populace 078, pfesto nelze potvrdit vznik specifickych

linii.

58



6.7. Vnitropopulacni variabilita v zavislosti na parazitaci
neprirozeného hostitelského druhu

Vnitropopulacni variabilita byla stanovena u tfi populaci druhu Lysiphlebus
fabarum na zékladé¢ RAPD dat. Z vystupu hlavni koordina¢ni analyzy PCoA je patrné, Ze
populace byly rozdéleny na samostatné skupiny. Druha dcetfinna populace 088C
vykazovala nejmensi podobnost k prvni dcefinné a matetské populaci a jedinci populace
088C v ordina¢nim prostoru zaujimali nejmensi rozptyl v porovndni k prvni dcefiné a
matefské populaci. Tyto vysledky koreluji s vysledky hlavni koordina¢ni analyzy PCoA
hodnotici SSR data, kde se v ordinacnim prostoru vytvotily pouze dvé skupiny tvoiené z
jedinct druhé dcefinné populace. VSechny tfi analyzované populace vykazuji odlisny trend
rozptylu v ramci ordina¢niho prostoru. Na zaklad¢ téchto vysledkii mizeme fici, Ze

parazitaci neptirozeného hostitelského druhu doslo ke vzniku specifickych linii.

6.8. Vnitropopulacni variabilita populaci parazitujicich
na prirozeném a neprirozeném hostiteli

Vnitropopulaéni variabilita u populaci parazitujicich pfirozeného i nepfirozené¢ho
hostitele byla stanovena spole¢nym klastrovym hodnocenim. Vytvotily se dva klastry. Ob¢
matetské populace byly zahrnuty ve stejném klastru a populace 088C vykazovala nejmensi

podobnost ke své mateiské populaci 078 2.

Zajimavych vysledki bylo dosazeno klastrovou analyzou programu Structure. Kde
pfi zadani tfech, Ctyfech, péti a Sesti skupin vytvofila druha dcefinna populace 088C vzdy
samostatny klastr. Tyto vysledky opét ukazuji na vznik specifickych linii v disledku
parazitace nepfirozené¢ho hostitele.

V programu Structure byly pro populace 088B a 088C vytypovany markery,
vhodné pro ptfipravu SCAR markerii. Vyznamné vyuziti téchto markert by bylo v ptipadé
snahy o detekci jedinct schopnych parazitovat nepfirozeného hostitele.

V programu Structure byly dale stanoveny hodnoty Fg pro populace parazitujici
pfirozeného a neptirozené¢ho hostitele. Hodnoty fixa¢niho indexu byly vypocitany na
zaklad¢ dat ziskanych RAPD metodou, matice pifitomnosti a nepfitomnosti fragmentii
z jednotlivych elektroforeogramii. Porovnanim téchto hodnot fixacniho indexu lze
konstatovat, ze hodnoty u matefskych populaci vykazuji stfedni genetickou diferenciaci.

Zatimco dcefinné populace vykazuji znané velkou genetickou diferenciaci. ZjiSténé
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nenulové hodnoty fixa¢niho indexu vypovidaji o tom, ze celkova populace neni
homogenni, ale je rozdé€lena na subpopulace. Vysoké hodnoty fixacniho indexu (Fy
0.8322) vykazovala druhd dcetfinna populace 088C, coz naznacuje existenci subpopulaci.
Porovnanim hodnot o¢ekavané heterozygotnosti u mateiské popupace a jejich dcefinnych
populaci je patrny vyznamny pokles této hodnoty u druhé dcetfinné populace 088C. Tyto
zavery jsou potvrzeny snizenym poctem heterozygotu, ktery byl zjiStén ze SSR dat a to 1
ptes to, Ze byly hodnoceny jako dominantni markery.

V dostupné literatuie nebyla dosud popsana analyza vlivu parazitace nepiirozené¢ho
hostitele na vznik specifickych linii pfi laboratornich podminek. Z tohoto divodu neni

mozné dostatecné porovnani dosazenych vysledki s jinymi studiemi.

Vybrané RAPD markery mohou poskytnout rychlou a pfesnou metodologii
rozliSeni druhii a mohou doplnit informace nebo potvrdit spolehlivost morfologickych a
allozymovym analyz u rodu Lysiphlebus. Navic mohou byt silnym a uZiteCnym nastrojem
ve studiich populacni biologie, genetické variability, genetické struktury, distribuci a
mnozstvi riznych druhti. Nicméné tyto vysledky je nutné potvrdit studii vétSiho poctu
jedinct v ramci jednotlivych populaci. Pro SSR analyzu Ize doporucit testovani vétSiho
mnozstvi mikrosatelitovych primertii, nebo v rdmci finan¢nich moZnosti pfistoupit pfimo na
jejich navrzeni. Pro ziskani ptfesnéjSich mikrosatelitovych dat je vhodné pouzit metodu

kapilarni elektroforézy s fluorescencné znacenymi mikrosatelitovymi primery.
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7. Zaveér

Cilem této prace bylo posoudit vhodnost zvolenych molekuldrnich metod pro
studium vnitropopulacni variability parazitoidniho druhu Lysiphlebus fabarum v zavislosti

na parazitaci nepiirozeného hostitelského druhu.

* Vramci prace byla stanovena optimalni metoda izolace DNA — Chelex 100, ktera
vykazovala optimalni kvalitu 1 kvantitu DNA, byla ¢asov€, metodicky i finanéné

pfistupna.

e Z3esti uspeSn¢ amplifikovanych SSR primer byl pouze jeden urcen jako
kodominantni. Ostatni mikrosatelitové primery nevykazovaly stejné parametry se
studiemy z kterych byly ptfevzaté a proto ziskand data byla hodnocena jako
dominantni. Vysledky nebyly podrobeny statistickému hodnoceni a maji pouze

informaéni charakter.

e Analyzované druhy L. fabarum, L. confusus, L. cardui byly zieteln¢ odliSeny
pouzitim péti RAPD primeri. Vysledky signalizuji potencidl RAPD markert
k odliseni populaci druhu L. fabarum. Pro druh L. cardui byly urceny potencionalni

markery vhodné k piipravé SCAR markert.

* Analyzované populace byly jednoznacné rozliSeny. Vliv lokality vyskytu, druhu
hostitele a rostliny vSak nebyl v populacich jednozna¢né prokazan. Na zéaklade
hodnoceni dat 1ze stanovit pouze nastin podobnosti populaci dle parazitace stejného
hostitelského druhu v navaznosti na stejnou lokalitu vyskytu. Pro dvé analyzované

populace byly ureny potencionalni markery vhodné k ptipravé SCAR markert.

* Metodou RAPD byl zjistén vliv parazitace nepiirozené¢ho hostitelského druhu
na genetickou variabilitu analyzovanych populaci. Jedinci populace po parazitaci
neptirozené¢ho hostitele vytvorili pouze dva shodné klastry a populace vykazovala
nepodobnost k matefské populaci. Vysledky SSR analyzy, i pfes jeji pouhy

informacni charakter, tento vliv potvrdily.

* Na zakladé vySe uvedenych vysledkl lze stanovit vliv parazitace nepfirozeného

hostitele na vznik specifickych populaci parazitoida Lysiphlebus fabarum.
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8. Souhrn / Summary

Lysiphlebus fabarum (Marshall) is a solitary parasitoid wasp (Hymenoptera: Braconidae:
Aphidiinae) of aphids naturally occurring as both arrhenotokous (biparental, sexually reproducing)
as well as thelytocous (all-female) lineages. The taxonomy of the genus Lysiphlebus is poorly
resolved and the morphologically defined species Lysiphlebus fabarum. The main objectives of this
study were to: 1) optimizing of the methods extraction DNA, 2) optimizing RAPD and SSR
methods, 3) use RAPD markers for identification of species L. fabarum, L. cardui, L. confusus,
4) use RAPD and SSR markers for analyses the influence of geographical distance of host species
on level genetic variability on populations L. fabarum, 5) use RAPD and SSR markers
to the determination of the individuals lineages by the populations L. fabarum, 6) assessment
availability used RAPD and SSR methods for study populations of analyses species L. fabarum.

Population genetics of host alternation in aphid parasitoids were studied on thelytokous
populations of Lysiphlebus fabarum, which were presumed to manifest genetically stabile patterns
(possibly host-species dependent lineages). Model populations and isofemale populations centering
the determination of the lineages and their frequency on Aphis fabae were analysed using RAPD
and SSR molecular methods. Host alternation utilized an unnatural host, Diuraphis noxia (Kurdj.)
in no-choice laboratory trials yielded populations manifesting different respective characters. Final
comparison of the two experimental series (1 - A.faba - A.fabae - A. fabae,
2 - A.fabae - D.noxia - A.fabae) manifested differences in lineages in the final 4. fabae populations
if reared on A. fabae continuously or through alternation with D. noxia, respectively.

The 5 selected primers pair used to analyze these species produced 55 clear polymorphic
markers. Six polymorphic microsatellite loci were selected for used to comparison of the two
experimental series. These primers pair produced 16 clear polymorphic markers. The results
indicate the potential of RAPD markers to differentiate L. fabarum, L. cardui and L. confusus.
Species are easily distinguishable by this technique, but distinguishable of strains from distinct
geographic origins were differentiation of the SSR results. However even SSR markers were not
demonstration influence of geographical distance of host species on level genetic variability on
analyses populations. The results (from the RAPD and SSR methods) tend on the role of host-
alternation as a less selective net affecting respectively the parasitoid filial progeny on another host
aphid species.

The correct identification of species and strains of these parasitoids is necessary
to implement, when using parasitoids in a biological control program, to undoubtedly identify
species in the natural population in order to design strategies for monitoring releases

in the environment.
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