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Annotion

Four molecular markers were tested for their potential to be used for species
identification of selected taxa of Cecidomyiidae. Two markers were succesfully amplified,
part of the mitochondrial COI (,,DNA barcoding™ marker) and nuclear fragment ITSI.
Subsequent analysis of their intra- and interspecific variability enabled us to resolve several
taxonomical uncertainties. However, both markers appear to be too variable for reliable

delineation of species and genera under investigation.
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1. Uvod

1.1 Obecna charakteristika bejlomorek

Bejlomorky (Cecidomyiidae) patii do tadu dvoukiidlych (Diptera), podradu
dlouhorohych (Nematocera). Tito mali komarci o velikosti jednoho az péti milimetri jsou
jednou z nejpodetnéjsich &eledi dvouktidlého hmyzu. V Ceské republice se vyskytuje asi 500
druht, ve svéte je znamo celkem asi 5000 druht.

Bejlomorky patii k hmyzu s proménou dokonalou, coz znamena, ze maji Ctyfi vyvojova
stadia: vajicko, larvu, kuklu a imago. Podle zpisobu zivota v larvalnim stadiu bejlomorky
délime na fytofagni - vytvéfejici halky na nejriznéjsich rostlinach, dale mykofagni — Zivici se
houbami nebo zoofagni — zivici se latkami zivoc¢isného ptvodu.

Halky (cecidia) vytvareji larvy fytofagnich bejlomorek ihned po vylihnuti z vajicka, kdy
zacnou chemickymi latkami drézdit pletiva rostliny a tim vyvolaji vznik halky, jeZ ma pro
kazdy druh typicky tvar. Halky vznikaji na riznych castech rostlin: na listech, plodech,
kvétech, stéblech, na vegetacnich vrcholech vétvi i na kofenech.

Larva pfi sani vypousti zUstniho otvoru tekutinu obsahujici rtstové latky na bazi
giberilinu a kyseliny beta-indolyl-octové. Halka se vyviji na mladych, pravé se rozvijejicich
pletivech rostliny. K uspésnému vyvoji halky je nutna koincidence (soulad) mezi urcitym stadiem
larvy a pletivem rostliny, nachazejicim se ve vhodném stadiu vyvoje. Kdyz tato koincidence
neexistuje, halka se nevyvine nebo vznikne jen ¢astecna halka a larva v takovém ptipadée hyne.

V dnesni dobé€ jsou intenzivné studovany zvlasté tyto ekonomicky vyznamné fytofagni
druhy, napadajici svymi halkami nejriizn&j§i zemédélské plodiny a lesni dfeviny. Skodlivost
bejlomorek zavisi hlavné na dvou faktorech: jednak na tom, které orgény hostitelské rostliny
bejlomorky poskozuji a jakym zplisobem ovliviiuji rist a asimila¢ni schopnost dieviny, jednak na
populacni hustoté, v niz se druh bejlomorky na dieviné vyskytuje.

Podle stupné Skodlivosti mohou byt bejlomorky rozdéleny do ¢tyt skupin:

1. druhy velmi skodlivé, jejichz vyskyt miize vést az k odumieni rostliny;

2. druhy Skodlivé, které snizuji asimilacni plochu dfevin, a tim zna¢né reduku;ji

vynos rostliny;

3. druhy slabé¢ skodlivé, jejichz poskozeni na rostlinach je malo patrné;

4. druhy neskodné, jejichz vyskyt se na ristu rostliny viibec neprojevi.

Piikladt poskozeni rostlin existuje spousta. V nékterych mistech CR neni mozno péstovat
vojtésku na semeno, nebot jeji kvéty jsou témét stoprocentné napadeny plodomorkou
vojtéskovou. Snizené vynosy pSenice a zita jsou v n¢kterych oblastech také zplisobeny obilnimi

bejlomorkami. Misty je az tietina plodd hrusni napadena plodomorkou hruskovou a ovoce pada



ze stromi diive, nez dozraje (Skuhravd & Skuhravy, 1960; Skuhravé, Skuhravy & Brewer, 1984;
Skuhrava & Skuhravy, 1998).

1.2 Problémy v taxonomii

Velmi Castym problémem entomologli — taxonomi, zabyvajicich se bejlomorkami, je
patrna ekologicka diferenciace druhti (napi. adaptace na rizné hostitelské rostliny), u kterych ale
nelze najit zadné morfologické odlisnosti. Rodova a druhova taxonomie bejlomorek je dnes ale
jesté prevazné zalozena pravé na morfologii vSech vyvojovych stadii (larva, kukla, imago), na
tvaru a velikosti halek, na druhu hostitelskych rostlin a geografickém rozsiteni. V fadé€ ptipada
jsou vSak tyto znaky pro zfetelné rozliSeni druhii a jejich fazeni do vysSich taxonomickych
skupin nedostacujici.

Analyza DNA mize vyznamné piispét k potvrzeni polyfagnosti nckterych druhi
bejlomorek a stanoveni celkového rozsahu hostitelt, coz je velmi dilezité pii boji proti t€émto
Skiidetim (Uechi ef al. 2003). V této praci studovali Contariniu maculipennis napadajici svymi
halkami razné hostitelské rostliny v Japonsku, Thajsku a na Havaji. Na zékladé
mitochondrialniho markeru COI byla potvrzena polyfagnost tohoto druhu. Podobnym problémem
se zabyvala 1 dalsi studie (Yukawa et al. 2003), ve které také pomoci markeru COI zjistili
polyfagnost, resp. stfidani hostitelskych rostlin v zavislosti na vyvojovém cyklu u rodu
Asphondylia.

Podrobnéjsi genetické studie DNA by mohly napomoci k presnému rozdéleni bejlomorek
na rodové a druhové rovni, k pochopeni evoluce tohoto druhu a zaroven také pomoci pii boji

proti témto Sklidctm.

1.3 Studované markery

Molekularni markery jako vyznamny nastroj v biologii pomahaji fesit problémy a otazky
tykajici se fylogenetiky, evoluce, ekologie a popula¢ni dynamiky druht. DéEli se na markery
proteinové (alozymy) a na DNA markery. Jako DNA markery mohou byt pouzity geny nebo
nekodujici iseky DNA jak nuklearni, tak mitochondrialni.

Mitochondrialni DNA obsahuje obecné vétsi mnozstvi rozdilit nez DNA nuklearni, jeji
mutacni rychlost je totiz asi 20x vys8i nez u jaderné DNA. Je také charakteristickd vysokou
mezidruhovou variabilitou a vysokym poctem kopii v jedné buiice (stovky az tisice kopii),
zatimco jaderna DNA se vyskytuje pouze ve dvou kopiich v bunce diploidnich organismd.
Vyhodou mitochondrialni DNA oproti nukledrnim geniim je také hemizygotni konstituce (dédi se
pouze v maternalni linii) a moZnost ziskat tuto DNA 1 zmalych a ¢astené¢ degradovanych

vzorkll. Nuklearni DNA je ze starSich vzorki hiife dostupnd, protoZe snadnéji degraduje. Dalsi



vyhodou mitochondrialni DNA je nepfitomnost introntll, coz ale miize byt u jadernych markerti 1
vyhodou, zvysujici jejich variabilitu (Loxdale & Lushai, 1998).

Pro tento projekt jsme na zakladé Udaju z literatury (Loxdale & Lushai, 1998;
www.barcodinglife.org) vytypovali celkem 4 markery, a to dva z mitochondrialni a dva
z nuklearni DNA.

1.3.1. Mitochondrialni markery

Mitochondrialni genom obsahuje fadu gentl, z nichz kazdy mtze byt pouzit jako marker.
Vzhledem k tomu, ze maji riznou evolucni rychlost a tedy i variabilitu, je nutné dopiedu
posoudit, ktery z nich je vhodny pro dany problém. Vzdy se ale musi provést pilotni studie,
béhem niz je otestovano, zda skute¢né variabilita vybraného markeru odpovida ptedpokladu.

Jednim z mitochondridlnich genti, vhodnym pro efektivni rozliSeni vnitrodruhové a
mezidruhové variability, je oblast genu cytochrom oxidasy - podjednotka I (COI). Diky své
Siroké pouzitelnosti jak u zivocichd, tak u rostlin, byl tento gen vybran i pro projekt ,,DNA
barcoding*.

»DNA barcoding™ je technika vyuzivajici kratkou sekvenci genu (~ 650 bp dlouhou oblast
pobliz 5 konce podjednotky I cytochrom oxidasy) ze standardizované oblasti genomu jako
diagnosticky ,,biomarker” pro pfesné¢ urCeni a pozd¢jsi rychlou identifikaci rostlinnych a
zivocisnych druhti (Hebert ef al. 2003a). Slouzi ale nejen k rozliseni uz znamych druhti (Hebert
et al. 2003b; Ward et al. 2005), ale také k identifikaci novych nebo kryptickych druhti (Hebert et
al. 2004; Penton et al. 2004; Smith et al. 2006), invazivnich druhii (Siddal & Budinoff 2005) a
ke stanoveni biodiverzity (Janzen et al. 2005; Smith ef al. 2005a). Tato technika spoléha na to, Ze
pramérnd vnitrodruhova variabilita je asi 10x mensi nez variabilita mezidruhova (Shearer &
Coffroth, 2007). Predpoklada se, Ze prahova hodnota mezi vnitro- a mezidruhovou variabilitou
je dostatecné Siroka k rozliSeni riznych taxonti (Meyer & Paulay 2005). Poloha markeru a pozice

primeru standardné pro barcoding pouzivanych je uvedena na Obr.1.

Obr. 1. Struktura genu COI a umisténi jednotlivych primerd.
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Marker COI byl pro rozliSeni vnitro- a mezidruhové variability pouZit i u bejlomorek, a to
konkrétn¢ u rodu Asteralobia (Tokuda et al. 2004) a Placochela (Tokuda et al. 2005). V obou
pracich se pokusili na zaklad€ srovnani morfologie, ekologie a variability markeru COI

o identifikaci n€kterych druhti z téchto roda s cilem urcit rozsah jejich hostitelskych rostlin a
zpusobu speciace.

DalSim testovanym mitochondridlnim markerem byla kontrolni oblast A+T-rich. Tato
oblast je vysoce variabilni a polymorfni, proto je vhodna pro popula¢ni a fylogenetické studie
blizce pribuznych taxonti (Taylor ef al. 1993).

1.3.2. Nuklearni markery

Nukledrnim markerem, ¢asto pouzivanym pro rozliSeni a identifikaci druht, je fragment
ITS1 (internal transcribed spacer). Tato nekddujici sekvence, nachdzejici se mezi
konzervovanymi kodujicimi 18s a 5.8s podjednotkami ribosomélni DNA, se vyviji rychleji nez
vétSina jinych genl, mlze se tedy znacné liSit i mezi blizce ptibuznymi druhy. Také obsahuje
velké mnozstvi polymorfismi, a to i délkovych, které jsou primarné zplisobeny variabilnim
poctem jednoduchych opakujicich se jednotek mezigenovych a neptepisovanych oblasti. Diky
témto polymorfismim muizeme organismy rozdélit i do téch nejnizSich taxonomickych trovni
(Douglas et al. 2001). Protoze je ITS1 nekodujici oblasti, ocekava se zde vétsi variabilita nez u
genu cytochrom oxidasy kodujici aminokyseliny (Vickerman et al. 2004). Problémem zde miize
byt opakovanost daného tseku v genomu, ale vzhledem k tomu, ze jsou tyto opakované sekvence
homogenizovany synchronizovanou evoluci (concerted evolution), je mozné tento marker pouzit

(Hillis & Dixon, 1991). Poloha markeru a pozice pouZivanych primert je uvedena na Obr. 2.

Obr. 2. Struktura oblasti ITS a umisténi pouzivanych primert.
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Dalsim testovanym nuklearnim markerem pro fylogenetické studie je gen pro elongacni
faktor—1 alfa (EF-1a). EF-la je gen hojny zejména v cytosolu, kde se podili na GTP — zavislé

vazbé aminoacyl-tRNas do mista A na ribosomech pii druhém kroku translace z mRNA na



protein. Obecné je to vysoce konzervovany gen, ktery ale obsahuje né&kolik variabilnich
intronovych oblasti. Pravé tato exon-intronova struktura déld z tohoto genu marker vhodny pro

rozliSeni organismi na druhové a rodové trovni (Berney et al. 2000).

1.4 Studované druhy a jejich stru¢na charakteristika

Ke studiu DNA byly na doporu€eni V. Skuhravého vybrany rody (resp.druhy), které
predstavuji urcité taxonomické problémy. Od naprosté vétSiny bylo k analyze variability na
molekularni Grovni vzato 2-5 jedinct.
Rod: Dryomyia:

Dryomyia circinans (Giraud, 1861) vytvati velké, plosné, siln¢ ochlupené halky (viz

Ptiloha 1) na listech dubu ceru (Quercus cerris). Béhem roku se vyviji jedind generace. Imaga
létaji na zacatku kvétna. Samice kladou vajicka na rasici listy dubu ceru. Larvy se vyvijeji
v halkéch velmi pomalu, plné jsou dorostlé az v poloviné zéii, kdy opoustéji halku. Prezimuji

v pid¢ a tam se na jare kukli (Skuhrava & Skuhravy, 1998).

Rod Hartigiola:

Hartigiola annulipes (Hartig, 1839) tvoii drobné, kulovité, chlupaté halky na dolni
strané buku lesniho (Fagus sylvatica). Béhem roku se vyviji jedina generace. Z larev
prezimujicich v halkach se po 2-3 tydenni dobé kukleni lihnou iméga od poloviny kvétna do
zacatku Cervna. Samicky kladou vajicka na dolni stranu listi buku a tam se zacina vyvijet halka.
Koncem srpna uz jsou larvy v halkach plné vyvinuté, na podzim hélky padaji na zem a larvy

pfezimuji v halkach na povrchu pidy nebo v ptid€ (Skuhrava & Skuhravy, 1998).

Rod Aphidoletes:
Aphidoletes aphidimyza (Rondani, 1847) je drava bejlomorka zivici se mSicemi.
Sledovani té€chto tfi druhi mélo za cil ziskat zkuSenosti pro hodnoceni dalich druhid a

vysledky byly pouzity jako kontroly k dal$im vyzkumiim.

Rod Mikiola:

Mikiola fagi (Hartig, 1839) je evropsky druh s Sirokym aredlem a snad nejznaméjsi
halkotvornou bejlomorkou vibec. Vytvari halky na listech buku lesniho (Fagus sylvatica).
Halky jsou vietenovitého tvaru, bfichaté, na vrcholu ukoncené ostrym hrotem (viz Ptiloha 2).

V halce Zije pouze jedina solitérni larva. Behem roku se vyviji jedina generace. Iméga se lihnou



z héalek, které na podzim spadaly na zem. Lihnou se koncem biezna a na zacatku dubna,
v lokalitach s vyssi nadmoiskou vyskou o néco pozdéji (Skuhrava & Skuhravy, 1998).
Halky tohoto druhu byly sesbirany v roce 2006 na n&kolika lokalitach v Ceské republice

ke zjisténi vnitrodruhové variability v rdmci vétsiho uzemi.

Rod Lasioptera: Jedna se o jeden rod, jehoz larvy se vyvijeji na rostlinach z riznych celedi.
Tyto druhy jsou dobte odliSitelné morfologickymi znaky na larvach i na imagach. Jde tedy o
zjisténi, jak jsou po molekularni strance rozdilné jasn¢ zietelné druhy jednoho rodu.

Lasioptera hungarica (Mohn, 1968) vytvaii halky v myceliu stébel rakosu Phragmites
australis.

Lasioptera carophila (F. Low, 1874) tvofi tvrdé zdufeliny na konci okoliki rostlin
z Celedi Apiaceae.

Lasioptera arundinis (Schiner, 1854) larvy ziji spole¢né v halkach, které vytvareji na
postrannich vyhoncich rdkosu Phragmites australis.

Lasioptera calamagrostidis (Riibsaamen, 1893) tvoii halky pod listovymi pochvami

Calamagrostis epigeios (Skuhrava & Skuhravy, 1960).

Rod Rhabdophaga:

Rhabdophaga rosaria (H. Loew, 1850): Béhem roku se vyviji jedind generace. Imaga
1étaji zaCatkem kvétna. Samice klade na kazdy terminalni pupen vrby pouze jedno vajicko.
Vylihla larva vnika doprostifed pupenu, zaciné sat a v tomto misté se tvoii mala komurka, v niz
zije uprostfed ruzice zakrnélych listkdi tvoficich rGzipodobnou héalku (n€kdy az 4-5 cm
v praméru) (viz Ptiloha 3). Larva pomalu roste béhem 1éta. Na podzim je larva pln¢€ vyvinutd a
jako larva tretiho instaru v halce pfezimuje. V dubnu pfistiho roku se larva v halce kukli a pak
z halky vyletuje iméago (Skuhrava & Skuhravy 1998).

Larvy studované v této praci byly nalezeny na Salix caprea a Salix alba a molekularni

analyza méla urcit, zda je to opravdu jeden druh nebo uz se jedné o druhy dva.

Rod Janetia:

Jedna se o dva druhy tohoto rodu (Janetia szepligetii a Janetia cerris), oba tvoii halky na
dubu ceru (Quercus cerris). Jejich halky jsou od sebe dobte odlisitelné. U Janetia szepligetii byly
nalezeny rizové a bil¢ larvy, analyza DNA méla stanovit, zda se opravdu jedna o jeden druh.

Janetia szepligetii (Kieffer, 1896) vytvaii kulaté vypuklinky na listech Quercus cerris. Je
to mediterdnni a submediteranni druh, v Ceské republice byly halky zjistény pouze na nékolika

malo lokalitach (Skuhrava & Skuhravy 1998).



Janetia cerris (Kollar, 1850): Béhem roku se vyviji jedina generace. Imaga 1étaji na
zacatku kvétna. Samice kladou vajicka na rasici listy Quercus cerris. Halky na horni strané listu
jsou kuzelovité, na dolni strané listu jsou malé a chlupaté. Larvy se v halkach vyvijeji velmi
pomalu. Dorostlé larvy opoustéji halky v poloving zaii. V t& dobé se odd€luje dolni ¢ast halky

v podobé¢ vicka a larva pada na zem (Skuhrava & Skuhravy, 1998).

Rod Oligotrophus (Latreille, 1805):

Tento rod zahrnuje druhy, které tvoii halky na jalovcich (Juniperus sp.). Jejich larvy
zpusobuji pfeménu pupentl jalovce, zahrnujicich nékolik poslednich pieslent jehlic, v podlouhlé
zaSpicatélé halky (viz Ptiloha 4). Jednotlivé druhy lze jen velmi téZko rozeznat podle tvaru halek
i podle morfologickych znak, i kdyZ se o to pokusil ve své praci Harris et al. 2006. Ten se také
snazil o opétovné vymezeni rodu Oligotrophus na zéklad¢ ¢astecné sekvence mitochondrialniho
genu 12S rRNA.

Jedinci studovani v této praci pochazeli z nékolika lokalit v Cechach, déale z Bulharska,
Francie, Italie a pravdépodobné novy druh z halek na Juniperus navicularis z jizniho Spanélska.
Proto se dal ocekavat zajimavy vysledek pravé hodnoceni druhového postaveni na zakladé
molekularnich analyz. Podle Skuhravého se na lokalitich v Cesku vyskytuji pfechody mezi
tvarem halek na kefich, které rostou blizko sebe a dokonce i na kefi jediném. Slo tedy o zji§téni,
zdali by molekularni analyza mohla ptispét k feseni slozitych morfologickych a biologickych

vztahu.



2. Cile prace
1) Vybrat vhodny zpisob extrakce DNA z larev bejlomorek.
2) Otestovat vybrané markery pro efektivni rozliSeni rodové a druhové ptislusnosti
bejlomorek.

3) Na zaklad¢ otestovanych markerii se pokusit o objasnéni komplikovaného problému

druhové pfislusnosti vybranych zastupct.



3. Material a metodika

3.1. Material

VSechny zpracované vzorky byly v larvalnim stadiu, uchovavany v 96 % etanolu.

Naprosta vétSina pochézela ze sbirek Vaclava Skuhravého, dravé bejlomorky Aphidoletes

aphidimyza daroval Jan Havelka (Biologické centrum AV CR, ENTU) a Giorgios Broufas

(Democritus University of Thrace, Orestiada). Pfehled vzorki a lokalit je uveden v Tab .1.

Tab. 1. Studované druhy bejlomorek.

Druh (pocet jedincti) Lokalita Hostitelské rostliny
Lasioptera hungarica (2) Praha Phragmites australis
Lasioptera carophila (2) Spanélsko Apiaceae

Lasioptera arundinis (4)

Praha, Spanélsko

Phragmites australis

Lasioptera calamagrostidis (2)

Jizni Morava

Calamagrostis epigeios

Dryomyia circinans (2)

Brno

Quercus cerris

Mikiola fagi (10)

Velké Skaliny, Tfisnov u Zlaté Koruny, Hranice,
Pardubice, Praha

Fagus sylvatica

Hartigiola annulipes (1) Praha Fagus sylvatica
Rhabdophaga rosaria (4) Praha Salix caprea, Salix alba
Janetia szepligetii (4) Brno Quercus cerris
Janetia cerris (2) Brno Quercus cerris
Aphidoletes aphidimyza (9) Ceské Budéjovice, Thessaloniki dravy druh
Arceuthomyia valerii (1) Francie Juniperus communis
Oligotrophus juniperinus (27) CR, Bulharsko, Francie, Italie, Spanélsko Juniperus communis, J. hana
Oligotrophus panteli (1) Nemiz Juniperus communis
Oligotrophus navicularis (1) Spanélsko Juniperus navicularis

3.2.1zolace DNA

Pted pouzitim byly vzorky ponechany 5-10 minut na vzduchu z divodu odpateni

etanolu. Vzhledem k malé velikosti byly vzdy pouzity celé larvy.

Veskeré dale uvedené laboratorni metody byly provadény s aerosolovymi Spickami

(Spicky s filtrem), aby bylo zabranéno nezddouci kontaminaci mezi vzorky.

Izolace byla provadéna pomoci jedné z téchto metod:

3.2.1. Chelexova izolace (Hoelzel 1998)

Vzorky byly zhomogenizovany v 500 pl 5 % chelexu (BioRad) pomoci sterilniho

homogenizéatoru. Poté byly inkubovany pii 56°C miniméalné 45 minut, zvortexovany a znovu

inkubovany 10 minut pii 98°C. Vyizolovana DNA byla uchovavéna pfi teploté 4°C.
3.2.2. Izolace pomoci kitu (ZR Genomic DNA II Kit™)

Postup dle ndvodu vyrobce.

Podstatou této metody je uvolnéni DNA do extrakéniho pufru, nésledné zachyceni na

kolonce a eluce. Vyizolovana DNA byla uskladnéna pfi teploté -20°C.




3.2.3. Izolace extrakénim pufrem (Cox & Hebert, 2001; Frati ef al. 2001)

Slozeni extrakéniho pufru: 885 pl dd H,O; 100 pl 1x PCR pufru s MgCl, (TopBio);
10 pl 1 % Tween 20; 5 pl proteindzy K (100 pg/ml ). Vzorek ve 20 pl extrakéniho pufru byl
zmrazen (-76°C, 15 minut), poté inkubovan (65°C, 2 hodiny) a povafen (94°C, 15 minut).
Vznikla smés byla uskladnéna pfi teploté 4°C a nésledné pouzita jako templat pro PCR.

3.3. Polymerazova retézova reakce (PCR)
3.3.1. Pouzité primery

Mitochondridlni gen (COI) byl amplifikovdn pomoci univerzdlnich primeri
pouzivanych pro DNA barcoding (www.barcodinglife.org).

Jaderny marker (ITS) byl amplifikovdn pomoci jednoho univerzalniho primeru,
jednoho degenerovaného primeru a jednoho specifického primeru (viz Obr. 2). Primery byly
navrzeny tak, aby nasedaly do konzervovanych podjednotek 18S rDNA a 5.8S rDNA, coz
umoznilo snadné¢jsi amplifikaci, nez kdyby nasedaly piimo do variabilniho intronu. Tato
metoda se nazyva Exon Primed-Intron Crossing PCR (EP-IC-PCR) (Palumbi & Baker, 1994).
Specificky primer byl navrZen na zdklad€ nami ziskanych sekvenci bejlomorek.

Markery EF-1a a A+T rich oblast se uvedenymi primery naamplifikovat nepodafilo.
Ptehled sekvenci vSech pouzitych primert je uveden v Tab. 2.

Tab. 2. Ptehled pouzitych primert.

Gen Nazev primeru Sekvence primeru 5'— 3' Smér
col Lco1490 GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATATTG G F
HCO2198 " TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA R
mtD-9 @ CCC GGT AAA ATT AAA ATATAAACT TC R
ITS1 ITsf1 © TAC ACA CCG CCC GTC GCT ACT A F
ITSr2 ® ATG TGC GTT CRA AAT GTC GAT GTT C R
ITSBejF1a ¥ GTG ATC GCT GCG ACG CCT F
EF-1a EF0-5'©® TCC GGA TGG CAY GGC GAG AAY ATG F
EF1-5b © GAC AAC GTT GGC TTC AAC GTG F
EF2-3b ©® ATG TGA GCA GTG TGG CAA TCC R
A+T rich TIN-24 @ ATT TAC CCT ATC AAG GTA A R
SR-J-14612 @ AGG GTA TCT AAT CCT AGT TT F

1) Folmer et al. 1994

2) Simon et al. 1994

3) Jiet al. 2003

4) Zurovcova, Strouhalova

5) dokumentace ,,Insect nuclear primer set”, NAPS Unit, University of British Columbia

( www.michaelsmith.ubc.ca/services/NAPS)
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3.3.2. SloZeni reakéni smési
Typicka PCR reakce pfipravena do mikrozkumavky (0,5 ml) méla objem 12,05 pl a
obsahovala tyto slozky: 7,25 ul dd H,O, 1,25 ul 10x Ex Taq pufru (TaKaRa), 1,0 ul dNTP
(2,5mM, TaKaRa), 0,75 pl primer forward (5 uM), 0,75 pul primer revers (5 uM),
1,0 pl templatova DNA, 0,05 pl TaKaRa Ex Taq polymerazy.
Reakce byla pfipravena na ledu, ptidani polymerazy byl posledni krok.

3.3.3. Amplifikace markeru COI (,,barcoding*)

Vsechny PCR amplifikace probéhly na Eppendorf Master cycleru.

Amplifikacni program sestdval znasledujicich krokt: predenaturace 94°C, 1 min.,
nasledovalo 35 cykla (denaturace 94°C, 30 s, anneling 43-55°C, 45 s, elongace 72°C,

1 min.), reakci ukoncila postelongace 72°C, 3 min.

U nékterych vzorkli vSak pii vySe uvedené teploté¢ annealingu k nasedani primerQ
nedochazelo, proto musel byt pouzit program step-up: predenaturace 94°C, 1 min., nasledovalo 5
cykli (denaturace 94°C, 15 s, anneling 37°C, 45 s, elongace 68°C, 1 min.), poté nasledovalo 30
cyklld (denaturace 94°C, 15 s, anneling 43-55°C, 45 s, elongace 72°C, 1 min.), reakci ukoncila

postelongace 72°C, 7 min.

3.3.4. Amplifikace markeru ITS1

VSsechny PCR amplifikace probéhly na Eppendorf Master cycleru.

Amplifikaéni program sestaval zndasledujicich krokti: predenaturace 94°C 1 min.,
nasledovalo 30 cykli (denaturace 94°C, 30 s, anneling 57-69°C, 30 s, elongace 72°C, 1 min.),
reakci ukoncila postelongace 72°C, 7 min.

I zde u nékterych vzorki k nasedani primerit nedochazelo, proto byl také pouzit step-up:
predenaturace 94°C, 1 min., nasledovalo 5 cyklii (denaturace 94°C, 15 s, anneling 37°C,

45 s, elongace 68°C, 1 min.), poté nasledovalo 30 cykli (denaturace 94°C, 15 s, anneling

57-69°C, 45 s, elongace 72°C, 1 min.), reakci ukon¢ila postelongace 72°C, 7 min.

3.4. Gelova elektroforéza

Elektroforéza byla pouzita ke kontrole uspésnosti izolace DNA, ke kontrole velikosti
fragmenti DNA po PCR amplifikaci a déle po jejich ptecisténi pro sekvenovani. Byla provadéna
na 1,5 % agar6zovém gelu. Gel byl pfipraven rozpusténim 1,5 g agardézy (SeaKem LE Agarose)
v 98,5 ml 1x TAE pufru (50x TAE pufr: 242 g TRIS, 57,1 ml kyseliny octové, 100 ml 0,5 M
EDTA, 1000 ml H,O, pH = 8,0) a rozvafenim v mikrovlnné troub€. Po ochlazeni na cca 50°C
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byl nalit do pfipravené formy s vlozenymi hiebinky a ponechan ptiblizné¢ 40 minut tuhnout
pii pokojové teploté. Na ptipraveny gel bylo naneseno bud’ 5 ul PCR produktu anebo pouze 1 pl,
pokud §lo o PCR produkt ptecistény.

Elektroforéza probihala po dobu 30 minut pii napéti 120 V. Poté byla DNA barvena
v lazni (100 ml 1x TAE pufru + 5 pl ethidiumbromidu o koncentraci 5 pg/ml) po dobu 25 minut a
zviditelnéna na UV transiluminatoru (UVP Transilluminator). Fotografie byly pofizeny pomoci
kamery (UVP).

Pro odecteni velikosti produktu byly pouzity velikostni markery Lambda DNA/EcoRI +
HindIIl (Fermentas) a ®X174 RF1 DNA/BsuRI (Fermentas); porovnani s témito standardy
slouzilo také pro odhad kvantity daného PCR produktu.

3.5. Purifikace PCR produktii a izolace z gelu

U vétSiny vzorkl byla pouZita pouze metoda purifikace PCR produktli pomoci kitu DNA
Clean & Concentrator™-5 dle navodu vyrobce. Vysledek purifikace byl ovéfen pomoci
elektroforézy a koncentrace precisténého fragmentu pro sekvenaéni reakci byla odectena vizualné
srovnanim s velikostnim standardem.

U néckterych vzorkli se pfi PCR vytvofilo vice nespecifickych produktl, takZze
amplifikované useky pozadované velikosti musely byt izolovany piimo z gelu. Takovyto tsek byl
z gelu vyfiznut na UV transiluminatoru (UVP Transilluminator) a purifikovan pomoci kitu
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit podle navodu vyrobce. Vysledek purifikace byl opét ovéren
elektroforeticky a vizualn€ byla odectena koncentrace piecistén¢ho fragmentu pro sekvenacni

reakci.

3.6. Klonovani
3.6.1.Priprava vektoru
PCR reakce byla vyhodnocena pomoci elektroforézy na 1,5 % gelu z agardzy s nizkym
bodem tani (120V, nasledné barveno roztokem 100 ml 1x TAE pufru a 5 ul ethidiumbromidu
o koncentraci 5 pg/ml po dobu 25 min). Pozadovany fragment byl vyfiznut na UV
transiluminatoru (UVP Transilluminator) a rozpustén v mikrozkumavce pti 70°C cca. 10 min.
Slozeni ligacni smési : 10 ul dd H,O + 7 pl rozpusténé agarosy + 1 pl pDrive
klonovaciho vektoru (50 ng/ul) (QIAGEN) + 2 ul 10x liga¢niho pufru (Fermentas) + 1 pl T4
ligazy (400 jednotek / ul) (Fermentas). Ligace byla provadéna 12 hodin pti 8°C.
Ligace byla provadéna také pomoci komeréniho kitu QIAGEN PCR Cloning Kit
(QIAGEN) dle navodu vyrobce.
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3.6.2. Transformace bakterii

Do 100 pl kompetentnich bunék FEscherichia coli DH5a bylo ptidano 2 pl
merkaptoetanolu a 5 - 10 pl plazmidu z ptedchozi reakce, promichdno krouzenim.

Smés byla nechana 20 min stat na ledu. Poté byl proveden tepelny Sok ponofenim na 40
sekund do 42°C horké vodni 1azné a vracenim na led. Ke smési bylo ptidano 500 ul tekutého
LB média. V§e bylo inkubovano 45-50 min pti 37°C v tiepacce.

Na predem pfipravené agarové misky (obsahujici tuhé LB médium s ptidanym
ampicilinem o kone¢né koncentraci 100 mg/ml ) bylo naneseno 50 pl X-gal (5-Bromo-4-chloro-
3-indolyl-D-galaktozid, 20 mg/ml v dimethylformamidu) a 10 pl IPTG (Izopropyl-thio-D-
galaktozid 200 mg/ml). Po zaschnuti bylo na misky naneseno po 100 pl bakteridlni smési a
rovnomeérné rozetfeno.

Inkubace probihala 15-18 hodin pfi 37°C v inkubatoru dnem vzhiru ( prvni hodinu
misky z 2/3 odkryté dnem dolt pro odpateni prebytecné tekutiny ).

Po inkubaci bylo mozno detekovat kolonie s integrovanym inzertem v plazmidech
pomoci modrobilé selekce na utilizaci galaktozy.

Na dikaz zaklonovani spravného fragmentu bylo provedeno PCR. Jako templat
poslouzila ¢ast kolonie, kterd byla resuspendovana v 20 pl dd H,O a cca 5 min povafena pfi

94°C. PCR bylo provedeno stejnym zptisobem jako v kapitolach 3.3.3. a 3.3.4.

3.7. Sekvenovani DNA
3.7.1. Sekvenacni smés
Pro sekvenovani byl pouzit kit BigDye Terminator v 3.1. Cycle Sequencing Kit.

SloZeni reakéni smési (20 pl): 2,0 pl sekvenacniho mixu, 3,0 pl 5x sekvenacniho pufru, 1,0 pl
primeru (5 uM), 10-40 ng PCR produktu, vSe doplnéno dd H,O do 20 pl.
3.7.2. Sekvenac¢ni program

Sekvenaéni reakce, pii které byl pouzit jako templat PCR produkt, prob¢hla v 25 cyklech
pii teplotaich 96 °C, 15 s, 50 °C, 20 s, 60 °C, 4 min.; s vodni denaturaci 96 °C, 1 min.
(Eppendorf Master cycler).
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3.8. Precisténi sekvenaéni reakce pomoci Sephadexu a aerosolovych Spicek
3.8.1. Hydratace Sephadexu

Pro ptipravu 1 sloupecku bylo potieba 0,05 g Sephadexu (Sephadex G-50) a 750 pl
MilliQ H,O. Sephadex byl ve vod¢ rozpuStén a vznikla smés byla ponechdna minimalné 45
min. stat pti 4 °C.
3.8.2. Priprava sloupecku

Aerosolova Spicka (1 ml) byla ufiznuta cca 5 mm pod filtrem a umisténa do 1,5 ml
mikrozkumavky. Roztok Sephadexu byl dikladn€ promichédn. Na kazdy sloupecek bylo
naneseno 400 pl roztoku Sephadexu a pipetovacim dudlikem byla protla¢ena prebytecné voda.
Poté bylo naneseno na sloupecek dalsich 400 pl a centrifugovano 2 min pii 1 000 g. Sloupecky
byly umistény do novych 1,5 ml mikrozkumavek.
3.8.3. Cisténi sekvenaéni reakce

Sekvenacéni reakce byla nanesena na Cerstvé pfipraveny sloupek Sephadexu, jehoz
povrch by nemél obsahovat necistoty a nemél by byt popraskany. Sloupecky byly umistény
v centrifuze ve stejné orientaci a sto¢eny 2 min. pii 1 000 g. PieCisténd sekvenacni reakce byla

vysuSena ve vakuové vysouSecce Speed-Vac (cca 20 min) pii pokojové teploté.

3.9. Vyhodnoceni sekvenci
K analyze sekvenci byl pouzit automaticky sekvenator ABI PRISM 310 od firmy
Perkin Elmer (Applied Biosystems, Biologické centrum AV CR, ENTU) a ABI PRISM 3130xl
(Applied Biosystems, Biologické centrum AV CR, UMBR, Laboratoi genomiky).

3.10. Software pro analyzu sekvenci

Pti préaci s molekuldrnimi daty a pro upravu sekvenci byly pouzity programy EditSeq a
SeqManllI z programového baliku DNASTAR ver. 4.0 (DNASTAR, Inc.). Program EditSeq
slouzil jako textovy editor sekvenci, v programu SeqManll a MEGA verze 4 (Tamura et al.
2007) byly komplementarni sekvence spojeny, upraveny a byla z nich vytvofena konsensualni
sekvence. Kontrolni identifikace sekvenci byla provedena pomoci databaze NCBI BlastSearch
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Aligmenty byly vytvotfeny metodou ClustalW také v programu
MEGA verze 4.

V programu MEGA verze 4 byly také vypocteny zdkladni charakteristiky sekvenci
(primérna délka, nukleotidové slozeni), dale genetické vzdalenosti (model Kimura
2-Parameter) a provedena shlukovaci (klastrova) analyza metodou Neighbour-Joining (NJ).

Pomoci modelu Kimura 2-Parameter byly vytvofeny dendrogramy, pficemz mezery (gapy)
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byly povazovany za chybéjici data u genu COI (pouZita volba ,,Complete deletion), naopak u
ITS1 byly gapy zohlednovany, zapocitavany jako dalsi znak (pouzita volba ,Pairwise
deletion®). Statistickd podpora stromu byla testovana pomoci metody bootstrap (1000
opakovani).

Analyza haplotypt a jejich frekvenci byla provedena pomoci programu DnaSP ver. 3

(Rozas & Rozas, 1999).
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4. Vysledky
4.1. Izolace DNA

Izolace DNA byla provadéna pomoci tfi riznych metod. Izolace extrakénim pufrem se
nepodafila ani v jediném ptipadé€. U chelexové izolace a izolace pomoci komer¢niho kitu byla
izolace skoro stoprocentni, zcelkového poctu 64 zpracovavanych jedinci se nepodatilo

vyizolovat DNA pouze u Sesti vzorkt (viz Ptiloha 5).

4.2. Testované markery

V této praci byla testovdna vhodnost dvou nuklearnich a dvou mitochondrialnich
markerti pro rozdéleni bejlomorek na druhové a rodové urovni. Celkem bylo pouzito 11
primert. Usp&$né se podafilo naamplifikovat pouze mitochondrialni gen COI a nuklearni
fragment ITS1.
4.2.1. Gen COI

Cilova oblast mitochondridlniho genu COI byla osekvenovana u celkem 51 jedinct
ze 14 druhti (podrobna tabulka uvadéjici primery pouzité na sekvenovani u jednotlivych druht
viz Piiloha 5). Vzorek ¢&. 18 (Oligotrophus juniperinus, CR — Nemiz) byl z kone¢né analyzy
vyfazen, protoze pii tvorbé dendrogramui byla zjist€éna jeho naprostd totoznost se sekvenci
vzorku 11-2 (Lasioptera arundinis, Spanélsko), coz bylo pravdépodobné zplisobeno
kontaminaci pfi sekvenacni reakci. Primérnd délka sekvence COI byla 651 bazi. Dalsi

statistické informace o pouZitych sekvencich jsou uvedeny nize (Tab. 3).

Tab. 3. Statistika sekvenci COI.

Druh Nukleotidové frekvence (%) )
Délka sekvence
(pocet jedincll) TU) C A G
L. hungarica (2) 40,2 13,6 34 12,3 629
L. carophila (2) 44 4 12,3 34,1 12,4 686,5
L. arundinis (4) 41 12,5 33,9 12,5 665,7
L. calamagrostidis (2) 41,6 12,1 34,4 12,1 679
D. circinans (2) 39,9 12,1 34,4 13,7 647,5
H. annulipes (1) 39,6 13,7 33,3 13,4 604
M. fagi (2) 41 13,8 31,8 13,4 640
R. rosaria (4) 40,6 14,1 31,8 13,5 624,5
J. szepligetii (4) 39,8 14,5 31,9 13,9 635,8
J. cerris (2) 40,8 14,8 32,1 12,4 638
0. panteli (1) 40,8 12,8 34 12,4 686
O.navicularis (1) 41,4 13,4 32,6 12,6 635
O. juniperinus (17) 40,5 13 34,5 12 655,2
A. aphidimyza (7) 41 13,2 334 12,3 686
Primér 40,9 13,3 33,3 12,7 651
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Pocet variabilnich mist sekvenci COI je 278, coz je 40,1 % z celkové délky sekvence.

Celkova prumérna genetickd vzdalenost ziskanych sekvenci COI je 0,142 se

smérodatnou odchylkou 0,011.

Byly spocitany 1 genetické vzdalenosti uvnitf jednotlivych druhit a mezi druhy

navzdjem (Tab. 4, 5).

Tab. 4. Vnitrodruhové genetické vzdalenosti.

Druh (pocet jedinct) Pramér Smérodatna odchylka

L. hungarica (2) 0,004 0,003
L. carophila (2) 0,000 0,000
L. arundinis (4) 0,086 0,011
L. calamagrostidis (2) 0,000 0,000
D. circinans (2) 0,000 0,000
H. annulipes (1) n/c n/c

M. fagi (2) 0,000 0,000
R. rosaria (4) 0,069 0,010
J. szepligetii (4) 0,032 0,007
J. cerris (2) 0,002 0,002
A. aphidimyza (7) 0,000 0,000
0. panteli (1) n/c n/c

O. juniperinus (17) 0,073 0,008
O. navicularis (1) n/c n/c

n/c....prumér a odchylka nebyla spocitana u druhil s pouze jednim osekvenovanym jedincem.

Tab. 5. Mezidruhové genetické vzdalenosti.

1 2 3

4 5

6 7 8 9

10

11

12

13

14

0,0140,013

0,019/0,019

0,019

0,017/0,019/0,018

0,019

0,018

0,015

0,017

0,019

0,093 0,008

0,018/0,018

0,018

0,017 /0,016 0,015

0,019

0,020

0,016

0,017

0,020

0,110 0,064

0,017]0,016

0,016

0,015]0,015]0,015

0,017

0,017

0,008

0,014

0,017

0,153| 0,138 | 0,154

0,018

0,019

0,016]0,018 10,019

0,015

0,015

0,019

0,019

0,015

0,146| 0,143 0,155

0,136

0,016

0,017/0,018 /0,018

0,018

0,019

0,019

0,019

0,018

0,142 0,138 0,141

0,138(0,112

0,016 /0,017 /0,018

0,019

0,019

0,017

0,017

0,019

0,149| 0,146 | 0,155

0,132/0,142

0,134

0,018/0,017

0,015

0,014

0,016

0,017

0,015

OIN OO WIN|(=~

0,158 | 0,130 0,150

0,150|0,147

0,135

0,171 0,012

0,019

0,019

0,019

0,020

0,018

©

0,139 0,118 0,138

0,144 0,140

0,135

0,150 | 0,080

0,02

0,019

0,018

0,019

0,018

10]| 0,152 0,156 | 0,155

0,112]0,143

0,156

0,134 /0,166 | 0,167

0,012

0,019

0,019

0,012

11 0,171] 0,184 0,177

0,142|0,184

0,172

0,156]0,191]0,184

0,099

0,017

0,018

0,012

12] 0,114 0,114 | 0,064

0,156 | 0,166

0,131

0,151/0,165|0,144

0,146

0,163

0,015

0,017

13| 0,146 | 0,133 /0,129

0,138(0,148

0,133

0,152]0,167 ] 0,150

0,156

0,175

0,117

0,019

14

0,149 0,166 | 0,152

0,105,0,138

0,141

0,125]0,151]0,147

0,066

0,105

0,133

0,148

1 - L. hungarica, 2 — L. carophila, 3 — L. arundinis, 4 — D.circinans, 5 — H.annulipes, 6 — M. fagi, 7 — R.

rosaria, 8 — J. szepligetii, 9 — J. cerris, 10 — O. panteli, 11 — O. juniperinus,

12 — L. calamagrostidis, 13 — A. aphidimyza, 14 — O. navicularis. Cerné jsou psany praméry, modie

smérodatné odchylky od priméru.
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V 51 ziskanych sekvencich COI se celkové vyskytovalo 27 rtiznych haplotypt, tyto

haplotypy byly rozdéleny rovnomérné mezi druhy, coz je zfetelné i znize uvedeného

dendrogramu (Obr. 3).

L

Oligotrophus juniperinus 39-3 (1T)

Oligotrophus juniperinus 39-4 (1T)

Oligotrophus juniperinus 33-2 (1T)
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Oligotrophus juniperinus 32-1 (IT)

E‘ Oligotrophus junipernus 32-3 (IT)
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0. juriperinus

(0. juriperiris

100
100, Rabdophaga rosatia 7-1 (Pha-5.caprea)
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L Rabdophaga rosaria 8-1 (Fha-5.alba)
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1m0 :
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7 Janetia cens 12-2 (Br) ]J'De"'s
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Janetia szepligeti 10-1 (Br-rlarsy)

=) Janetia szepligeti 9-2 (Br-b lara)
100! Janetia szepligetii 10-2 (Br-rlary)
73 Lasioptera arundinis 3-1 (Pha)
100 Lasioptera arnundinis 3-2 (Fha)
Lasioptera calamagrostidis 34-1(J Mor)
L asioptera calamagrostidis 34-2 (J.Mor)
1Du[Las?Dptera hungan:ca 1-1 (Fha) ]L hungaica
Lasioptera hungarica 1-2 (Fha)
= 7 Lasiuptera camphila 2-1 (ESF) }L_mmma
]'I Lasioptera carophila 2-2 (ESP)
1m Lasioptera amndinis 11-1 (ESP)
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Aphidoletes aphidirmyza 35-4 (CB) ]
Aphidoletes aphidimyza 38-1(GR)
Aphidoletes aphidimyza 358-2 (GR)
Aphidoletes aphidimyza 35-1(CB)
Aphidoletes aphidimyza 358-4 (GR)
(
(

]D. circinanz

] H. arrulpes

100

!

]L aundniz

j|L. gundriz

A aphidryza

Aphidoletes aphidimyza 35-2 (CE)
Aphidoletes aphidimyza 32-3 (CE)

—
o0z

F. roeaia

J. zzepliosti

} L cdamagostids

Obr. 3. Dendrogram COI (Neighbour-Joining, Kimura 2-Parameter, Complete deletion,

Bootstrap 1000). Zakotenény strom, jako outgroup pouzit 4. aphidimyza. Barvy znazornuji prislusnost

k témuz druhu.

18



4.2.2. Fragment ITS1

Sekvenci nuklearni oblasti ITS1 se podatilo ziskat u 48 jedincti ze 14 druhii (tabulka
uvadéjici pouzité primery u jednotlivych druhli opét viz Piiloha 5). Do kone¢né analyzy a
tvorby dendrogramti nebyly zahrnuty sekvence 8 jedinct druhu Aphidoletes aphidimyza
z divodu pfili§ velké odliSnosti od ostatnich sekvenci a neumoZznéni tvorby spolecného
aligmentu. Primérna délka ziskanych sekvenci byla 662,4 bazi. Dalsi statistické tdaje jsou

uvedeny nize (Tab. 6).

Tab. 6. Statistika sekvenci ITSI.

Druh Nukleotidové frekvence (%) )
e Délka sekvence
(pocet jedincll) T (U) C A G

L. hungarica (2) 36,7 12,1 36,0 15,4 622,5
L. carophila (2) 36,1 12,2 36,5 15,4 662,5
L. arundinis (4) 37,0 12,1 35,5 15,5 665
L. calamagrostidis (2) 36,7 12,5 34,3 16,6 701
D. circinans (2) 36,4 12,6 33,7 17,4 600,5
R. rosaria (4) 36,5 12,7 32,5 18,2 604,3
H. annulipes (1) 35,2 11,8 33,8 19,1 727
M. fagi (1) 35,5 12,2 34,5 17,9 682
J. szepligetii (2) 38,1 11,5 31,9 18,3 710
J. cerris (2) 37,7 11,4 33,0 18,1 678
O. juniperinus (16) 371 12,0 33,0 17,8 667,2
O. panteli (1) 36,3 12,0 33,3 18,4 691
O. navicularis (1) 36,5 12,1 32,9 18,4 695

Primér 36,8 12,1 33,7 17,4 662,4

Pocet variabilnich mist u sekvenci ITS1 je 269, coZ je 30,7 % z celkové délky sekvence.
Celkova primérna genetické vzdalenost ziskanych sekvenci ITS1 je 0,107

se smérodatnou odchylkou 0,007.

19



Pro marker ITS1 byly také spoclitdny genetické vzdalenosti uvnitf druhu 1 mezi

jednotlivymi druhy navzajem (Tab. 7, 8).

Tab. 7. Vnitrodruhové genetické vzdalenosti.

Druh (pocet jedinct) Pramér Smérodatna odchylka

L. hungarica (2) 0,002 0,002
L. carophila (2) 0,008 0,003
L. arundinis (4) 0,072 0,009
L. calamagrostidis (2) 0,000 0,000
D. circinans (2) 0,008 0,004
R. rosaria (4) 0,008 0,003
H. annulipes (1) n/c n/c

M. fagi (1) n/c n/c

J. szepligetii (2) 0,007 0,003
J. cerris (2) 0,003 0,002
O. panteli (1) n/c n/c

O. juniperinus (16) 0,006 0,002
O. navicularis (1) n/c n/c

n/c....prumér a odchylka nebyla spocitana u druhil s pouze jednim osekvenovanym jedincem.

Tab. 8. Mezidruhové genetické vzdalenosti.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

0.007 |0,016| 0,017|0,016| 0,018 | 0,011| 0,011/0,010|0,010| 0,010 0,009 | 0,009
0,037 0,015| 0,016 0,015 0,017 | 0,010 | 0,009 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,007 | 0,007
0,159| 0,137 0,007 0,009 0,014| 0,018| 0,019|0,020|0,020| 0,019| 0,018 0,019
0,167 0,152]0,037 0,007|0,013| 0,018 | 0,019/0,019/0,020| 0,019 0,018 | 0,019
0,176 0,159|0,070| 0,058 0,007 0,018| 0,0180,021/0,019| 0,018| 0,018 | 0,018
0,185| 0,171/0,106| 0,111 0,054 0,02] 0,020]0,009|0,021| 0,021 0,021 | 0,020
0,181 0,066|0,190| 0,201 0,212 0,225 0,008 | 0,009 |0,009| 0,014 | 0,013 | 0,013
0,180| 0,063|0,196| 0,206 | 0,217 | 0,231 0,043 0,004 /0,009| 0,013 0,013 0,013
9] 0,063 | 0,045|0,211| 0,220 0,223 | 0,228 | 0,051 | 0,056 0,004 | 0,010 0,010 0,009
10] 0,064 | 0,045|0,204| 0,213|0,217] 0,221 | 0,052 | 0,057 |0,017 0,010 0,009 | 0,009
11 0,064 | 0,042 0,208 | 0,215]0,231]0,247| 0,117] 0,113]0,072|0,073 0,004 | 0,004
12] 0,057 | 0,036|0,204| 0,212 0,225 0,241| 0,105| 0,105|0,069|0,070| 0,014 0,003
13] 0,059 0,037]0,212| 0,220 0,230 0,237 0,111| 0,109|0,071]0,073] 0,015] 0,012

OIN OO | WIN|(=

1 — D. circinans, 2 — R.. rosaria, 3 — L. hungarica, 4 — L. carophila, 5 — L. arundinis,
6 — L. calamagrostidis, T — H.annulipes, 8 — M. fagi, 9 —J. szepligetii, 10 —J. cerris,
11 — O. panteli, 12 — O. juniperinus , 13 — O. navicularis. Cerné jsou psany praméry, modie

smérodatné odchylky od priméru.
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Ve 40 ziskanych sekvencich ITS1 se vyskytovalo 18 rliznych haplotypt. I u tohoto genu
byly rozdéleny rovnomérné mezi druhy. Vysledkem klastrové analyzy je dendrogram znazornény

na Obr. 4.

Cligotraphus junipennus 18 (CZ-Mem )
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Cligatrophus juniperinus 15-1 (BLG)
Cligotrophus juniperinus 39-4 (1T)
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Obr. 4. Dendrogram na zékladé ITS1 (Neighbour-Joining, Kimura 2-Parameter, Pairwise deletion,

Bootstrap 1000), ,,midpoint rooting®. Barvy znazornuji piislusnost k témuz druhu.
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Pro srovnéni se dvéma predeslymi dendrogramy byl na zdkladé sekvenci obou markera

vytvofen spolecny dendrogram (Obr. 5) metodou Neighbour-Joining, modelem

Kimura 2-Parameter. Gapy byly zohlediiovany a zapocCitdvany jako dal§i znak, stejné

jako u dendrogramu ITS1 (pouzita volba ,,Pairwise deletion*). Statistickd podpora stromu byla

otestovdna pomoci metody Bootstrap (1000 opakovani).

52 Dligotrophus juniperinus 39-3 1T
U Dligotrophus juniperinus 39-4 1T
sl Oligotrophus junipernus 39-11T
2| oiigotrophus juniperinus 39-2 1T
Cligotrophus juniperinus 15-1 BLG
Oligotrophus juniperinus 32-1 1T
100| B! Oligotrophus juniperinus 32-3 1T
my Qligotrophus juniperinus 21-1 Hod.dh.
Oligotrophus juniperinus 23 Hod kh.
100 |  Oligotrophus juniperinus 33-3 1T
10l Cligotrophus juniperinus 33-4 1T
10— Oligotrophus juniperinus 24-1 FR
Cligotrophus nasviculans 40 ESP
= 5 g1 Oligotrophus panteli 14 CZ-MNemn.
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B
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Obr. 5. Dendrogram vytvofeny na zakladé obou markert COI+ITS1 (Neighbour-Joining, Kimura 2-

Parameter, Pairwise deletion, Bootstrap 1000, ,,midpoint rooting*). Barvy znazornuji pfislusnost k témuz
druhu.
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4.3. Parazitace Mikioly fagi
Dal$im zajimavym vysledkem bylo zjisténi nadmérné parazitace u druhu Mikiola fagi.
Sekvence genu COI ziskané z jedincti nasbiranych na podzim roku 2006 na riiznych lokalitach

v CR patiily parazitim z fadu Hymenoptera (Tab. 9).

Tab. 9. Parazitace u M. fagi.

Cislo sekvence Druh Lokalita Paraziticky rod

26. M. fagi Velké Skaliny Ceratosolen (Hymenoptera)
27-1. M. fagi TFisov u Zlaté Koruny Torymus (Hymenoptera)
27-2. M. fagi TFisov u Zlaté Koruny Torymus (Hymenoptera)
27-3. M. fagi TFisov u Zlaté Koruny Trichograma (Hymenoptera)
28-1. M. fagi Hranice Trichograma (Hymenoptera)
28-2. M. fagi Hranice Trichograma (Hymenoptera)
29-1. M. fagi Pardubice Trichograma (Hymenoptera)
29-2. M. fagi Pardubice Trichograma (Hymenoptera)

4.4. Problematické sekvence

U druhu Oligotrophus juniperinus z jizni Francie (jedinci 25-1, 25-2), ktery byl uréen
V. Skuhravym s nejistotou, se potvrdila sekvencemi obou markeri nepiibuznost
s Cecidomyiidae. Pti kontrolni identifikaci sekvenci pomoci databaze NCBI BlastSearch oba

osekvenovani jedinci pfipadli do fadu Lepidoptera.
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5. Diskuse
5.1 Izolace DNA

Byly vyzkouSeny celkem tfi rGzné postupy izolace DNA zlarev bejlomorek. Jako
nejvhodnéjsi se jevi metoda izolace pomoci kitu (ZR Genomic DNA II Kit™), kde byla témét
stoprocentni UspéSnost. Chelexova izolace se také zdafila ve vétSina piipadi, ale jeji
nevyhodou byla pomérné casta degradace DNA, 1 piesto, ze byla zamrazena. Izolace
extrak¢énim pufrem (Cox & Hebert, 2001; Frati ef al. 2001), pouzivana u velmi malych larev, se
neosvédcila ani v jediném piipadé.

Piipadné neuspéchy u vsech tii typl izolaci mohly byt zplsobeny degradaci DNA

pusobenim etanolu, ve kterém byly vzorky uchovavany.

5.2 Srovnani pouzitych markeri

Podafilo se naamplifikovat jak jeden marker mitochondrialni (COI), tak i jeden marker
nukledrni (ITS1), coz ndm poskytlo zajimavé srovnani variability téchto dvou typtit DNA.
Gen COI, uzivany téz pro ,,barcoding®, byl vybran jako hlavni marker, ITS1 byl markerem
doplilyjicim. U obou fragmentli nas zajimalo, zda by mohly byt vhodnymi markery pro
rozdéleni bejlomorek na rodové a druhové urovni. Obecné se ocekavala vyssi variabilita u
nekodujiciho nuklearniho ITS1. Vysledky ale byly piesné opacné. Jako variabilnéjsi se
v ptipad¢ bejlomorek ukédzal mitochondrialni gen COL.
5.2.1. Marker COI

I kdyz je ,,barcoding* metodou upotiebitelnou na Sirokou skélu zivocisnych i rostlinnych
druhti (asi 95 %), existuji vyjimky, pro které vSechny obecn€ uznavané zakonitosti této metody
neplati. Podle jedné studie (Meier et al. 2006) je takovou vyjimkou i fad Diptera nebo aspon
urcité celedi tohoto fadu. V této studii bylo srovnavano 1333 mitochondrialnich COI sekvenci od
449 riznych druhl. Byla zjiSténa vysokd vnitrodruhové variabilita a jeji rozsahly piekryv
s mezidruhovou variabilitou (0-15 %) c¢asto zpusobil chybnou identifikaci druhu. Také bylo
zjisténo, Ze 1 kdyZ jsou dv€ COI sekvence identické, existuje az 6 % Sance, Ze patii rozdilnym
druhlim. 21 % vS8ech studovanych druht, u kterych bylo k dispozici vétsi mnoZstvi sekvenci,
mély naprosto identickou konsensuélni sekvenci. Ze vSech téchto udajt, zjisténych v této studii,

vyplynulo, Ze COI neni uplné vhodnym identifikaénim markerem u Dipter.

I kdyz dendrogram vytvofeny ze ziskanych sekvenci COI u bejlomorek rozdélil rody a
druhy do spolecnych skupin spravné, ptekryv vnitrodruhové a mezidruhové variability tohoto
genu byl velmi vysoky. Vnitrodruhova variabilita se pohybovala vrozmezi 0 — 14,6 %

s prumérnou hodnotou 2,4 %. Mezidruhova variabilita se pohybovala v rozmezi 0,2 — 22,2 %
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s prumérnou hodnotou 14,2 %. Rozhodné se tedy nepotvrdil obecny piedpoklad ,,barcodingu®, ze
vnitrodruhova variabilita by méla byt primérné asi 10x mensi nez variabilita mezidruhova. Na
zékladé matice genetickych vzdalenosti (analyza Pairwise distance calculation, Kimura 2-
Parameter v programu MEGA verze 4) byly vytvofeny histogramy zobrazujici vnitro- a

mezidruhovou variabilitu (Obr. 6), ze kterych je piekryv obou variabilit zfejmy.

Obr. 6. Vnitrodruhova a mezidruhova variabilita genu COI u bejlomorek.
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Vnitrodruhova variabilita by méla byt nejvyssi v rozmezi 0-2 % a ne v rozmezi

12-14 %, jak je tomu u bejlomorek.

Pro srovnéni jsou zde zobrazeny histogramy vnitro- a mezidruhové variability u Dipter
ziskané v databdzi BOLD (www.barcodinglife.org) (Obr. 7). I zde se sice ob¢ variability
prekryvaji, ale maximalni hodnoty variabilit se nachazeji v tom sprdvném rozmezi procent.

Z4adna podrobngjsi srovnani se sekvencemi genu COI u bejlomorek dostupnych na
internetu (GenBank, BOLD) nebyla provedena, protoze vSechny tyto sekvence byly nejméné

0 250 bazi krat$i nez nase sekvence, coz by mohlo jakékoliv analyzy zkreslit.

Obr. 7. Vnitrodruhova a mezidruhova variabilita genu COI u fadu Diptera.
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Primérné nukleotidové frekvence ziskanych sekvenci COI bejlomorek odpovidaji
primérnym nukleotidovym frekvencim sekvenci Dipter dostupnych v databdzi BOLD

(www.barcodinglife.org).

vvvvv

zejména vysokd vnitrodruhova variabilita druhu Lasioptera arundinis, Oligotrophus juniperinus
a Rabdophaga rosaria.

Druh Lasioptera arundinis (Cisla sekvenci 3-1, 3-2, 11-1, 11-2) pochazi ze vzdalenych
geografickych lokalit, z CR a ze Spanélska. Bud’ je vysoka variabilita (12,9 %) zptisobena pravé
geografickou vzdalenosti nebo se jednd o dva rozdilné druhy. I v dendrogramu jsou totiz tito
jedinci z riznych lokalit od sebe vzdaleni. L. arundinis z Prahy (3-1, 3-2) je spiSe ptibuzna
s L. calamagrostidis (34-1, 34-2), jejich mezidruhova variabilita je pouze 0,2 %.

Vnitrodruhova variabilita u O. juniperinus se vzdy mezi vice jedinci ztéZe lokality
pohybuje v rozmezi 0-0,4 %. I otdzka kratkych a dlouhych halek z Hodkova (21-1, 21-2, 23) je
s nulovou variabilitou vyfeSena — jedna se pravdépodobné o tentyz druh. Mezi jedinci z raznych
lokalit je ale variabilita vétSinou hodné vysokd, pohybujici se v rozmezi 2,1- 14,6 %, coz by
mohlo znamenat bud’ potencialni druhovou smés nebo vyraznou geografickou diferenciaci.

Druh Radbophaga rosaria byl nalezen na dvou hostitelskych rostlinach, Salix caprea
(7-1, 7-2) a Salix alba (8-1, 8-2). Slo o zji§téni, jestli se stale jedna o jeden a tentyZ druh. Zatimco
mezi dvéma jedinci z téZe hostitelské rostliny byla variabilita vzdy 0 % (v tomto pfipad¢ vsak
mohlo jit také o pfibuzné jedince), variabilita jedincti z riznych hostitelskych rostlin byla 10,3 %,
coz by mohlo znamenat, Ze tato ekologicka diferenciace ukazuje opravdu na dva rtizné druhy.

Dlouhé¢ vétve v dendrogramu tuto domnénku jen potvrzuji.

Naopak nizky rozsah variability (0-4,9 %) 1 rozloZeni v dendrogramu u druhu Janetia
szepligetii, u n¢hoZ byly nalezeny bil¢é larvy (9-1, 9-2) a rGzové larvy (10-1, 10-2) svéd¢i spise o
tom, Ze se stale jedna o jeden druh.

Dravy druh Aphidoletes aphidimyza, pochéazejici ze dvou geograficky vzdalenych
lokalit (CR a Recko), ktery byl pouzit jako srovnavaci material, vykazuje naprosto nulovou
variabilitu mezi jedinci v rdmci jednotlivych populaci. Vzhledem k tomu, ze A. aphidimyza
z CR pochézi z laboratornich chovil, pouziti jedinci mohli byt identickymi klony nebo silné
inbredni. Zajimavé ale je, ze i v fecké populaci a dokonce mezi populacemi navzajem byla

nulova variabilita, 1 kdyz fecké bejlomorky pochazeji z volné ptirody.

26



Hodnoty mezidruhové variability vychazeji o néco lépe. Za povSimnuti stoji ale velice
nizkd variabilita mezi O. juniperinus (17) a O. panteli (14) a to pouze 0,2 %. Oba druhy
pochazeji z téze lokality, mohlo by se tedy jednat o druh jediny.

U pravdépodobné nového, dosud nepopsaného druhu O. navicularis ze Spanélska je
mezidruhova variabilita s O. juniperinus pomémné vysoka (6,9-14,4 %), coz by opravdu mohlo

ukazovat na jiny druh.

5.2.2. Marker ITS1

I kdyz byly piedpoklady odlisné, variabilita genu ITS1 u bejlomorek je mensi nez u genu
COl, jak je jiz uvedeno vyse. I kdyz v dendrogramu jsou opét rody i druhy rozdéleny spravné,
prekryv variabilit byl zna¢ny i u tohoto genu. Vnitrodruhova variabilita se pohybovala v rozmezi
0 — 11,3 % s primérnou hodnotou 1,3 % a mezidruhova variabilita v rozmezi 0 - 28,1 %
s prumérnou hodnotou 13,7 %. V zésad¢ tyto hodnoty vyhovuji obecnému pravidlu, ze
vnitrodruhova variabilita by méla byt asi 10x mensi nez variabilita mezidruhova. I u tohoto genu
byly na zéklad¢ matice genetickych vzdalenosti (analyza Pairwise distance calculation, Kimura
2-Parameter v programu MEGA verze 4) vytvofeny histogramy zobrazujici vnitro- a
mezidruhovou variabilitu, ze kterych je ale také ziejmy pftili§ velky piekryv variabilit, coz je

rozhodné nutné brat v uvahu (Obr. 8).

Obr. 8. Vnitrodruhova a mezidruhova variabilita genu ITS1 u bejlomorek.
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Vnitrodruhova variabilita je nejvyssi v rozmezi 0-2 %, coz vychazi Iépe nez u genu COI.
I u druhu O. juniperinus se v ptipad¢ tohoto genu pohybuje vnitrodruhova variabilita v rozmezi
0-2 %. Jedinym problémem je opét druh L. arundinis s vysokou variabilitou mezi jedinci ze
vzdalenych lokalit (11,3 %).

U druhu Rabdophaga rosaria je vnitrodruhova variabilita jedinct z riznych hostitelskych

rostlin (S. caprea, S. alba) podstatné€ nizsi nez u genu COI, pohybuje se v rozmezi 1,2-1,4 %. Ke
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kone¢nému rozhodnuti, zda se tedy opravdu jedna o dva rtizné druhy v zavislosti na hostitelské
rostling, by bylo tieba srovnani jesté dalSich markert a také asi vEétsi soubor jedinct.

Druh Janetia szepligetii (rizové versus bilé larvy) vykazuje i u genu ITS1 nizkou
vnitrodruhovou variabilitu (0,7 %), dalo by se tedy snad tvrdit, Ze se opravdu jedna o jeden druh,
kde nezélezi na barvé larev.

Co se tyk4 mezidruhové variability, opét miizeme pozorovat jednu zajimavou skute¢nost
a to velice nizkou variabilitu mezi druhy L. arundinis z Prahy (3-1, 3-2) a L. calamagrostidis
z Jizni Moravy (34-1, 34-2), ktera se pohybuje v rozmezi 0-0,6 %. I v dendrogramu jsou tyto dva
druhy umistény vedle sebe.

Mezi O. juniperinus (17) a O. panteli (14) z Nemize je mezidruhova variabilita opét dosti
nizkd (1 %). K rozhodnuti, jestli se jedna o dva nebo pouze jeden druh, by bylo i zde tieba
srovnani s dalSimi markery a vétsi pocet studovanych jedincu.

Mezidruhova variabilita mezi O. juniperinus a pravdépodobné novym druhem
O. navicularis ze Spanélska byla u genu ITS1 podstatnd niZ$i nez u genu COI a to pouze
0,6-1,2 %. K definitivnimu rozhodnuti, zda se opravdu jedna o novy druh, by bylo ale tfeba
srovnat vétsi soubor jedinct.

Celkové je mezidruhova variabilita ITS1 dosti rozsahla, jak je vidét z histogramu, proto
asi nebude tento marker k urceni tohoto typu variability zrovna vhodny. Lepsi situace je ale u

variability vnitrodruhové, kde se gen ITS1 jevi jako vhodné&jsi marker nez gen COIL.

5.3. Tvorba dendrogrami

Metoda Neighbour-Joining a model Kimura 2-Parameter byly pro tvorbu dendrogramii
vybrany na zaklad¢ jejich ovétené¢ho pouziti u markerd COI a ITS1 v pracich Smith ez al. 2005b
a Smith et al. 2006. V obou pracich byly na zékladé téchto dvou markerti objeveny kryptické
druhy parazitickych much (Diptera: Tachinidae).
algoritmu v porovnani s metodou Neighbour-Joining. Oba ziskané dendrogramy vypadaly ale
velice podobné, proto byla i nadale pouzivana jednodussi metoda Neighbour-Joining, stejné jako
ve vySe zminénych pracich. Tato metoda je navic standardem pro DNA barcoding
(www.barcodinglife.org).

Dendrogram vytvoieny na zakladé markertt COI i ITS1 (Obr. 5) obsahuje pouze spolecné
sekvence, ziskané u obou genti. Proto je, co se tyka poc¢tu porovnavanych sekvenci, ze vSech tii
dendrogrami nejomezenéjsi. Jednotlivé druhy jsou vtomto dendrogramu rozdéleny velice
podobné jako u dendrogramu genu ITS1, vétSina vétvi je ale podpofena vyS$im bootstrapem

(Casto az 100 %).
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5.4. Parazitace M. fagi

Mikiola fagi méla v minulych letech gradaci, ktera byla v letech 2006 a 2007 siln¢
ovlivnéna parazity. V roce 2007 v dasledku parazitace Mikiola fagi témét vymizela. Malicci
parazité¢ se nachazeji v halkach jiz ve velmi raném stadiu. Napadené halky maji jiny tvar nez

héalky zdravé, nejsou tak banaté a p€kné¢ zdutelé (Skuhravy, osobni sdéleni).

5.5. Kontaminace vzorki

I pfes vSechna patficnd opatieni a praci se sterilnim materidlem zfejmé dosSlo ke
kontaminaci vzorku €. 18 (O. juniperinus) pti sekvenacni reakci.

Skutecnost, ze vzorky 25-1 a 25-2 (O. juniperinus) byly pfifazeny pii kontrolni

identifikaci sekvenci k fadu Lepidoptera, byla pravdépodobné zplisobena kontaminaci pii sbéru.
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6. Zavér

Uspé&snost izolace DNA byla sice v piipadé chelexové izolace a izolace pomoci kitu dosti
vysoka, nebyla ale stoprocentni, coz mize byt zpisobeno degradaci vzorki v etanolu. Pro jesté
vysS§i procento uspésnych izolaci by bylo vhodné v dalSich studiich vzorky po odbéru zamrazit.

I kdyz oba studované markery rozdé€lily v dendrogramech rody a druhy do spravnych
taxonomickych skupin, zdd se, Ze jsou oba dosti variabilni na to, aby byly pomoci nich
bejlomorky spolehlivé rozdéleny na rodové a druhové urovni. V pripadé nékolika druht, u
kterych nebyla zcela jasnd jejich druhova pfisluSnost, nelze také vyslovit zadné definitivni
zavéry z divodu velmi malého souboru studovanych jedinct. V dalSich studiich by bylo tedy

vhodné ziskat vétsi soubor jedinct a zejména vyzkouset i dalsi molekuldrni markery.
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Priloha 1: Halky druhu Dryomyia circinans
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Piiloha 3: Héalka druhu Rabdophaga rosaria

Priloha 4: Hélka druhu Oligotrophus juniperinus
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Priloha 5: Tabulka studovanych jedincti s uvedenymi primery pouzitymi na sekvenovani.

Cislo Gen
sekvence Druh Lokalita s col
1-1. Lasioptera hungarica Praha (Pha) f1-r2 | LCO-mtD9
1-2. Lasioptera hungarica Praha (Pha) f1-r2 LCO-HCO
2-1. Lasioptera carophila Spanélsko (ESP) f1-r2 LCO-HCO
2-2. Lasioptera carophila Spanélsko (ESP) f1-r2 | LCO-mtD9
3-1. Lasioptera arundinis Praha (Pha) f1B-r2 | LCO-HCO
3-2. Lasioptera arundinis Praha (Pha) f1-r2 LCO-HCO
4-1. Dryomyia circinans Brno (Br) f1-r2 LCO-HCO
4-2. Dryomyia circinans Brno (Br) f1-r2 LCO-HCO
5-1. Hartigiola annulipes Praha (Pha) f1-r2 | LCO-HCO
6-1. Mikiola fagi Praha (Pha) f1-r2 | LCO-HCO
6-2. Mikiola fagi Praha (Pha) X LCO-HCO
7-1. Rabdophaga rosaria Praha (Salix caprea) (Pha-S.caprea) | f1-r2 LCO-HCO
7-2. Rabdophaga rosaria Praha (Salix caprea) (Pha-S.caprea) | f1-r2 LCO-HCO
8-1. Rabdophaga rosaria Praha (Salix alba) (Pha-S.alba) f1-r2 | LCO-HCO
8-2. Rabdophaga rosaria Praha (Salix alba) (Pha-S.alba) f1-r2 LCO-HCO
9-1. Janetia szepligetii Brno (bilé larvy) (Br-b.larvy) f1-r2 LCO-HCO
9-2. Janetia szepligetii Brno (bilé larvy) (Br-b.larvy) X LCO-HCO
10-1. Janetia szepligetii Brno (rdzové larvy)(Br.-r.larvy) f1-r2 LCO-HCO
10-2. Janetia szepligetii Brno (razové larvy)(Br.-r.larvy) X LCO-mtD9
11-1. Lasioptera arundinis Spanélsko (ESP) f1B-r2 | LCO-HCO
11-2. Lasioptera arundinis Spanélsko (ESP) f1B-r2 | LCO-mtD9
12-1. Janetia cerris Brno (Br) f1-r2 LCO-HCO
12-2. Janetia cerris Brno (Br) f1B-r2 | LCO-mtD9
14. Oligotrophus panteli CR - Nemiz (CZ - Nem.) f1B-r2 | LCO-HCO
15-1. Oligotrophus juniperinus Bulharsko (Vitosa) (BLG) f1B-r2 | LCO-mtD9
15-2. Oligotrophus juniperinus Bulharsko (Vitosa) (BLG)

16. Oligotrophus juniperinus CR - Nemiz

17. Oligotrophus juniperinus CR - Nemiz (CZ - Nem.) f1B-r2 | LCO-HCO
18. Oligotrophus juniperinus CR - Nemiz (CZ - Nem.) f1B-r2 | LCO-mtD9
19. Arceuthomyia valerii Francie (Martane) (FR) X X

20. Oligotrophus ? Francie (Mussane) (FR) X X
21-1. Oligotrophus juniperinus | CR - Hodkov (dlouhé halky) (Hod.d.h.)| f1B-r2 | LCO-HCO
21-2. Oligotrophus juniperinus | CR - Hodkov (dlouhé halky) (Hod.d.h.) X LCO-HCO
22-1. Oligotrophus juniperinus Cerny3ovice u Bechyné (CZ-Cern.) | f1B-r2 | LCO-HCO
22-2. Oligotrophus juniperinus Cerny3ovice u Bechyng (CZ-Cern.) f1-r2 | LCO-HCO
23. Oligotrophus juniperinus CR - Hodkov (kratké halky)(Hod.k.h.) | fIB-r2 | LCO-HCO
24-1. Oligotrophus juniperinus jizni Francie (FR) f1B-r2 | LCO-HCO
24-2. Oligotrophus juniperinus jizni Francie (FR) X LCO-HCO
25-1. Oligotrophus ? jizni Francie (FR) Lepido. Lepido.
25-2. Oligotrophus ? jizni Francie (FR) Lepido. Lepido.
321 Oligotrophus juniperinus Furnes, sev. Italie (IT) f1-r2 LCO-HCO
32-2. Oligotrophus juniperinus Furnes, sev. ltalie (IT)

32-3. Oligotrophus juniperinus Furnes, sev. Italie (IT) f1-r2 | LCO-HCO
32-4. Oligotrophus juniperinus Furnes, sev. Italie (IT)

33-1. Oligotrophus juniperinus St. Zyprian, sev. Italie (IT) X X
33-2. Oligotrophus juniperinus St. Zyprian, sev. ltalie (IT)

33-3. Oligotrophus juniperinus St. Zyprian, sev. ltalie (IT) f1-r2 | LCO-mtD9
33-4. Oligotrophus juniperinus St. Zyprian, sev. Italie (IT) f1B-r2 | LCO-HCO
34-1. Lasioptera calamagrostidis Jizni Morava (J.Mor.) f1B-r2 | LCO-mtD9
34-2. Lasioptera calamagrostidis Jizni Morava (J.Mor.) f1B-r2 | LCO-HCO
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35-1. Aphidoletes ahidimyza Ceské Budé&jovice (CB) f1-r2 | LCO-mtD9
35-2. Aphidoletes ahidimyza Ceské Budéjovice (CB) f1-r2 | LCO-mtD9
35-3. Aphidoletes ahidimyza Ceské Budéjovice (CB) f1-r2 | LCO-HCO
35-4. Aphidoletes ahidimyza Ceské Budé&jovice (CB) f1-r2 LCO-HCO
38-1. Aphidoletes ahidimyza Thessaloniki (Recko) (GR) f1-r2 LCO-HCO
38-2. Aphidoletes ahidimyza Thessaloniki (Recko) (GR) f1-r2 LCO-HCO
38-3. Aphidoletes ahidimyza Thessaloniki (Recko) (GR)

38-4. Aphidoletes ahidimyza Thessaloniki (Recko) (GR) f1-r2 LCO-HCO
38-5. Aphidoletes ahidimyza Thessaloniki (Recko) (GR) f1-r2 X
39-1. Oligotrophus severni ltalie (IT) f1-r2 | LCO-mtD9
39-2. Oligotrophus severni ltalie (IT) f1-r2 LCO-HCO
39-3. Oligotrophus severni Italie (IT) f1B-r2 | LCO-mtD9
39-4. Oligotrophus severni Italie (IT) f1B-r2 | LCO-mtD9
40. Oligotrophus navicularis Spanélsko (ESP) f1B-r2 | LCO-mtD9

Lepido. = Lepidoptera,

jedinci, u kterych se nepodatilo vyizolovat DNA

x jedinci, u kterych dosla DNA béhem prace
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