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1. Uvod

Korovnice paitti do ¢eledi Adelgidae(Aphidinea, Sternorrhynchajsou blizce
piibuzné msicim a jsou charakteristické svymi sladitgeneranimi cykly spojenymi
se stidanim generaci i hostitel Zivi se sanim rostlinnychtdév na jehkénatych
stromech. Aredl jejich roZ&ni se nalézd na severni polokouli, alkteré druhy byly
zavlgeny i do jinych kout swta (Havill & Foottit, 2007). Popséano je kolem 7@k
(Blackman & Eastop, 1994), avSakkiteré mozna ndpdstavuji samostatny druh, ale
jde pouze o jiné morfologické formy, které se naéhéa jiném hostiteli. U 50 zastujpc
korovnicovitych jsou popsany jejich Zivotni cyklgdvill & Foottit, 2007). Z &chto je
19 druhi holocyklickych, 8 anholocyklickych na hostitelidw Picea a 23 korovnic
anholocyklickych, ale Zijicich na sekundarnim hefitiU néds se vyskytuje 17 drith
Obecr jsou u korovnic rozliSovany dva typy Zivotnich tykiplny a nedpiny.

Upiny cyklus (holocyklus, Obr. 1) je dvoulety, wa&uje se sfdanim dvou
hostiteli a pouze druhy s timto genéném cyklem se rozmnoZuji sexudlPrimarnim
hostitelem je smrkRiceaspp.). Na 8m se koncem léta vylihne larfiandatrix, kter4 se
usadi pobliz neboffmo na pupenu aiezimuje jako I. instar (Annand, 1928). Naga
pak pokré&uje vsani 8av a indukuje tak i@ménu pupenu v halku. Po dosazeni
dosplosti naklade be#ikdla samice siSku vajtek, ze kterych se vylihnogallicolae
Ty se gesunou do halky, ve které se vyiv&komarky, a larvy v nich (po jejich
uzaweni) doko®uji svij vyvoj. V letnich ngsicich halka usycha, kamky se otevou,
vylezou gallicolae a stavaji se z nich éklleni migrantes alatagkteri prelétavaji na
sekundéarniho hostitel¢Kapitola, 2003). Tim mohou byt zastupcékolika rodi
jehli¢natych strom — Abies, Larix, Pseudotsuga, TsugeboPineus(Havill & Foottit,
2007). Na nichmigrantes alataesnesou vagka, ze kterych se lihnosistentesa ty
piezimuji v klidovém stavu jako I. nebo Il. instargpitola, 2003). Na j& dosgji a
z jejich vajtek se lihne generaqgeogredientes Bezkidlé samice mohou pakétem
|éta plodit dalSi generace. Pokud se vylihnigdiéna samice —exupara s€huje se zt
na primarniho hostitele, kde naklade #&gi. Z nich se vyviji generasexualegvorena
bezkidlymi samci a samicemi. Po oplagii samice naklade jedno «&o, ze kterého

se lihne larvdundarix,a cyklus se opakuje.



Druhy vyvojovy cyklus - anholocyklus trva jen jedeok, korovnice seifp ném
rozmnoZuji pouze partenogeneticky a setrvavaji etlngm hostiteli. Tim friZze byt
jakykoli jehlicnan z vySe uvedenych nbdPokud je hostitelskou rostlinou smrk, sklada
se Zivotni cyklus ze dvou partenogenetickych gemerafundatrix a gallicolae
(Kapitola, 2003). Alternativou jeffiomnost pouze betkllych forem (typusistensy,
které ale nevytwd halky. Posledni moZnosti jsou korovnice, kter@ pbuze na
sekundarnim hostiteli ve forsistensneboprogrediensa mohou produkovat ékllené

potomstvo.

Vysvétlivky:

1 Larvafundatrix piezimujici
na smrku

2 Fundatrix sajici na bazi
pupenu

3 Halka na smrku, uvrfit
generacgallicolae

4 Dosgla okiidlenagallicola
=migrans alata prelétajici
na modiin

5 Migrans alatakladouci
vajicka na jehlicich maidnu

6 Larva I. instarsistengtzv.
neosistenspiezimujici
na modinu

7 Dosgla sistenskladouci
na j&e vajtka

8 Larvaprogrediensvyvijejici
se na jehlicich mdthu

9 Okfidlenasexupara
prelétajici na smrk

9a Bezkidlaprogrediens
zakladajici na mdthu dalsi

SEKUMDARNI HOSTITEL generace
mﬂdﬁ: 10 Samec (m) a samice (0
generaceexuales

Vyznaend oblast f@zdstavuje
obdobi stravené na primarnim

Obr. 1 Diagram Gplného, dvouletého generio cyklu na fikladu hostiteli
korovnice pupenovéAdelges laricigpodle Blackman & Eastop, 1994)

Prvni prace pojednavajici o biologii korovnic sgeofly na konci 19. stoleti
(Blochmann, 1887, 1889; Cholodkovsky, 1889; Dreyfi889). Na ty navazaly

publikace zabyvajici se terminologii pouZivanoé popisu Zivotniho cyklu a



morfologickymi znaky uzZivanymi v taxonomii (Cholaalksky, 1896; Borner, 1908;
Marchal, 1913; Annand, 1928). DalSi vina zajnti§lp ve 2. polovia 20. stoleti. Byly

sepsany studie zabyvajici se druhovym zastoupendnovikic na witém Gzemi

(Inouye, 1945; Bodenheimer & Swirski, 1957; Carte971; Ghosh, 1983; Foottit &
Richards, 1993), populai dynamikou a vztahem predator —ikb (Eichhorn, 1968,

1969) anebo jejich Zivotnim cyklem (Steffan, 19R&versi & Binazzi, 1996). Téma
taxonomie a systematiky je zpracovano take v dildot Borner & Heinze (1957),
Heinze (1961), Steffan (1968), Covassi & BinazA§1), Blackman & Eastop (1994)
nebo Binazzi (2000).

Pro jakykoli boj proti Skdcaim je dilezitd spravnd identifikace druhuiel
rozsahly poet publikaci zabyvajicich se homenklaturou a taruh@ddelgid se vSak
odbornici na klasifikenim systému neshoduji (Wallace, 2005). Okgsou pouzivany
dva systémy. Prvni povaZzuje za nggkitejSi pri identifikaci korovnic tvar a rozmisti
dorzélnich sklerit, voskovych plat a voskovych 7Zlaz u larev I. instaru (Borner &
Heinze, 1957), kdezto druhy (Steffan, 1968) poukidiuhovému rozliSeni morfologii,
pocet chromozom a vyskyt a lokaci endosymbiotickych bakterii. Fydmetické vztahy
v ramci obou systétnzobrazuje Obr. 2.

Bérner and Hainze 1957 Steffan 1968

Fineus Pinsus
{ Pinsinae
Pinendss Pinsades Pineini
Dveyfusia Eopineus Pineinae
_| Dreyfusiini
Aphrastasia

Gillattasia

Drayfusia
Dreyfusiini
Aphrazstasia

Adelginae Gillettesla

— Cacchiphantes Sacchiphantini

Adelgini
Choloakovekya

Sacchiphantes

Adelginas

Cholo okovs kya

— Adisiges

il

Adsiges

Obr. 2 Grafické vyobrazeni klasifikace korovnic u Bor@eHeinze (1957) a Steffan (1968)
(prevzato z Havill & Foottit, 2007)

Na konci 20. stoleti se pro taxonomické vztahyaha vyuzivat molekularni
markery. PRikladem mohou byt prace vyuZivajici DNA sekvencé& pesta¥
fylogenetickych vztain u mSic (Power®t al, 1989; Moraret al, 1999). Mezi no#Si
publikace ¥nujici se korovnicim p#&tMantoni (2002), ktery ke studiu roddreyfusia



na Uzemi Italie vyuziva fragmenty deoytb a NADH4. Vorweck a Forneck (2006)
zkoumaji strukturu genomuaktulosphairy vitifoliaea hledaji pi tom dikaz frevazr
asexualni reprodukce u tohoto druhu. V roce 2006sydava Havill praci cAdelges
tsugae ve které analyzuje jeji mtDNA, aby objasnilvod tohoto zavléeného druhu
pusobiciho znéné Skody na jehihanech rodursugav Severni Americe. Téhoz roku
vychazi i jeho druh& publikace (Haviét al, 2006b), tentokrat zaffena na evoluci
specializace na hostitelskéegliny a zivotnich cykl. Ve svém nejnaysim dile (Havill
et al, 2007) shrnuje poznatky o biologii, Zivotnich Bgh a vztazich s hostitelskymi

rostlinami ucelediAdelgidae

1.1. Studované druhy

Nekteré skupiny korovnic jsou od sebe morfologickynd& nerozlisitelné a
druhové pislusnost je u nich govana na zakladzpisobu rozmnozovani (sexudlx
partenogeneticky) a s ohledem na hostitelsky daltichanu (Havill et al, 2006b).
Napiklad Sacchiphantes laricige holocyklicka a v Evrap migruje mezi jehtinany
Picea nebo Larix. Morfologicky velmi podobné druhySacchiphantesabietis a
Sacchiphantesegregis jsou anholocyklické a jsou vazany pouze na dRitea
respektiveLarix (Steffan, 1961). S ohledem na tuto skotest byly k diagnostice na

zaklad molekularnich markérvybrany nasledujici druhy.

RodAdelges
Zastupci tohoto rodu parazitujasgji na starSich smrcich, kde vytvamensi,

kulovité, bled& zelené az Zlutavé halky (Kapitola, 2005). V typfemenén cely pupen,
ktery se naléza&sSinou na bdnich vyhonech nebo slabSicétwickach.

Adelges laricigVallot 1836) neboli korovnice pupenovéakdy téZz modinova)
ma dvoulety Zivotni cyklus,dmem kterého sida dva hostitele, smrk ztepily a niod
evropsky. Na jeji fitomnost na druhotném hostiteli upoigji Zloutnouci a zohybané
jehlice (Kapitola, 2005). Mimo Uzemi Evropy bylijejyskyt zaznamenan i v Severni

Americe.



Adelges tardugDreyfus 1888) se vyzigje jednoletym genetaim cyklem, pi
kterém setrvava na primarnim hostiteli smrku zéspil Vyskyt jejich héalek byva
cetrgjSi nez u pedchoziho druhu, a proto takéigpbujici ¥tSi Skody (Kapitola, 2005).

Rod Sacchiphantes

Korovnice roduSacchiphantegiji predevSim na mladych smrcich, kde z baze
pupenu vytvé vétsi, ovalné, tmavozelené halkgervenavou kresbou (Kapitola, 2005).

Zivotni cyklus Sacchiphantes abietigLinnaeus 1758),¢esky korovnice
smrkové, je jednolety a vazany na smrk ztepilyi Béjky byvaji pgetrgjSi acasto se
vyskytuji ve shlucich¢imz zpisobuji &tSi poSkozeni ne3. viridis (Kapitola, 2005).
Kromé Evropy se vyskytuje i v Severni Americe, Indiieverni Africe.

Sacchiphantes viridigRatzeburg 1843) neboli korovnice zelena ma &tgjko
korovnice pupenova holocyklicky #pob Zivota. Kromd Evropy byl jeji vyskyt zji&tn
i v Cing (Kapitola, 2005).

1.2. Molekularni markery

Molekularni markery jsou néstrojem, ktery nachamk& uplatrni v riznych
oblastech biologie a napomale&it otazky tykajici se fylogenetiky, ekologie, ke ¢i
popula&ni dynamiky (Loxdale & Lushai, 1998). Ra#dji se na proteinové a DNA
markery. Z prvil jmenovanych jsou né&stji pouzivany allozymy. Jedna se o enzymy,
které jsou produkovanyiznymi alelami jednoho lokusu. DNA markery rozl&ume
na jaderné a mitochondrialni (podle mista jejichkygu).

Mitochondrialni DNA je zpravidla kruhovitd molekuta délce kolem 15 — 18
kbp (Wilsonet al, 1985) a sestava z 37 genz toho je 22 pro tRNA, 2 pro rRNA a 13
koduje proteiny (ND1-6, ND4L, COI-IIl, ATP6, ATP&ytb) (Clary & Wolstenholme,
1985). Kront¢ téchto koédujicich oblasti ma jednu nekddujici nazypancontrol
region“. Oproti jaderné ma mitochondrialni DNAkolik vyhod. Mutuje giblizné
20krét rychleji, v biice se nachazi v mnoha kopiich, coz usogdamplifikaci, a Ize ji
snadgji ziskat i ze starSich vzoik protoZze je odokjsSi vici degradacim (Loxdale &
Lushai, 1998).



AT-rich
AT-rich oblast je jeden z naiétvpro ,control region“, ktery se pouziva

v souvislosti se hmyzem (Clary & Wolstenholme, 198¥edpoklada se, Ze tento Usek
je zapojen do regulace transkripce a kontroly Dgplikace (Clayton, 1992). Jedna se
0 nekddujici oblast mitochondrialniho genomu bobhata gitomnost nukleotid
adeninu a thyminu, kterych zpravidla obsahugsB5 % (Zhang & Hewitt, 1997), ale u
druhuDrosophila melanogastdrylo pozorovano dokonce 96 % (Leveisal, 1994). U
hmyzu je oblast sekvéné i délkow variabilni a nize obsahovat tandemové repetice
(Zzhang & Hewitt, 1997), coz hotf@dukuje pro populani a fylogenetické studie u
blizce gibuznych taxof (Tayloret al, 1993).

COl

Cytochrom oxidaza — podjednotka | (COI) #pamezi velmi konzervované
protein-koédujici geny v ZiveSné mtDNA (Brown, 1985) a je tedy vhodna jako
molekularni marker pro Siroky okruh systematickystudii u fznych Ziv@isnych
skupin. Pro tyto ely byly také navrzeny univerzalni primery LCO148MHCO2198
(Folmeret al, 1994), které usg$ne naamplifikovaly Usek dlouhy 710 bp u vice jak 80
druhi z 11 Ziv@isnych kmen.

Vzhledem k univerzalnosti pouzittahto primeti byl zminovany tsek mtDNA
vybrén pro projekt ,DNA barcoding” (Hebeet al, 2003). Ten si davéa za cil rychlou a
piesnou determinaci u znamych i neznamych dmen zaklad kratké sekvence tohoto
genu (658 bp). Ziskana data jsou shroditv&Ana v databazi BOLD (Barcode of Life
Data Systém, www.barcodinglife.org), kde Ize nakégienom samotné sekvence, ale i
taxonomické Udaje, zapisy o mistucase sbru zkoumanych jedinic nebo jejich
fotografie (Ratnasingham & Hebert, 2007). Tato rdatdruhové determinace vSak neni
pouzivana jen taxonomy, ale v posledni &ddad® uvazuje i o aplikaci v ekologii
(Valentini et al, 2008). Zde by mohla pomoci riigad @i identifikaci a analyze
vyskytu ohrozenych druh u kterych by byly nalezeny pouze vykaly nebo pllu



ATP oblast

Jedné se o Usek mitochondrialni DNA mezi cytochoxdazami — podjednotky
Il a lll a nalézaji se zde geny pro tRNAlys, tRNAa#\TP8 a ATP6 (Simoret al,
1994). Geny pro transferové RNA byvaji kratké amiekonzervované. U Usék
genomu koédujicich ATP8 i ATP6 byl&igorovnani druh Drosophila melanogastea
Drosophila yakubajiSténa variabilita v zastoupeni aminokyselin 4 %, ctgvgSovalo

hodnotu ziskanou ze srovnani COI Usekinto dvou druh (ta byla pouze 1 %).



2. CILE

1. Amplifikovat a osekvenovat vybrané fragmentyochondrialni a jaderné DNA
u mSic korovnic se zagenim na druhové komplexy roddelgesa Sacchiphantes
2. Owftit pouzitelnost sledovanych markek presrgjsi druhové identifikacigchto

dvou rodi ¢celediAdelgidaepomoci statistickych metod a shlukovacich analyz.



3. MATERIAL A METODY

3.1. Material

Veskery zkoumany material iiioha 1) determinoval a poskytl Ing. Jan
Havelka, Ph.D. (ENTU, Biologické centrum A¥R). Vzorky byly nasbirany v letni
sez6r od&ervna do srpna v letech 2006-2008 na tuzéeské Republiky.

3.2. Extrakce DNA

Vzorky byly uchovavany kbdl v 98% etanolu, nebo byly ihned poé¢ab a
determinaci zamrazeny &ip 80 °C usklad#ény v mrazaku az do dalSiho zpracovani.

Pokud byla izolovana DNA z lihovych vzark byli jedinci pgred extrakci
ponechani par minut na kousku btité vaty, aby doSlo k odpeni pgebyt&ného
etanolu.

K izolaci byli pouziti 1-3 klonalni jedinci na jedevzorek a extrakce preébla

pomoci jedné z nasledujicich metod.

3.2.1. Izolace pomoci DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN)

Postup dle navodu vyrobce.

3.2.2. Izolace Squishing bufferem (SB)Glooret al, 1993)

Pipetou bylo nabrano 50 ul SB (10 mM TRIS-CI, p&,8 mM EDTA, 25 mM
NaCl a 200ug/ml proteindzy K) a pomoci &y stimto roztokem byl vzorek
v mikrozkumavce (0,5 ml) homogenizovan. Po dalemm byl zbyly SB ze Spky
vytlacen ke vzorku.

Vzorek byl inkubovan $ 37 °C 20-30 min a poté byla proteindza K
inaktivovana pi 95 °C 2 min. Vysledek extrakce mohl byt ihned pibao PCR reakce

nebo byl zamraZen pro dalSi pouziti.



Pokud byly pouzity lihové vzorky, byli jedinci pocigani 15-20 min ve 20 pl
elwniho pufru (TE, firma GIAGEN), ktery byl ipd pidanim SB odpipetovan.

K jedincim uchovavanym v mrazaku byl SBgan bez tohoto mezikroku.

3.2.3. Izolace pomoci Invisorb Spin Tissue Mini Kit (Invitek)

Postup dle navodu vyrobce.

3.3. Polymerazovaretézova reakce (PCR)

3.3.1. Pouzité primery

Pro Usek z mitchondrialniho genu pro cytochrom azid- podjednotka | (COI)
byly pouzity standardni primery pro DNA barcodikglmeret al. 1994).

Usek ATP byl amplifikovan progtdnictvim kombinace 3 primir Primer
AphidCO2f1 naseda do genu pro cytochrom oxidaz(CIDIl) a spolu s reverznim
primerem AphidCO3rev nebo C3-N-5460 umoje amplifikaci useku mtDNA az do
oblasti pro cytochrom oxidazu Il (COIll). V tétasti se nachazi tRNA pro kyselinu
asparagovou a pro lysin a ATPasové podjednotk$.8 a

Primery pro AT-rich oblast AdelATforl a AdelATrevi pro ATP oblast
AphidCO2f1 a AphidCO3rev byly navrzeny podle selsierdruhi Schizaphis
graminum a Daktulosphaira vitifoliae zjiStnych v databazi NCBI GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Sekvence jsou zaalgny podisly NC 006158 pro
S. graminuna DQ021446 pr®. vitifoliae.

Seznam a detailni popis pouzitych pritnge uveden v Tab. 1 a mista jejich
nasednuti na DNA na Obr. 3.

Tab. 1 Prehled pouzitych primér

Gen Primer Typ Sekvence primeru 5— 3’
COl LCO149¢ F GGT CAA CAAATC ATAAAG ATATTIG G
HC02198 R TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT
ATP AphidCOfo) F CAATGC TCA GAAATT TGT GG
AphidCOBre\?) R TTG GTG GTC AAT TTAATC CTA
C3-N-5460 R TCA ACA AAG TGT CAG TAT CA
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AT-rich SR-J-1461% F AGG GTATCT AAT CCT AGTTT
TIN-24% R ATT TAC CCT ATC AAG GTA A
TM-N-193 | R TGG GGT ATG AAC CCA GTA GC
AdelATfor1? F CAATTATAG AACAGATTC CTC
AdelATrev?? R TTG AAG TAT GAA TCC AAA AGC
1) Folmeret al. 1994
2) Zurovcova
3) Simonet al. 1994
LCO 1?.90
tRNA Tyr COl tRNA Leu
HCO 2198
AdelATfor1l
SR-J-14612
12S rRNA AT-rich I Q M
< | <
TIN-24 TM—¥—193
AdelATrev1
AphidCO2f1
COlII K D ATP 8 ATP 6 COlIIl
AghidCOSrev
4—
C3-N-5460

Obr. 3 Struktura testovanych gém mista nasednuti jednotlivych marker

3.3.2. Reakéni smés

Mnozstvi rekterych slozek pro fippravu smisi na PCR reakci se liSilo podle
pouzité polymerédzy (Tab. 2). Pro amplifikaci bylyzkouSeny polymerazy Ex Taq
(TAKARA), UNIS Taq (Top Bio) a LA polymerazovy mi@op Bio).
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Tab. 2 Slozeni reani snEsi

ddHO 7,75 ull ddH,0O 7,7 ul
10 x ExTaq pufr 1,25 Wl 10 x ExTaq pufr 1,25
dNTPs (2,5 mM) 1 u| dNTPs (2,5 mM) 1p
Primer forward (5 uM) 0,75 dylPrimer forward (5 uM) 0,75 pul
Primer revers (5 uM) 0,75 tlPrimer revers (5 uM) 0,75 ul
Ex Taqg polymeraza (5U/ul 0,05 pUNIS Taq polymeraza (5U/ul) 0,1 ul
DNA 1ul| DNA 1 pl

Pokud se nepovedlo naamplifikovat DNA, bylo do tedksnesi pro jeden
vzorek gidano 0,5 pul BSA (Bovine Serum Albumin, Fermentaa®dné 1 ku 3 dilm
ddH,O. Mnozstvi ddHO v reakni snesi bylo adekvaté snizeno na vysledny objem
mixu 12,55 ul. BSA stabilizujedhem reakce enzymy a zahwge jejich ulpivani na
sttnach mikrozkumavky a fize tak zvysit Ginnost reakce.

Polymeraza LA byla zkouSena péedchozich neuspokojujicich vysledciah p
amplifikace AT-rich oblasti. Jde o $1UNIS polymerazy a dalSi polymerazy s 3'->5’
exonukledzovou aktivitu. MnoZstvi v regif snesi byla stejné jakoippouziti samotné
UNIS polymerazy.

3.3.3. PCR profil

PCR reakce probihaly na termocyclerech Mastercyctsr gradientS
(Eppendorf), TC-XP Cycler (Bioer) a GeneAmp PCRt&ys2400 Perkin-Elmer podle
nasledujicich prograin(Tab. 3).

Tab. 3 PCR profily

COl ATPs AT oblast
teplota (°C)| doba (s)| teplota (°C) doba (s) | teplota (°C) doba (s)

1. predenaturace 94 60 94 60 94 60
2. denaturace 94 30 94 30 94 30
3. annealing 47 45 49 40 51/53 30
4. elongace 72 50 68 90 68/72 90
5. postelongace 72 120 72 300 72 120
6. uchovavani 4 0 4 o0 4 ©
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Kroky 2-4 byly opakovany 35krat. Profily plati proprimery
LCO1490/HCO2198 u useku COI a AphidCO2f1/AphidCQ3vetuseku ATP. Pokud
byl u ATP pouzit reverzni primer C3-N-5460, bylaltda annealingu 47 °C fiRpouziti
primeri SR-J-14612 nebo TIN-24 u AT-rich oblasti byla tgplannealingu 51 °C dip
kombinace zbylychit primerti (TM-N-193, AdelATforl, AdelATrevl) byla zvySena na
53 °C z divodu vySSiho zastoupeni nukledti@C v sekvencicheéthto primedt.

3.4. Gelova elektroforéza

Elektroforéza byla pouzita k &keni usgsSnosti PCR reakce, ke kontrole
velikosti fragmentu DNA a k geni jejiho mnozZstvi.

Byl pouzit 1,5% gel (1,5 g agarézy (SeaKem LE AgaroCambrex) bylo
rozpuséno v 98,5 ml 1x TAE pufru (50x TAE pufr: 242 g TRIS7,1 ml kys.octové,
100 ml 0,5 M EDTA, 1000 ml H20O, pH = 8,0)). 8mbyla rozvéena v mikrovinné
troubs, a poté ochlazena na cca 50-60 °C. Pak byidapo 10ul/200 ml ethidium
bromidu (koncentrace pg/ml), gel byl nalit do formy, byly do& vioZzeny Hebinky
pro utvdeni jamek a tuhnul 30-40 mirfippokojové teplat. Hotovy gel byl pouZzit
rovnou k elektroforéze nebo uchovavan v 1x TAE puyfi 4 °C v chladnice.

Na gel byl nanesen 1 ul vzorku smichaného se dadliing Dye (700 pl dd#D,
300 pl 100% glycerolu, 0,5 mg bromfenolové mpda elektroforéza drela i
120 V 40 min dle délky &ekavaného fragmentu.

DNA byla zviditelrtna na UV transiluminatoru (UVP Transilluminator)
spojeném s digitalni kamerou, kterou bylyigeny fotografie vysledného gelu (Obr. 4).

K odhadu velikosti fragmentu naamplifikované DNA I byouzit velikostni
marker Lambda DNA/EcoRI+Hindlll (Fermentas) (Oby. 4
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A BC D SM 1 2 3 4 5

by ngi0.5p0
— 2252188

5148 1
S aoma Al
— 4268 M0
— 3530° 364

— 2027 2049
— 1904 196

— 1584 163
— 1375 14.2

— 047 9
— B3l 856

— G4 5.8

1% Tophision™ LE GO Agamse R0491)

0.5p0/lane, Bem lenglh gel,
12 TAE, 7\%em, 45min

Obr. 4 Vysledek elektroforézy po PCR amplifikaci

A-D...fragment ATP (AphidCO2f1/AphidCO3rev)
SM... Lambda DNA/EcoRI+HindlIl Marker
2-5....fragment COI (LCO1490/HC02198)

1. neaativni kontro

3.5. Purifikace PCR

Pro vyisténi vzorka po amplifikaci byly pouzity d& metody.

3.5.1. DNA Clean & Concentrator™> (ZYMO RESEARCH)

Postup dle navodu vyrobce. Pouze doba centrifulggleeu vSech krok

prodlouzena z 5-10 s na 30 s.

3.5.2. Cisténi pomoci snési ExoSAP

Pri &i$téni pomoci smssi EXoSAP-IT (USB) byl pouZit protokol od vyrobce,
avSak mnozstvi Exosapu bylo snizeno a doba inkupsm#iouZzena. K PCR produktu
(10-11 pl) byl na ledu fidan 1 pl Exosapu, vysledna &nbyla zvortexovana a
nasledg inkubovana v cycleruip37 °C 30 min a $ 80 °C 15 min. Ve druhém kroku
doSlo k inaktivaci Exosapu. Produkt byl poté ihmemizit do sekverimi reakce nebo

byl zamrazen pro dalSi pouZiti.
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3.6. Sekvenovani

3.6.1. Sekven&ni smeés

Do sekvenéni sntsi byl pouzit kit BigDye Terminator v 3.1. Cycle gigencing
Kit (Applied Biosystems).

SloZeni reatni snesi pro jeden vzorek (201): 2,0 ul sekvenaniho mixu, 3,Qul
5x sekven&niho pufru, 1,0ul primeru (5uM), 10-40 ng PCR produktu a vSe bylo
doplrtno ddHO do 20ul anebo byla reaini smés michana pro vysledné mnozstvi

10 pl @i zachovani fidavaného mnozstvi PCR produktu.

3.6.2. Program pro sekvend&ni reakci

Sekvenani reakce probihala v termocycleru v 25 cykletihppogramu: 96 °C
15 s, 50 °C 20 s, 60 °C 4 min a s uvodni denatuécfC 2 min dle doporeni

vyrobce.

3.6.3. Cisténi sekven&ni reakce pomoci Sephadexu

SephadeX" G-50 (GE Healthcare) byl hydratovan v pgm0,05 g Sephadexu
ku 800 ml ddHO na jeden slougek a ponechan bobtnat nejrdéfs min i 4 °C
v chladnéce.

Sloupe&ek byl vytvaen z aerosolové Sfky (1 ml) sé&iznuté asi 5 mm pod
filtrem a umis&né do 1,5 ml mikrozkumavky.

Nabobtnaly Sephadex byl zvortexovan a na sldelpéylo naneseno 400 ml této
suspenze. itbyt&na voda byla protteena pomoci pipetovaciho dudliku. Po naneseni
dalSich 400 ml byl slougek centrifugovan 2 minip 1000 g a pendan do nové
mikrozkumavky.

Na takto pipravenou vrstvu Sephadexu byl nanesen produktesekvi reakce
a centrifugovan 2 min ip 1000 g. Spika byla vyhozena a igisténa reakce
v mikrozkumavce byla vysuSena ve vakuové &eSiSpeed-Vacip pokojove teplot

(cca 30 az 40 min).
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Pozdji bylo cisteni provadno s polovénim mnoZzstvim Sephadexu: na jeden
vzorek bylo hydratovano 0,025 g Sephadexu ku 400ddH,O a suspenze bhyla

nanasena na mensi slotipe piipravené ze 100 pl Sf@k a 0,5 ml mikrozkumavek.

3.7. Analyza sekvenci

Sekvenace pratla na sekvenatoru ABI PRISM 3130xl od firmy Apglie
Biosystems v Laboratbgenomiky na UMBR (Biologické centrum AUR).

Kontrolni identifikace sekvenci byla provedenaatathazi NCBI BlastSearch
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Pro dalSi analyzu byl pouzit program SeqgManll Zkeaprograni DNASTAR
ver. 4 (DNASTAR, INC.), ve kterém byly komplementasekvence spojeny do tzv.
contig (z anglického ,contiguous sequence®). V pamgu MEGA verze 4 (Tamurat
al., 2007) byly tyto contigy dle p&tby opraveny podleipodni sekvence a byla z nich
vytvoiena sekvence konsensualni. Poté byly pomoci melgtalW v témze
programu vytvéeny alignmenty.

V programu MEGA verze 4 byly taktéz vyfieny zakladni charakteristiky
sekvenci (pimérna délka, variabilni mista, nukleotidové sloZzegénetické vzdalenosti
(model Kimura 2-Parameter) a byla provedena shla&bwvklastrovaci) analyza
metodou Neighbour-Joining (NJ). Dendrogramy bylytveieny pomoci modelu
Kimura 2-Parameter ii@emz mezery (gapy) byly u géz ATP oblasti zohletbvany a
zapaitavany jako dalSi znak (pouzita volba ,Pairwiséetlen). Statisticka podpora
stromu byla testovana pomoci metody bootstrap (2@@&kovani). Metoda NJ a model
K2P byly vybrany, protoZze jsou standakdmouZzivany pro ,DNA barcoding“.
S ohledem na moZnost srovnani testovanych markgla tato metoda pouZitatip
vyhodnoceni i zbylych zkoumanych gen

Pro tvorbu histograinbyla pouzita data z programu TaxonDNA (Megral.,
2006) (metoda ,pairwise summary"), ktera byla zprama v Microsoft Excelu.

Analyza haplotyp a jejich frekvenci byla provedena pomoci prograddmaSP
ver. 4 (Rozaegt al, 2003).
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4. \/YSLEDKY

4.1. Testované markery

Ze fi testovanych markér u 50ti vzorkKi se pod#lo naamplifikovat a
osekvenovat dvmitochondrialni oblasti, a to cytochrom oxidazu #7 vzorki a pak
oblast mezi cytochrom oxidazou Il a lll. U tohotseltu mtDNA se povedlo ziskat 45
sekvenci. AT-rich oblast se sic&kolikrat povedlo naamplifikovat, ale sekvence se

Ziskat nepoddo.

4.1.1. Gen COIl

Oblast genu COI se paoiila osekvenovat u 47 jedifica ziskané sekvence byly
upraveny na jednotnou délku 687 bp.c€tovariabilnich mist je 63 (tj. 9,2 % délky
sekvence) a pet parsimonialé  informativnich mist je 60 (8,7 %). (Jako
parsimonialé informativni jsou ozngvana mista v sekvenci, ktera obsahuji al@spo
dva 1izné nukleotidy a nejmérdva z nich se vyskytuji minimairdvakrat.) Frekvence
nukleotidh u jednotlivych druh, primérné frekvence a po#ny nukleotidi AT ku GC
jsou uvedeny v Tab. 4. Z té je také patrné, Ze gpaxthto nukleotid u vSechétyr
druhi je velmi vyrovnany. Celkova pmérna variabilita je 3,9 % se smodatnou
odchylkou 0,5 %. Dale byly spiany genetické vzdalenosti uvnhidruhi (Tab. 5a) i
mezidruhové (Tab. 5b).

Tab. 4 Frekvence nukleotidu COI

Druhy Frekvence nukleotid (%) Pongry nukleotich
T C A G AT/GC

A. laricis 37,7 15,1 37,2 10,0 74,9/25,1

A. tardus 37,7 15,3 37,1 10,0 74,8/25,3

S. abietis 39,4 15,0 35,3 10,4 74,7/25,4

S. viridis 39,3 14,9 35,3 10,4 74,6/25,3

pramer 38,8 15,0 35,9 10,3 74,7/25,3
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Tab. 5 Pramérné genetické vzdalenosti u COI (ntednazorsny snérodatné odchylky)

a) vnitrodruhova rb¢zidruhova

Druhy Pam. vzdalenost Druhy 1 2 3 4
A. laricis 0,003(0,001) A. laricis | 1 0,001 | 0,009| 0,008
A. tardus 0,004(0,002) A.tardus | 2| 0,003 0,009 | 0,008
S. abietis 0,015(0,002) S. abietis | 3|| 0,070 0,070 0,002
S. viridis 0,019(0,002) S. viridis | 4|| 0,068 0,067 0,016

Pramérna vnitrodruhova variabilita je 1 % a mezidruho#® %. Celkové
rozloZzeni je patrné z histogram(Obr. 5). Variabilita uvnit druhi byla nejvyssi v
rozmezi od 0 do 1 % a mezi druhy se &dital do kategorii do 1 % a od 7 do 9 %.

Vnitrodruhovd variabilita COl markeru Mezidruhov @ v ariabilita COI markeru

100%

100%
80% 80% -
60% 60%

40% - 40% -
20% 20% T
0% — B = 0% :
8 9

1 2 3 4 5 6 7 10 1 2 3 4 5 6 7

Frekvence
Frekvence

iR

Kategorie (%) Kategorie (%)

Obr. 5 Vnitrodruhova a mezidruhova variabilita COl markeru

Analyzou haplotyp (Tab. 6) bylo zji&no 10 tym, z toho u ¥tSiny byl jeden

haplotyp sdilen jednim rodem.

Tab. 6 RozloZeni haplotyppu COI

Haplotyp | Cetnost Druhy | Cisla vzorki

A. laricis 994, 995, 11339

1 10 A. tardus 1283, 11196, 11340, 11458
S. abietis | 11660
S. viridis 2947, 10311

5 3 A. laricis 2379, 10688, 10555, 10960, 11031
A. tardus | 1286, 2553, 10286

3 1 A. laricis 11500

4 1 A.tardus | 1287

5 11 S. abietis | 2893, 3436, 3448,11624, 11697
S. viridis 2849, 2972, 3007, 3423, 10493,11573
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6 1 S. abietis | 1044
7 11 S. abietis | 3026, 10141, 10142, 11350, 11696
S. viridis | 2957, 3009, 3020, 10521,11380,11549
8 2 S. viridis | 11619,10461
9 1 S. viridis | 846
10 1 S. viridis 11362

Na zaklad sekvenci COI markeru byl vytien dendrogram (#oha 2). Jak je
patrné uz z rozloZeni haplotyTab. 6) i zde se 3 vzorky ro@acchiphantegrifadily
k roduAdelges

4.1.2. Oblast ATP

Oblast ATP se pod#o osekvenovat u 45 vzoikk Ze ziskanych sekvenci byl
vytvoren alignment, ktery byl upraven na jednotnou délR@7 bp. Poté byly sekvence
rozdkleny na jednotlivé geny (tRNAlys, tRNAasp, ATP 8TR 6, COIll) podle
sekvence druhuDaktulosphaira vitifolia ziskané v databazi GenBank pédslem

DQ021446 a vysledky byly zpracovany pro kazdy gda¥.

tRNA lys
Analyza genu tRNA lys byla provedena pro 43 vioi&e d¥éma vzorky nebylo

pocitdno, protoZe oblast pro zmdhy gen u nich nebyla osekvenovana (celkovy
fragment ATP u vzonk¢. 1286 a 2893 byl kratSi neZ u zbyvajicich).

Délka sekvence genu pro tRNAIys je 73 bp¢giovariabilnich mist je 3 (4,1 %)
a parsimonialé informativni mista jsou pouze 2 (2,7 %). Frekvemuekleotici u
jednotlivych druli, primérné frekvence a poény nukleotidi AT ku GC jsou uvedeny
v Tab. 7. Zjiséné pongry nukleotidovych dvojic jsou vyrovnané u stejnyaida, ale
mezi rody se nepaténliSi. Celkovd pimérnd variabilita je 1,0 % se smodatnou
odchylkou 0,8 %. Dale byly spiidny genetické vzdalenosti vnitrodruhové (Tabi 8)

mezidruhoveé (Tab. 9).
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Tab. 7 Frekvence nukleotidu gerii oblasti ATP

Druhy Frekvence nukleotid(%6) Pongr nukleotidi
T | C | A G AT/GC
tRNA lys
A. laricis 30,6 12,5 451 11,8 75,1/24,3
A. tardus 30,1 12,3 45,2 12,3 75,3/24,6
S. abietis 29,3 14,0 43,8 13,0 73,1/27,0
S. viridis 29,4 13,7 441 12,8 73,5/26,5
pramér 29,7 13,3 44.4 12,6 74,1/25,9
tRNA asp
A. laricis 36,7 6,2 52,4 4.6 89,1/10,8
A. tardus 36,9 6,2 52,3 4.6 89,2/10,8
S. abietis 41,3 4.4 50,2 4,0 91,5/8,4
S. viridis 40,1 4.7 50,7 4.5 90,8/9,2
pramér 39,2 51 51,2 4,5 90,4/9,6
ATP 8
A. laricis 42,2 9,2 46,7 1,8 88,9/11,0
A. tardus 42,2 9,2 46,8 1,7 89,0/10,9
S. abietis 44 .4 9,6 447 1,3 89,1/10,9
S. viridis 445 9,7 447 1,3 89,2/11,0
pramer 43,7 9,5 45,4 14 89,1/10,9
ATP 6
A. laricis 421 13,1 40,2 4.7 82,3/17,8
A. tardus 421 13,1 40,2 4.7 82,3/17,8
S. abietis 43,7 11,7 40,1 4.5 83,8/16,2
S. viridis 43,7 11,7 40,1 4.5 83,8/16,2
pramér 43,1 12,2 40,1 45 83,2/16,7
COlll
A. laricis 40,2 10,8 43,4 5,7 83,6/16,5
A. tardus 40,0 10,8 43,6 5,7 83,6/16,5
S. abietis 43,8 8,4 42,1 5,8 85,9/14,2
S. viridis 43,7 8,4 42,1 5,8 85,8/14,2
pramér 425 9,2 425 58 85,0/15,0

Tab. 8 Pramérné vnitrodruhové gen. vzdalenosti u gexTP oblasti (mote sngr. odchylky)

A. laricis A. tardus S. abietis S. viridis
tRNAIlys | 0.0000(0.0000) | 0.0000(0.0000) | 0.0067(0.0049) | 0.0071(0.0043)
tRNAasp| 0.0000(0.0000) | 0.0000(0.0000) | 0.0028(0.0029) | 0.0032(0.0033)

ATP8 0.00130.0012) | 0.0000(0.0000) | 0.0253(0.0049) | 0.0297(0.0057)
ATP6 0.00160.0008) | 0.0013(0.0009) | 0.0173(0.0021) | 0.0183(0.0023)
Ccolll 0.0035(0.0020) | 0.0019(0.0013) | 0.0236(0.0038) | 0.0268(0.0041)
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Tab. 9 Pramérné mezidruhové gen.vzdalenosti u §&TP oblasti (motk snér. odchylky)

tRNAlys
Druhy 1 2 3 4
A. laricis 1 0.000( 0.013¢ 0.013¢
A. tardu: 2 0.000( 0.013: 0.012¢
S. abieti 3 0.016: 0.015¢ 0.004:
S. viridis 4 0.015¢ 0.014¢ 0.006"
tRNAasp
1 2 3 4
A. laricis 1 0.000( 0.013¢ 0.013:
A.tardus 2 0.000( 0.013¢ 0.013:
S. abieti 3 0.014: 0.014: 0, 002
S. viridis 4 0.013¢ 0.013: 0.002¢
ATP8
1 2 3 4
A. laricis 1 0.000¢ 0.022: 0.021¢
A. tardu: 2 0.000¢ 0.022: 0.021°
S. abieti 3 0.115¢ 0.114¢ 0.004¢
S. viridis 4 0.113: 0.112¢ 0.025¢
ATP6
1 2 3 4
A. laricis 1 0.000¢ 0.009: 0.009:
A. tardu: 2 0.001« 0.009: 0.009:
S. abieti 3 0.074* 0.074! 0.002:
S. viridis 4 0.072: 0.072: 0.016¢
Coulll
1 2 3 4
A. laricis 1 0.001¢ 0.016° 0.016¢
A. tardu: 2 0.002¢ 0.016¢ 0.01€3
S. abieti 3 0.107: 0.105¢ 0.003¢
S. viridis 4 0.105¢ 0.103¢ 0.023¢

Praimérna variabilita uvnit druhi je 0,35 % a mezi druhy 1,15 %. RozloZeni je

znazorrno na histogramu (Obr. 6).

Vnitrodruhova variabilita u genu 1RNAlys
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Obr. 6 Vnitrodruhovéa a mezidruhova variabilita u tRNAlys

21



Analyza haplotyp je znazorgna v Tab. 10.

Tab. 10 RozloZeni haplotyipu tRNAIlys

Haplotyp | Cetnost Druhy | Cisla vzorki
- 994, 995, 2379,10555, 10688, 10960, 11031, 11339,
A. laricis
11500
1 18 A. tardus 1283, 1287, 0282,11196, 11340, 11458
S. abietis | 11660
S. viridis 2947,10311
S. abietis i(])-ég,?3436,3448,10141,10142, 11350,11624, 11696,
2 25 S, viridis 2849, 2957, 2972,3007, 3009, 3020, 3423, 104613,049
' 10521, 11362, 11380, 11549, 11550, 11573,11619
tRNAasp

Sekvence genu tRNAasp dlouhé 67 pb byly analyzpvan43 vzork.
Variabilita se projevila pouze u jedné baze, ctgdptavuje 1,5 % sekvendéetnost
nukleotidh u jednotlivych drufi, primérné ¢etnosti a porry nukleotich AT ku GC
jsou uvedeny v Tab. 7. Celkovaup®rna variabilita je 0,74 % se $nodatnou
odchylkou 0,75 %. Dale byly spidany genetické vzdalenosti vnitrodruhoveé (Tabi 8)
mezidruhoveé (Tab. 9).

Praimérna vnitrodruhova variabilita je 0,15 % a mezidru@®,98 %. Rozlozeni
je 1épe vidt na histogramech (Obr. 7).

Vnitrodruhov & variabilita u genu tRNAasp Mezidruhov & variabilita u genu tRNAasp
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Obr. 7 Histogram vnitrodruhové a mezidruhové variabilittRNAasp

Analyza haplotyp sjednotila vSechny vzorky do jediného.
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ATP 8

Statistické vyhodnoceni genu ATP8 bylo provedentbwzorki. V sekvencich
0 délce 173 pb se nachazi 26 variabilnich (15 %P garsimonialé informativnich
(12,7 %) mist. Frekvence nukleaticl jednotlivych drufi, pramérné frekvence a
ponery nukleotidi AT ku GC jsou uvedeny v Tab. 7. Z té je patrnépdeer AT/GC je
u v8ech druth velmi vyrovnany. Byla také vymtena celkova gmeérna variabilita,
ktera¢ini 6,5 % a jeji srodatna odchylka je 1,2 %. Déale byly gfiany genetické
vzdalenosti vnitrodruhoveé (Tab. 8) i mezidruhoval§T9).

Pramérna variabilita v rdmci druhu je 1,38 % a mezi drud %. Z graf
vyplyva, Ze vnitrodruhova variabilita se nejviceustedi v kategorii do 1 % a

mezidruhova je roztlena edevsim do oblasti do 1 % a mezi 13 a 15 % (Obr. 8)

Vhnitrodruhova variabilita u genu ATP 8 Mezidruhov & variabilita u genu ATP 8

80% 80%
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40% - —

Frekvence
B
<
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20%

0% \l_lw L e e e e e \|_|\'_'\ 0% R R T S w[lw‘:'

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Kategorie (%) Kategorie (%)

Obr. 8 Histogram vnitrodruhové a mezidruhové variabilitATP8

Pri analyze se vzorky odtlly do 4 haplotypi, ve kterych rozéleni dle rod
zase naruSuji vzorky &@sly 2947, 10311 a 11660 (Tab. 11). To samé pdturdi
dendrogram (floha 5).

Tab. 11 RozloZeni haplotypu ATP8

Haplotyp | Cetnost| Druhy | Cisla vzorki
A. laricis | 994, 995, 2379, 10555, 10960, 11031, 11339, 11500
1 18 A. tardus | 1283, 1286, 1287, 10282, 11196, 11340, 11458
S. abietis| 11660
S. viridis | 2947, 10311
2 1 A. laricis | 10688
S. abietis 2893, 3026, 3436, 3448, 10141, 10142, 11350, 11624
3 o5 11696, 11697
S viridis 2849, 2957, 2972, 3007, 3009, 3020, 3423, 1049%21,0
11362, 11380, 11549, 11500, 11573, 11619
4 1 S. viridis | 10461
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ATP 6

Gen ATP6 se podiéo osekvenovat u 45 vzoik Délka zkoumaného Useku je
651 pb a z toho je 60 mist variabilnich (9,2 %)6aparsimoniala informativnich (8,6

%). Druhovécetnosti nukleotid, primérné ¢etnosti a porry nukleotich AT ku GC

jsou uvedeny v Tab. 7. Celkovauprna variabilita je 4,2 % se smodatnou

odchylkou 0,5 %. Dale byly spiiany genetické vzdalenosti vnitrodruhové (Tabi 8)

mezidruhoveé (Tab. 9).

Pramérna vnitrodruhova variabilita je 1 % a mezidruhos@ % a jejich

rozptyleni je zndzokmo v grafech (Obr. 9). Zth je patrné, Ze @bvariability se

pohybuji v kategoriich do 1 % a od 8 do 9 %.
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Obr. 9 Histogram vnitrodruhové a mezidruhové variabilibATP6

Tab. 12 RozlozZeni haplotyppu ATP 6

Haplotyp | Cetnost Druhy | Cisla vzorki
A. laricis 994, 995
1 6 A. tardus | 1283, 11196, 11458
S. viridis | 2947
2 1 A. laricis | 2379
A. laricis | 10555, 10688, 10960, 11031, 11500
3 10 A. tar_du_s 1286, 1287, 10282
S. abietis | 11660
S. viridis | 10311
4 5 A. laricis | 11339
A.tardus | 11340
1 S. abietis | 2893
S. abietis | 3026, 3448, 11624, 11696, 11697
6 15 S viridis 2849, 2972, 3007, 3020, 10493, 10521, 11549, 115
' 11573, 11619
7 1 S. abietis | 3436
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8 1 S. abietis | 10141
9 6 S. abietis | 10142
S. viridis | 2957, 3009, 10461, 11362, 11380
10 1 S. abietis | 11350
11 1 S. viridis | 3423

Analyza haplotyp (Tab. 12) rozliSila 11 tyjy které jsou oft vétSinou sdileny
pouze jednim rodem, avSak vzorky 2947, 10311 a 11660 rodsacchiphantese
zaradily k roduAdelges coz je vidt i na dendrogramu {foha 6).

colll

Oblast genu COIll se povedlo osekvenovat u 44 zo@elkova sekvence u
jednoho vzorkud, 2379) byla ot kratSi a nezasahovala az do COIll genu, a tal ten
vzorek nemohl byt zahrnut do analyzy.

Délka osekvenovaného fragmentu byla u alignmentavwgma na jednotnych
297 pb. Ztohoto Useku bylo 40 mist variabilnict8,bl %) a 38 parsimoni&in
informativnich (12,8 %). Byly vyptieny frekvence nukleotid primérné ¢etnosti a
ponery nukleotidh AT ku GC (Tab. 7). Tyto posmny se liSi mezi rody, ale v ramci rodu
jsou vyrovnané. Celkova fmérna variabilita je 5,9 % se smodatnou odchylkou
0,9 %. Déle byly sp#itany genetické vzdalenosti vnitrodruhové (Tabi Bezidruhové
(Tab. 9).

Praimérna vnitrodruhova variabilitatini 1,4 %, mezi druhy 7,5 % a jejich
rozckleni je opgt lépe citelné z histograrin (Obr. 10). V obou fipadech je neptSi
zastoupeni variability do 1 % a mezi druhy se pilawzorki pohybuje v rozmezi od
11 do 15 %.

Vnitrodruhov & variabilita u genu COIll Mezidruhov & variabilita u genu COIll

100% 100%

80% - 80% A

60% -
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Kategorie (%) Kategorie (%)

Frekvence
Frekvence

Obr. 10 Histogram vnitrodruhové a mezidruhové variabilitZ @Il
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Sekvence genu COIIl byly podrobeny analyze, kt@sdila 7 haplotyf (Tab. 13).

Tab. 13 Rozlozeni haplotyjpu COIllI

Haplotyp | Cetnost Druhy | Cisla vzork
A. laricis | 994, 10960, 11031
1 4 A. tardus | 11196
A. laricis | 995, 10555, 10688, 11500
2 10 A. tardus | 1283, 1286, 1287, 102821 11458
S. viridis | 2947
A. laricis | 11339
3 4 A. tardus | 11340
S. abietis | 11660
S. viridis | 10311
S. abietis | 2893, 3026, 3448, 11350, 11624, 11696, 11697
4 19 S viridis 2849, 3007, 3009, 3020, 3423, 10493, 10521, 11362,
' 11549, 11550, 11573
5 1 S. abietis | 3436
6 5 S. abietis | 10141, 10142
S. viridis | 2957, 10461, 11380
7 1 S. viridis | 11619

V dendogramu (Rloha 7) vytvdeném na zakladCOlll genu se oft vzorky
rodu Sacchiphantescisly 2947, 10311 a 1166@ifadily k roduAdelges
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Jako srovnani k fylogenetickym strém jednotlivych gefi byl sestaven
dendrogram (Obr. 11) ze sekvenci jak pro gen GilIpto celou oblast ATP. Do
analyzy byly pouzity pouze vzorky, u kterych bylgispozici sekvence obou
fragment.

64

63{‘78. viridis 3423
Ml viridis 11573
s viridis 2972
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1%
2
i
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AF S. viridis 10521
514 (S. viridis 11549
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03
99 |1
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LS. viridis 3009
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A. laricis 11031
A. laricis 10960
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Daktulosphaira vitifoliae

0.0z

Obr. 11 Dendrogram vytvieny na zaklatiobou markar COI+ATPs (Neighbour-Joining,
Kimura 2-Parameter, Pairwise deletion, Bootstrapi20Jako outgroup byla pouzita
Daktulosphaira vitifoliae
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5. DISKUZE

5.1. Extrakce DNA

Ze ti zkouSenych metod byly izolace pomoci DNeasy Bl&odissue Kit i
Invisorb Spin Tissue Mini Kit stoprocernisgsSné a extrakce pomoci Squishing
bufferu se také podiéa u tSiny vzorki. S ohledem na mensi finam nar@nost kitu
Invisorb Spin Tissue Mini Kit oproti DNeasy Blood &issue Kit se tento zda jako
nejvyhodrjsi.

5.2. Purifikace produkt G sekven&ni reakce

Byly pouzivany dvaiizné postupy proigecisteni PCR produktu po sekvetrd
reakci a oba se ukézaly vhodné jak z hlediska tahk kvantity ziskaného produktu.
Pti purifikace vice vzork najednou vSak bylo rychlejSi a jednodussi poaitisapu.

5.3. Testované markery

Oblast AT-rich se poddo naamplifikovat pouze u &kolika malo vzork
pomoci primei AdelATfor a TIN-24. Po neuspokojivych vysledcichUNIS Taq
V obou gipadech se povedla amplifikace pouze jednou, a4qUA pol.) a u 2 (UNIS
pol.) vzorki. U rékterych se po rozdeni gelovou elektroforézou objevilockolik
nespecifickych prodult a to i fgesto, Ze jeden z primerbyl specificky. Ricinou
mohla byt kontaminacefppiipraw PCR reakce,figstoze byly fi praci vzdy pouzivany
aerosolové Spky, které by ji ngly zabranit. Vzorky bezéthto nespecifickych produkt
byly sekvenovany, ale sekvence se bohuZel ziskpbda#lo. Pri praci s useky
bohatymi na adenin a thymin doch&zisto k problérim s polymerazou, kterd neni
schopna tyto dlouhé jednotvarné fragmenty naarkpifit a reakce je ukoéana
prediasre.

Dalsi dva markery byly ugpre naamplifikovany i osekvenovany. U obou byla

testovana jejich vhodnost pro rozliSeni druhovyclomplexi Adelges a
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Sacchiphantekteré se liSi pouze svym #gobem Zivota a morfologicky jsou témn
nerozeznatelné (viz Uvod).

U jednoho vzorku nebyla ziskana sekvence ani gebuadi ATP oblasti (fes
opakovanou amplifikaci), fpstoZze velikost fragmeint pii kontrole gelovou
elektroforézou ukazovala na @Spost probhnuti PCR reakce. tRinou dalSich

chykgjicich sekvenci je nejspis polymorfismus v thisaisedani primér

5.3.1. COIl marker

Z dendrogramu i analyzy haplotymu COI markeru je patrné, Ze vzorky 2947,
10311 a 11660 séadi kjinému rodu, nez ktery byl u nich¢an. To niize byt
zpisobeno kontaminaci fip praci s é&mito vzorky nebo byli jedinci chykin
identifikovani @i morfologické analyze (ta je totiz velniaso¥ nar@na a musi byt
analyzovano &kolik jedinal pro spolehlivou druhovou determinaci, coz je tdkeod,
pro¢ jsou hledany molekularni markery, které by totmasmnily), a proto jsem je
vyloucila a znovu spéitala vnitrodruhovou variabilitu. Bmérnd hodnota je nyni 0,33
% a jeji rozlozeni je vigt na Obr. 12Variabilita v oblasti od 7 do 9 % (Obr. 5) zmizela
a pres 99,6 % tvid kategorie do 1 %.

100%

8 80%

GC) 60% @ vnitrodruhova
> . .

%1‘) 40% B mezidruhova
i

0% T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Kategorie (%)

Obr. 12 Variabilita u COI markeru po vgzeni vzork 2947, 10311 a 11660 z analyzy

PrestoZze pimérné hodnoty variabilit @& odpovidaji pedpokladu, Ze u
.pbarcodingu® by vnitrodruhova #ta byt asi 10krat mensSi nez mezidruhova, dochazi
v oblasti do 1 % ke zgaému pekryvu €chto variabilit (u mezidruhové je frekvence
téemei 50 %), ktery je zfgsoben velmi nizkou proenlivosti uvnit rodu Adelges
Z dendrogramu je vifl, Ze ani druhové komplexy rodacchiphanteselze na zaklad

COI markeru odlisit. Tomu odpovida i vysledek pr&tavill et al (2006b), ve které se
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také podslo odliSit rody Sacchiphantes Adelges ale druhové rozliSeni jiz U&gné
nebylo. U druli S. abietisa S. viridisuvadi autor variabilitu od 0,11 do 0,32 %, avSak u
nasich dat je rozii vétsi, a sice od 0 do 1,08 %. Tento rozdil vyplyvipi& z toho, Ze
my jsme ndli k dispozici WtSi paet zastupé tohoto rodu, kdezto Havilet al se
zaneiovali na vice drul pfi menSim mnozstvi zkoumanych jedinednoho druhu.

Ani Véchtova (2008) nebyla ve své préci &&pa @i rozliSeni drufi u rodi
Sacchiphantes Adelgespomoci COIl markeru. U pmérné variability dospla autorka
k hodnotadm 0,64 % uviitdruhi a 9,7 % mezi druhy, kdezto z naSich dat vyplyvaji
druhové zastoupeni, a Zho plynouci menSi mezidruhova variabilita, a na&éwvy
druhovych komplek jako studovaného jevu, u kterého sedpoklada nizka variabilita
uvnitt druhi.

5.3.2. Oblast ATP

U transferovych RNA pro lysin a kyselinu asparagows®e potvrdila jejich
konzervovanost, kterd je zndima v praci Simoret al (1994). Sekvence vSech vzork
rodu Adelgesbyly jak v ramci lysinu, tak kyseliny asparagovékdnce totozné. Po
vyiazeni vzork 2947, 10311 a 11660 kleslaiprérna vnitrodruhova variabilita tRNA
lysinu na 0,22 % a u asparagové kyseliny na 0,18 %.

PrestoZze analyza genu tRNAasp sjednotila sekvengedimho haplotypu, byl
pii jejich prezkoumani zji$n nesoulad stimto vysledkem. Sekvence se na rodove
arovni liSily v jednom nukleotidu a dvou mezeraakaaych ,indely” (v €chto mistech
doSlo bu’ k inserci, nebo deleci nukleotid- odtud nazev, protoZze nejsme schopni
rozhodnout, kterd situace opravdu nastala) u Aklgestakze doslo k rozdeni rodi,
které je vidt i na dendrogramu {Hoha 4). Pouze vzorek 10141 se odtil UpIn¢. Fi
opétovném prohlédnuti dané sekvence jsem #ask nazoru, Ze se tak stalo proto, Ze
sekvence nevySla Upindol¥e a na wBkolika mistech neSlo rozhodnout o ursist
spravného nukleotidu. A préyedna z &chto bazi byla ve variabilnim mésta zaklad
kterého doslo v dendrogramu k rodovému rozliSeni.

U genu ATP 8 klesla pmérna vnitrodruhova variabilita po vyléani

problematickych vzornk na 0,21 %. FestoZe byla odstr&na variabilita zasahujici do
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kategorii od 13 do 16 %, staléstava pekryv obou variabilit v oblasti do 2 % (Obr.
13).
100% -
80% i

60% - O wnitrodruhova

40% -~ B mezidruhova

Frekvence

20%

0%77 T T 17T 7T 1T 71T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Kategorie (%)
Obr. 13 Rozlozeni variabilit u ATP 8 po vgzeni vzork 2947, 10311 a 11660

Po vyazeni vzork z analyzy genu ATP 6 n&gkraiuje variabilita uvnit druhi
1 % a na zobrazeném histogramu (Obr. 14) je€tvide polovina té mezidruhové se
pohybuje ve stejném rozsahuiP¥rna variabilita uvnit druhu klesla na 0,19 %.
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20%
0% + |
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Obr. 14 Rozlozeni variabilit u ATP 6 po vgzeni vzork 2947, 10311 a 11660

Pramérna vnitrodruhova variabilita poklesla po vyt@ani inkriminovanych
vzorki na 0,27 % a seskupila se v kategorii do 1 %. @brzobrazuje fekryv obou
variabilit v tomto Useku.
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Obr. 15 Rozlozeni variabilit u COIll po Wazeni vzork 2947, 10311 a 11660
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U gemi ATP 8, ATP 6 a COIll jsou vysledky velmi podobriRovnongrné
rozdleni mezidruhové variability na dwblasti je zafi¢inéno velmi nizkou rozdilnosti
v sekvencich uvnitrodu Adelges ktera spada do 2 %, a éco vysSi variabilitou mezi
rody Adelgesa SacchiphantesAni jeden marker se vSak neukazal vhodny progeal
druhovych komple.

Dendrogramy geinpro COI, ATP 8, ATP 6 i COIll potvrzuji schopndsthto
markefi rozliSit studované druhy na rodové urovni, copgelegeno i bootstrapovou
hodnotou 99 % nebo dokonce 100 %.
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6. ZAVER

Ze fi testovanych Usékmitochondrialni DNA byly usgsre naamplifikovany a
osekvenovany dva, COIl a ATP oblast. Tyto markeriy ksjce schopny spolehkv
roz&lit vzorky do rodi, ale vnitrodruhova variabilita se u pgrjmenovaného
pohybovala v rozmezi od 0 do 1,08 %, u ATP obldssahovala nejvysSi hodnoty
1,8 % (ATP 8) a druhové komplexy se jimi rozlisithuzel nepoddo.

Z nasSich vysledk vyplyva, Zze mitochondrialni genom praypddobré neni
dostateén¢ variabilni, aby byl schopen rozliSit problematiak&ihy, a oblasti, u kterych
se tato variabilita fedpoklada (AT-rich), se netlaosekvenovat. Problémy s Usekem
AT-rich odpovidaji zji&ni Véchtové (2008), které se z této oblasti také nefiloda
ziskat sekvence. U markeru COI byl potivi jeji za¢r o nevhodnosti tohoto genu k
druhové identifikaci u korovnic a v dalSich stutiibude nutné se zaiit spiSe na

variabilni fragmenty v jaderné DNA.
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8. PRILOHY

Priloha 1 Prehled a popis zkoumanych vzérk

Druh Cislo vzorku Lokalita Instarn 55&332\/@1
A. laricis | 994-995 C.B. al-gal | 98% etanol
A. laricis | 2379 Vrchy u Fulneku fund| 98% etanol
A. laricis | 3298 Praha - #2vnov al-gal| 98% etanol
A. laricis | 10555 Buchlovice al-ga| -80°C

A. laricis | 10688 Novy Dvr al-gal | -80 °C

A. laricis | 10960 Novy Dvr al-gal | -80 °C

A. laricis | 11031 Novy Dvr al-gal | -80 °C

A. laricis | 11339 Praha - i&vnov al-gal| -80°C

A. laricis | 11500 C. B. - Borek al-gal| -80°C

A. tardus | 1283, 1286-1287 | C. B. fund | 98% etanol
A. tardus | 10282, 10286 Novy Dir al-gal | -80 °C

A. tardus | 11196 C. B. - Stromovka al-gal -80°C

A. tardus | 11340 Praha - i&vnov al-gal| -80°C

A. tardus | 11458 C. B. - Stromovka al-gal -80°C

A. tardus | 11661 Sumava, JeniSov al-gal  -80 °C

S. abietis | 1044 Zdingrice al-gal | 98% etanol
S. abietis | 2893 Certovo jezero al-gal 98% etanol
S. abietis | 3026 Novy Dvir al-gal | 98% etanol
S. abietis | 3436 Sumava, JeniSov al-gal  98% etanol
S. abietis | 3448 Sumava, Vitky Kamen al-gal| 98% etanol
S. abietis | 10141-10142 Bysice p. H., Trojak, W esk al-gal | -80 °C

S. abietis | 11350 Serbia, Kapaonik Natl. Park al-gal -80 °C

S. abietis | 11624 Sumava, JeniSov al-gal -80 °C

S. abietis | 11660 Sumava, JeniSov al-gal -80 °C

S. abietis | 11696-11697 Sumava, Vitk Kamen al-gal| -80°C

S. viridis | 846 Cesky Krumlov al-gal| 98% etanol
S. viridis | 2849 C.B. al-gal | 98% etanol
S. viridis | 2947 Cehnice al-gal] 98% etanol
S. viridis | 2957 C. B. - Stromovka al-gal 98% etanol
S. viridis | 2972 Téchobuzy al-gal| 98% etanol
S. viridis | 3007 C. B. - Stromovka al-gal 98% etanol
S. viridis | 3009 Bystice p. H., Trojék, kZovatka | al-gal| 98% etanol
S. viridis | 3020 Novy Dvr al-gal | 98% etanol
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S. viridis | 3423 Strmilov al-gal| 98% etanol
S. viridis | 10311 C. B. - Stromovka al-gal -80°C
S. viridis | 10461 C. B. - Stromovka al-gal -80°C
S. viridis | 10493 Rchobuz al-gal| -80°C
S. viridis | 10521 Novy Dvr al-gal | -80 °C
S. viridis | 11362 Lednice al-ga| -80°C
S. viridis | 11380 C. B. - Haklovy Dvory al-gal| -80°C
S. viridis | 11549, 11550 Strmilov al-ga|l -80 °C
S. viridis | 11573 Zeletava al-gal -80 °C
S. viridis | 11619 Fulnek al-gal -80°C
Vyswvetlivky:

A. tardus ........ Adelges tardus alfetis ........ Sacchiphantes abietis

A. laricis ......... Adelges laricis S. viridis ......... Sacchiphantes viridis
al-gal.............. allatae gallicolae fund............ fundatrix
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Pfiloha 2 Dendrogram na zaklad€COIl markeru (Neighbour-Joining, Kimura 2-ParameRairwise
deletion, Bootstrap 2000). Jako outgroup byla palZaktulosphaira vitifoliae
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P¥iloha 3Dendrogram na zakladRNAlys (Neighbour-Joining, Kimura 2-ParameteririRese deletion,
Bootstrap 2000). Jako outgroup byla pouBiaktulosphaira vitifoliae
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P¥iloha 4 Dendrogram na zakladRNAasp (Neighbour-Joining, Kimura 2-Parameteir#lae deletion,
Bootstrap 2000). Jako outgroup byla pouBiaktulosphaira vitifoliae
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Pfiloha 5 Dendrogram na zaklad\TP8 (Neighbour-Joining, Kimura 2-Parameter, Paiendeletion,
Bootstrap 2000). Jako outgroup byla pouBiaktulosphaira vitifoliae
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Priloha 6 Dendrogram na zaklad\TP6 (Neighbour-Joining, Kimura 2-Parameter, Rese deletion,
Bootstrap 2000). Jako outgroup byla pouBiaktulosphaira vitifoliae
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Priloha 7 Dendrogram na zaklaagyenu COIll (Neighbour-Joining, Kimura 2-ParamgRgirwise
deletion, Bootstrap 2000). Jako outgroup byla palZaktulosphaira vitifoliae
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