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Anotace

Sedm alozym bylo podrobeno analyze variability a barvitelnogbolyakrylamidovou
elektroforézou. Jeden #chto alozyni byl vybran a byla testovana jeho nukleotidova afaitita
mezi jedinciD. noxia Bylo ziskano 18 sekvenéasti genu pro fosfglukomutazu iznych jediné
pochazejicich zdkolika lokalit po celém sité. V téchto sekvencich bylo objeveno 5 hapldtyp

Annotation

Seven allozyme markers were investigated for fditya and colourability by PAGE
electrophoresis. One allozyme coding gene was @moasd tested for nucleotide variability among
worldwide collections of the Russian Wheat AphRiuraphis noxid. We got 18 sequences of
phosphoglucomutas®gm) gene from various populations. Five haplotypeseweund within this

18 populations.
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1 Uvod

Celed” Aphididae (msicoviti) je v ramcitadu Hemipteramonofyleticka a je fibuznaeledim
Adelgidae a Phyloxeridae piicemz vzajemné vztahy mezéntito celedmi nejsou stale zcela
vyjasréné. Je to starobyla skupina, jejiz sgalepredek se vyskytoval zhrubdga 250 miliony let.
Jednotlivé pothdy aceledi se z&aly odclovat v obdobi jury, tedy zhrubargd 150 miliony let
(Martinez-Torres a kol., 2001) a v dneSni éobbsahuje tatoceled néco pres 4700 druin
(van Emden a Harrington, 2007). Jedna se o drolme€ichy s nekkym télem. Obvykle vytvéeji
na rostlinach kolonie aét8ina jediné na téZe rostli& jsou klony jedné neboékolika Zivorodych
samic. Zivi se sanim rostlinnych&¥, picemz nejen Ze ti napadené rostliny, ale jsou téepaseéi
raznych rostlinnych vi.

MSice maji navic mutualisticky vztah s endosymblgtmi bakteriemi, picemz primarnim
endosymbiontem jsou bakterie druBuchnera aphidicola ¢eledi Enterobakteriacea¢Martinez-
Torres a kol., 2001).

MSice zhoubnaQiuraphis noxig je hospod#&sky vyznamnym Skdcem. ERhem rékolika dni
dokaze zniit az 70% urody obili (van Emden a Harrington, 2008e studiich zabyvajicich
se msSicemi (Hales a kol.,, 1997; Figueroa a kol.9919Martinez-Torres a kol., 2001;
van Emden a Harrington, 2007; Liu a kol., "in pfesslalSi) jeazena do tribu Macrosiphinidled’
Aphididag podad Sternorrhynchatrad Hemipterg. Ma trubkovity tvar dla a Zivi se sanim na
mladych rostlinach a vyhoncich. Hostitelskymi rostini jsou jak Sleckné tak plad rostouci
rostliny z ¢eledi Poacea (Payton, 2004¥igemzZ divoce rostouci travy mohou byt pbo noxia
zdrojem biotypové a genetické diverzity, stejjako je tomu u Schizaphis graminum
(Weiland a kol., 2008). MSice zhoubnatilaije do rostlin latky, které Zysobuji typické podélné
bilé pruhy na listech. Navic é@pobuje svinovani listdo rulicky, v nichZ se ukryva a je tak chedra
pied postiky a cast&né i pred girozenymi nepateli (Payton, 2004). Diky velkym Skodam na
urodach je nynD. noxiac¢astym nanstem mnoha vyzkuiin a proto také ziskala titul ,mSice roku
2009".

Jedna z prvnich zminek Diuraphis noxiase podle van Emdena a Harringtona (2007) objevuje
v ruské literatie jiz v roce 1914. Mozna proto se také duja jako ,Russian wheat aphid®, tedy
ruska msice pSetna. Rivodem je vSak ze igdni Asie, z oblasti mezi Kavkazem a horami
Tian Shan. Zd&hto mist se poté zala Sfit do celého s¥ta. Nejdive se na peatku 20. stoleti
rozSiila do Moldavské republiky a na Ukrajinu. Zde btd&é poprvé identifikovana. Z Ukrajiny se

v roce 1978 roz&ia do Turecka, dale do Francie, severni Afrikyv 80. letech také do Mexika,
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odkud se z&ala &fit do severni a jizni Ameriky (van Emden a Harrorg007). Z pvodni oblasti
se zhruba v té debrozstila také do sedomdi a jedna z vedlejSichéwi invadovala do $edni
Evropy (Stary a kol. 2003). V dnesni @ade vyskytuje po celém &¢ s vyjimkou Australie.

V Ceské republice sBiuraphis noxiapoprvé objevila na jeneni zhruba fed 15 lety.

Obr. 1: Smery Sireni a oblasti vyskytd. noxia(Zluté hlavni snér Sikeni do celého s¥a, cervere

vedlejSi snir Siteni evropského haplotypu) (mapa réesi evzata z http://www.agric.wa.gov.au)

D. noxia (i ostatniAphididag ma velmi slozity zpisob rozmnoZzovani, dikyemuz je jeji vyzkum
v oblasti populani genetiky pinejmensim znesnadn. Pochopeni Zisobu rozmnozZovani jeipom
zasadni pro zjighi struktury populace a navrZzeni a provedeni expariu (Hales a kol., 1997).

Podle sotiasnych poznatk to vypada, Ze prvni pohlavni generace klade nazipodajicka,
z nichz se lihnou samice, které se mnoZzi nepoblapomoci apomiktické partenogeneze.
Pfi tomto zmisobu rozmnozovani davaji Zzivorodé samice vznikrdal§im Zivorodym samicim,
tzv. klomim. Tyto klony dosgji béhem 7 — 10 din a z&nou produkovat vlastni potomstvo. Takto
rychlé rozmnozZovani je mozné diky tomu, Ze kaZdéisa se rodi jiZ s embryi vlastnich dcer.
V reakci na podminky prasdi (hlavié prostorové) pak vznikaji llbezkidlé nebo okidlené
formy. Fi nedostatku prostoru naipodni hostitelské rostlihse okidlené samice figsunou na
dalSi rostlinu a pokeaji v rozmnozZovani (Hales a kol., 1997).

Paiet partenogenetickych cyklje zavisly na teplét P ménicich se teplotnich podminkéach
za’nou Zivorodé samice plodit prepohlavni a pohlawdirjce. Tyto vejcorodé samice a samci

dospivaji déle. Vejcorodé samice se po dosaZzerdawpahdosglosti spdi se samcem a nasledn



naklade dormantni va&ka na stonky i jin€asti rostlin. Tento zjsob slouzi hlavak prezimovani
(ptipadre k preckani dalSich nefznivych podminek). Bylo zjigho (Hales, 1997; van Emden
a Harrington, 2006) Ze v teplych oblastech se wygkylavre mSice obligaté partenogenetické
a cyklicka partenogeneze (sefigdnim pohlavni a partenogenetick@sti cyklu) se Hlis
nevyskytuje. Tyto populace pak postradaji mechamssmmekombinace a rychle diverguji
hromadnim mutaci (Hales 1997).

Podle van Emdena a Harringtona (2006)zenv chladnych podminkach probihat holocyklické
rozmnozovani seigtlanim hostitel (pSenice x jgmen). Naopak v ¢kterych¢astech Ameriky byly
sice objeveny vejcorodé samice, ale Zadni samchaB®dcuje tomu, Ze rozmnozovani ¥chto

populacich probiha pouze partenogeneticky.

Wingless Female ? ¥

i

Overwintering Egg

Sexual Winged Female
(Fall Migrant)

Obr.2: Zivotni cyklus m&ic (schématicky nakres — upravehip://www.omafra.gov.on.ca)

1.1 Hospoda Fsky vyznam

MSice jsou velmi vyznamnymi 8Hci hospod#skych plodin.Poskozuji nejen rostlinna
pletiva a zg@sobuji odumirdni rostlin, ale navic jsou ttemasSeéi rostlinnych vifi. Samotna
Diuraphis noxiaje spojovana sipnosem viru Zluté zakrslosti¢fmene (Kiplagat, 2005).Proto
je velmi dilezité se vyzkumem msSic zabyvat. Pouze sledovarérzity, divergence, populai
dynamiky, hranic druln a zpisobu Sieni invaznich druih nam mize pomoci vyhodnotit rizika,
které mSice fedstavuji pro hospo#Eky vyznamné plodiny a také se¢mito hrozbami vyptadat.
Navic hlubSi poznéani jejich reprodiného cyklu mize byt cestou k pochopeni evahich
a adapténich proces.

Abychom mohli proti Skdcaim &inné bojovat, musime spravnrcit jeho druh. MSice vykazuji v



ramci druti obrovskou morfologickou plasticitu. Morfologickéaky vSak umaiuji identifikaci

pouze u dosflych jedindi (Foottit a kol., 2008). Proto se jako nejvh&g@h pro tyto studie jevi
molekularni markery, které jsou schopny nade v&hpbnost wit piesré druh jakéhokoliv
organismu, u kterého jsme schopni extrahovat DN&name gjaky spolehlivy molekularni
marker.

Molekularni markery jsou hlavnim nastrojem poguolagenetiky, ktera jetdezitym prostedkem
pro studium genetické struktury Zivych populacitor&da studuje faktory, které tuto strukturu
ovliviuji, jako je napiklad geneticky drift, mutace fipodni selekce, adaptace a speciace. Zkouma
frekvenci alel a jejich distribuci a davd ndm takzmost vysledovatgvod jednotlivych populaci,
jejich potencialni vyvoj a dalSi faktail@zita pro boj sdmito Skidci (Hales, 1997;Foottit a kol.,
2008; Nordborg a Innan, 2002). Dava nam tedy véSkdormace, které ptgbujeme pro vyseni

rizik spojenych se mSicemi.



2 Cile prace

1) Na zéaklad literatury zhodnotit Usfnost molekularnich markiepro populéni geneticku
maSic (literarni reSerse)

2) Vytipovat vhodny marker pro analyfu Noxia

3) Owiit jeho pouzitelnost



3 Molekularni markery

Morfologické znaky dive vyuzivané v popuéaich a taxonomickych studiich jsou nedostayen
voditkem pro pesné weni drulii a charakteristik populaci. Lze je pouzit pouze aspdych
jedinca a navic jsou velmi ovlkovany podminkami prostdi (Powers a kol, 1989;
Figueroa a kol, 1999). Oproti tomu molekularni neairje znak nebdast celkové informace, ktera
vypovida o podobnosti jedific populaci nebo drihpomoci charakteristickych sekvenci DNA
nebo aminokyselin v proteinech.

Molekularni markery tak mohou byt vhodnym nastmojpro uteni variability uvnit populaci
i mezi nimi, stanoveni hranic druhu a statutu papijlodhalovani novych a kryptickych dtiih
feSeni iz existujicich taxonomickych a dalSich pFoid (Sunnuck, 2000; Meier, 2008).

Pro feSeni problérn kterymi se popukni genetika zabyva je nutné vyvinout molekularni
markery, které jsou dost&t®@ variabilni. RiliSna variabilita ale rize byt problematicka, protoze
prinasi i takové informace, které pro nasi studiiaiigbujeme a mohou byt spiSe matouci. Proto je
vhodné se fed zapoetim experimentu zamyslet a vybrat si takovy markiary mize poskytnout
informace o problému, o ktery se zajimame (Sunn@6K0). Z cel&@ady molekularnich markeér

se vSak jen gkteré os¥dcily i pro vyzkumD. noxiaa piibuznych druf.

3.1 Proteinové markery

Proteinovym markerem jsouigrdevsim alozymy. Jsou taizné formy enzymu kddované
rozdilnymi alelami ve stejném lokusGasto se lidi v zasmé aminokyseliny minici elektricky
naboj a proto se pro vyzkum aloz§gnpouziva elektroforetickééteni. Nasled# jsou jednotlivé
alozymy vizualizovany katalytickou reakci specifitio barviciho substratu barvenym enzymem
(Hoelzel a Dover, 1991; Verrelli a Eanes, 2000 Elektroforetické &eni se vyuZzivaji celuloso-
acetatové, agarézové, Skrobové nebo polyakrylangéidgely, na kterych je moZzno dosahnout
lepSich vysledk (Puterka, 1993; Verrelli a Eanes, 2000; WardnJaBlackenhorn, 2004; Besold,
Huck a Schmidt, 2008).

Jednd se o kodominantni marker (marker, kterycimpny bezpié rozpoznat homozygotniho
a heterozygotniho jedince). Vystupem alozymovétedéirézy je zymogram. Alozymy pak mohou
byt monomerni nebo multimerni a v homozygotnim st@vod sebe nerozliSime, protoZe na gelu
vypadaji jako jeden prouzek ocité mobilitt. Monomerni enzym pak vykazuje dva prouzky

odpovidajici danym alelam. Multimerni enzymy navi&kazuji i hybridni prouzky, které svym

10



poctem odpovidajéislu n+1 (u dimeru 3 prouzky, u tetrameru 5 prayzka obrazku 3. je schéma

gelu s detekovanym monomernim a multimernim enzymem

A B C

Obr. 3: Schématicky nakres alozymového gelu znéazjei dva typy enzymn (vlievo monomerni
enzym, vpravo heteromerni enzym; A-homozygot 1pBibzygot 2, C-heterozygot)

Alozymy jsou oblibenym markerem pro identifikagdinai, studium populkéni struktury,
fylogenetickou rekonstrukci, &eni hranic druhu (Hoy, 1994). Zda se vSak, Ze&kiemych druli
ms3ic alozymové technologie selhdvaji. Navic je pd#blém s alozymy endosymbidntNekteré
problémy se ovSem dajitgkonat pouzitim komplexnich homogeriaich puff, které zvysuji
citivost metody (Hales, 1997). Obvykle je problditiea také nizka kvalita vystupni informace,
limitovana genealogicka informace a navic odhalojize malou variabilitu ktera zcela neodpovida
variabilit¢ genetické (Figueroa a kol. 1999; Sunnuck, 2000edt® plati, Ze mSice vykazuji pouze
maly alozymovy polymorfismus, ékteré msSice dokonce wdhto studiich Zadnou variabilitu
nevykazuji. Mezi mSicemi je nejpolymoisi druh Acyrthosiphon pisunfTomiuk a Wéhrmann,
1980).

3.2 Markery na urovni DNA

Tyto markery jsou zaloZeny na porovnavani spegiibksekvenci DNA. V saiasnosti jsou
znamy stovky nebo dokonce tisice sekvenci, kterdéomdyt pouzity jako genetické markery. DNA
markery mohou byt vyuzity u vSech organisnu kterych byla zvladnuta izolace DNA. Navic
vzorek DNA se dé izolovat i z mrtvych bikna v gipadct vyuziti metody PCR ji nenfedba mnoho.

Asi nejstarSi metodou zabyvajici se DNA analyzgla imetoda RFLP (restriction fragment length
polymorfism, délkovy polymorfismus resttikich fragment). Jednalo se o vyhledavani rozdil
v homolognich sekvencich DNA, detekovatelny¢tigmnosti nebo néfiomnosti tizné dlouhych
fragmentt po roz8peni restriknimi endoukledzami. Nasledné vyhodnoceni se pgboad
elektroforetickym dlenim a uéité sekvence pak byly zvyrasmy hybridizaci se zri@nou sondou.

Odkryl se tak druhavspecificky patern (ncbi.nlm.nih.gov). Tato meta#avsak jiz v dnesni déb
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nepouziva. Jedna se totiz o metodu, ktera pro amatyZaduje velké mnozstvi DNA. Navic nebyla
vyuZita pro populéné genetické studiB. noxia

3.2.1 Genetické markery zalozené na metod é PCR

PCR (polymerase chain reaction, polymeraztstdizova reakce) je velmi jednoducha metoda,
kterd vyuzivd enzymatickou amplifikaci vitro jednoho nebo &kolika vybranych Usek DNA.
Metoda zavisi na teplotnich cyklectghlem kterych je vzorek z#éilvan a ochlazovan. Jako templat
je vyuzivana dvouvldknova DNA ktera je nejprve ddmtovana na jednoviaknovietzce.
Po navazéani primérje syntetizovan novyettzec komplementarni k templatovému vidknu. Celéd
reakce je katalyzovana termostabilni DNA polymetézo

Nejwétsi vyhodou, av3ak i nevyhodou metody PCR je jéfiivost. Casto pro Usgsnou
amplifikaci st&i mnozstvi péate&niho materialu pouze z jedinéiiy. Velkou vyhodou je téz
snadna reprodukovatelnost a rychlost amplifikaax@ale a Lushai, 1998).

Nevyhodou enormni citlivosti této metody je, Z€ PCR reakci mize byt amplifikovano i malé
mnoZzstvi kontaminujici DNA. Pro eliminaci chybnyeysledka z divodu kontaminovanych vzoik
se v dnesni daxasto vyuziva negativni nebo slepa kontrola.

Dalsi komplikaci je paeba primeit. Kvali nim je nutnosti znat alespaést givodni sekvence.
Limitujici je téZ délka DNA. Snadno Ize amplifikavaiseky o délce 100 az 2500 bp. Pro
amplifikaci delSich Usek je jiz nutno pouzit natméjSich postufi a specializovanych DNA
polymeraz.

Markery zalozené na PCR se vyuzivaji v mnoha daborbiologickych ¥d, forenznich
a lékaskych laborattich i dalSich ¥dnich oborech (Figueroa a kol., 1999; Sunnuck, 2000

3.2.1.1 RAPD - PCR

~Polymorfismus nahodh amplifikované DNA" (Random amplification of polymmhic DNA,
RAPD-PCR) je multilokusova metoda zaloZzena na naéamplifikaci uéitych segmerit pomoci
jednoho primeru o délce 8 - 12 b@jgemz neni nutno znat Zadnoast cilové sekvence. Takto
kratky primer v kombinaci s niZsi teplotou annegilin(35 — 38C) zvy3uje pravébodobnost
nasednuti primeru ve vice mistech (tzv. nespegifipkmer). Produkty RAPD PCR pak odpovidaji
oblastem transkribované DNA nebo opakujicim se vhoti Vyhodnoceni se provadi gelovou
elektroforézou a vysledné pruhy odpovidaji fenowjmo datim pritomen/negitomen.
Tato metoda se stala oblibenou hkapno svou relativé nizkou cenu a snadnost provedeni. Navic
si mizeme zvolit jakoukoliv sekvenci a pokud se v genowyskytuje, bude pravgodobr
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vykazovat rozdily mezi jednotlivymi druhy.

Je to v8ak metoda snadno ovlivnitelnd spoustogjSialm vlivii, v disledku ¢ehoz jsou jeji
vysledky €Zko reprodukovatelné a neporovnatelné. Navic nediokninantni takZze nerozliSuje
homozygotni a heterozygotni loky (Figueroa a kdl999; Aikhionbare a kol., 1998).

MSice produkuji od&lené fragmenty liSici se v intengia rozsahu od 100 — 2000 bp (Black a kol.,
1992)

3.2.1.2 AFLP - PCR
Amplified Fragment Length Polymorphism PCR (Amgdvany délkovy polymorfismus

restrikinich fragment) je metoda odhalujici resttiki patern pomoci PCR. Je to relativsnadno
reprodukovatelna metoda a vysledky se daji gaén snadno interpretovat. Jeji rozliSovaci
schopnost se vyrovna alozymovym studiim, RFLP-P&RPD-PCR nebo i mikrosatelitnim
sekvencim.

Vyuziva se dvou restrikich enzyni s gripojenymi adaptory (kratké sekvence). Enzymypist
DNA a adaptory se igjom vazi na konce fragment kde slouzi jako primery.
Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé restiik enzymy &ipi v rekolika mistech, umaiije tato
metoda simultanni screening mnoha fragmemtdokaze odhalit i kryptické druhy. Nevyhodou

je, Ze se jedna o metodu spiSe dominantni nez kodoitni (Mueller a Wolfenbarger, 1999).

3.2.13 Mikrosatelitni DNA

Mikrosatelity (Simple sequence repeats — SSR ndlmt$andem repeats — STR) se vyana
opakovanim #&kolik nukleotidi dlouhé sekvence, figemz jednotlivé alely se liSi ptem
opakovani. Redstavuji velkowdst inter a intraspecifického polymorfismu. Vyskitse jak v
jaderné, tak v organelové DNA a opakovany motiwdieuhy 16 bp (Caterino a kol., 2000).

Mikrosatelity se jevi jako hypervariabilni a kodmantni marker. K velké variabiitdochazi
v intronovych oblastech diky hromad mutaci pi rekombinaci nebo sklouzavanim viaken DNA
polymerazy Bhem replikacéSunnuck, 2000).

Kromeé obrovskeé variability a kodominance jsou takéngdi markerem, ktery fize poskytnout
voditka k tomu, které alely jsou si nejvic8buzné. V neposleditact je vyhodou i to, Ze vztahy
mezi alelami jsou jiz znamé. (Mueller a Wolfenbard®99).

Velkou vyhodou je u mSic i to, Ze primery vyvinydo jiny druh lze s velkou Uugpnosti pouzit i
na druh pibuzny (Wilson a kol., 2004, Weng a kol., 2007).
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Zaporem je, Zze bodové mutace v primerové oblastiou vést ke vzniku nulové alely a pro jeji

identifikaci je nutno studovat také potomky (Selko€oonen, 2006).

3.2.2 Sekvena éni metoda

Jedna se o0 metodu, s jejiz pomoci je moziih poradi nukleotid v molekule DNA. V taxonomii
byla tato metoda poprvé pouZzita jiz nagiku 90. let 20. stoleti (Meier, 2008). Zaklady raodho
sekvenovani polozil v roce 1975 Frederick Sang€ambridge University. Novyettzec DNA je
podle templatového viakna syntetizovan in vitro.dikované baze (dideoxynukleotidytrifosfaty)
znemo#uji tvorbu fosfodiesterové vaby a ukmuji tak reakci. Jejich Zazovani je nahodné,
vznikaji tedy tizn¢ dlouhé fragmenty, které jsou nakonec &edy v kapildrové elektroforéze, tzv.
Dye - terminator sequencing. Na rozdil od Maxam Hb&tovy metody jsou jednotlivé
dideoxynukleotidtrifosfaty zngny fluorescetnimi barvami siznou vinovou délkou fluorescence
a emitaci a jednotlivé signaly jsou automatickyreamenavany senzorem.

Hlavre diky vyuZiti fluorescetniho namisto radioaktivniho barveni je nyni tatatada velmi
rozSiena a stala se nepostradatelntitspudiich biologickych procés diagnostickém a forenznim
vyzkumu a takeé ve fylogenetickych studiich.

Ur¢itym problémem jetasténé nespecifické vazani primercoz ovliiovalo gesnost vystupu
sekvence. fesnost sekvence je téZz oviiwa  sekundarni  strukturou DNA.

Jistym omezenim je efekt barveni. Barvoucem& terminatory v DNA fragmentech vykazuji
urcitou variabilitu. V chromatogramu se pak po kamia&r elektroforéze objevuji nerovnosti
ve vysce Spici (Meier, 2008) .

Problémem je téZ prvnich 15 az 40 bazi chromatogygejichZz kvalitacteni je velmi Spatna.
Stejre tak se kvalita zhorSuje po 700 az 900 bp. Pokkgiesrijeme po klonovani, ime sekvence
obsahovatasti klonovaciho vektoru (Brown, 1994).

Pro vytvdeni genetického markeru je mozno vyuzit v podgtdtykoliv zdroj DNA. Markerem
pro analyzu msic fize byt jakakoliv sekvence nuklearni, mitochondiialebo kterakoliv DNA
obsazena v jejich endosymbiontech. Olgeplati, Ze kddujici sekvence nachéazejici se v estone
byvaji markerem neifliS vhodnym. Tyto sekvence koduji Zivétdalezité proteiny a proti zgmam
v nich pisobi silné selsalni tlaky. Naopak v intronovych sekvencich se mutawenadi porérné

rychle, takze jejich sekvence jsou pro vyzkum vhg&linMeier, 2008).
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3.221 Mitochondrialni DNA

Je to marker osdceny pro genealogické a evohi studie. mtDNA je asi nejdostugai typ
DNA v organismu. V kazdé Iige je rekolik stovek mitochondrii a v kazdé mitochondrioys
stovky kruhovych molekul DNA. Je¢dén pouze maternadn takze nabizi pouze jeden nahled
do problému a nefize poskytnout nenapadnutelné odfmbv(Ballard a Whitlock, 2004).

Diky ¢ist¢ maternalnimu fenosu vSak &Sinou nerekombinuje, coZ ushage interpretaci
vysledki a navic diky tomu mtDNA hromadi vice mutaci. Pnoicze byt pouzita pro analyzu
blizce gibuznych drufi a niZze dokonce vysitlit genetickou variabilitu klofi (Figueroa a kol.,
1999; Ballard a Whitlock, 2004; Footit a kol., 2008

Velkym problémem mitochondrialnich markeje prenos pseudogénz mitochondrialniho
genomu do jaderného, coz je u populah studii nezadouci. Existuji vSak metody a tdghn
redukujici vliv pseudogen pri piipraw vzorki a analyze dat, ale efektivhost popim&a
genetickych studii tim fZe byt oslabena, protoZze mitochondrie existuji gkém mnozstvi
organisnii ac¢asto vykazuji jen minimalni rozdily mezi jednotlimy skupinami.

Navic analyza mitochondridlni DNA ke vést k filiSnému zjednoduSovani a
podhodnocovani diverzity vidledkucastého zanikani alel, a tim vytvéejistoty v genealogii
(wikipedia.org; Mueller a Wolfenbarger, 1999; Batlaa Whitlock, 2004).

V dnesni dob je asi nej¥tSi vyzvou na poli sekvetaich metod "DNA barcoding”. Jedna
se o0 taxonomickou metodu, diky které se da podieesee dlouhé cca 700 bp ungisd v
oblasti cytochrom oxidazy | (COI) &it druh Zivého organismu ipod neznamé tk&n(Meier,
2008). Touto metodou e byt spravé zaazeno i 96% vSech msic. Problém je pouze u rod
Aphis

a lllinoia (Foottit a kol., 2008).

Barcodova metoda vSak nefunguje u nepopsanychidslir ze vzacnych drudhmiaze byt
problémem, vysledek fze byt ovlivien predchozi Spatnou identifikaci drula rékteré druhy

Zivocicht maji navic barcodovou sekvenci stejnou (Meier,800
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3.2.3 Genetické markery zaloZzené na analyze endos ymbiont U

Primarnim a také nejvice studovanym endosymbiont&it je Buchnera aphidicolabakterie
z ¢elediEnterobacteriaceaele to gram negativni bakterie. Déigpmsice nese asi 5,6*1¢edindi.

Symbidéza se mSicemi se vyvinulded 160 — 200 miliony let aigtrvala diky maternalnimu
pienosu a kospeciaci. MSice vyvinuly u¥rsivého &la bakteriocyty, které slouzi symbidn jako
domov a chrani je. Endosymbionti na oplatku vytyazpiasob, jak produkovat obrovské mnozstvi
esencialnich aminokyselin, kterych se mSicimugledku stravy zaloZené na rostlinnyatigch
nedostava.

V disledku dlouhodobé symbidézy se mSicemi aiitemnosti rekombinace maBuchnera sp.
jeden z nejmensSich gendénvyskytujicich se v Zivych organismech. Maji poyeden kruhovy
chromozom a 2 nebo vice plazmid/ pribéhu evoluce ztratilBuchnera spspoustu geiy mezi
nimi i gen pro anaerobni respiraci a také gen pilysacharidy v§si membrany dikyemuz
nejsou patogenni. Jejich genom je vSak velmi stabil

Endosymbionti také produkuji protein symbionirergtse vaze na obal viru napadajiciho rostliny
a chrani virus uvnitmsic. Tim zvySuje prawgodobnost fenosu viru z msice na rostlinu, kterou se

msice Zivi.

16



4 Vyhodnoceni molekularnich marker

Kazdy z vySe popsanych molekularnich maitkee v ptéibéhu casu ukazal byt uziteym
nastrojem pro odhalovani mezidruhové i vnitrodruiheariability. Pomoci &kterych bylo mozno
uréit zpasoby Sfeni druti a diverzifikace biotyf. Ukazali se téZ byt vhodnym nastrojem pro
odhalovani kryptickych druh V néasledujicicasti tedy shrnu jednotlivé Gsghy, kterych bylo

pomoci vySe popsanych metod dosazeno a vyhodndite¢nost €chto metod.

4.1 Alozymy

Puterka a kol. provedli v roce 1993 studié®wych populacD. noxiazaloZzenou na alozymové
analyze. Elektroforézu provedli na Skrobovém geljistili, Ze nejpolymorfijSi jsou uD. noxia
alozymy p-esterazaf{-EST), fosfoglukoizomeraza (PGI) a fosfoglukonatdlbgenaza (6-PGD).
Malou variabilitu vykazovali i alozymy fosfoglukortaza (PGM), hexokinaza 1 (HK1)
a malatovy enzym (ME). Také odhalili, Ze leucin aogeptidaza (LAP) vykazujeD. noxiapouze
1 lokus, zatim co u vSech ostatnich mSic 2 lokusy.

Simon a kol. zkoumali v roce 2003 drAlkyrthosiphon pisumrktery se Zivi na rostlinachceledi
Fabaceae a je nejblizSintilpuznym druhuDiuraphis noxia Pro vyzkum si vybrali sympatrické
populace Zivici se na hrachWPigun), tolici seté KMedicago sativh a jeteli {rifolium).
Elektroforéza probihala na celuloso-acetatovém .g€bjevili nizkou genetickou variabilitu
s ptamérem 2,8 alely na lokus. Mezi 1028 jedinci bylo alow odhaleno pouze 48 genotyp
DalSich 18 jich bylo odhaleno pomoci odliSneho zear jedind. Populace z hrachu, jetele a tolice
vSak odhalily odliSnosti ve fixovanych lokusechhla Pep-GL na jeteli, Pep-LGG a Pep-GL
na hrachu).

4.2 RAPD-PCR
RAPD-PCR se ukazalo byt vhodnym nastrojem pro al@adi mezidruhové variability

a ugovani druli. Black a kol. se v roce 1992 zabyvali vyzkum&iuraphis noxia Schizaphis
graminumaAcyrthosiphon pisumomoci RAPD-PCR. VSechny zkoumané msSice vykazwedi
dolie rozpoznatelny RAPD-PCR patern. Stepak Figueroa a kol. v roce 1999 potvrdili, Ze
RAPD-PCR niiZze byt vhodnym nastrojem pro rozpoznani druitobion avenaea Sitobion
fragariae

Kromé¢ mezidruhové variability vSak dokdZze RAPD-PCR oiihialvariabilitu vnitrodruhovou.
Napriklad Aikhionbare a kol. zkoumali v roce 1998 m&&ihizaphis graminujrktera je, stej@
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jako Diuraphis noxia Skidcem rostlin z¢eledi Poaceae. Snazili se najit RAPD-PCR primery
schopné snadno rozpoznat jeji biotypy B, E, C, FH&G |. Mezi desitkami zkouSenych prirher
nalezli 4 které byli reprodukovatelné a schopné tyiotypy odliSit. Bitom zjistili, Ze biotyp H

Ve svém vyzkumu z roku 1992 obijevili Black a kalzdilné paterny i mezi jednotlivymi biotypy
S. graminuma obrovskou vnitrodruhovou variabilituAl pisum Navic zkoumali populade. noxia
pochazejici ze Syrie a jizni Afriky a objevili mezémito populacemi zasadni rozdily.

Puterka a kol se v roce 1993 zabyvali vyzkumemufaap Diuraphis noxia Vzorky pochazeli
z celého s#ta. Pomoci sedmi primirse jim pod#lo amplifikovat 69 polymorfnich pruh
v 18 populacich. Po rozboru zjistili, Ze na Ukrajise vyskytuji dva vzdalené genotypy. Jeden
z nich koresponduje s genotypy nalezenymi téz dalmsku a Syrii. Druhy, ukrajinsky genotyp,
genotyp nalezeny v Kyrgyzstanu a moldavsky gendiylp unikatni. Naopak Turecky se liSil od
zbytku mediteranu, ale byl stejny jako genotypyemahé v USA, jizni Africe, Francii a Mexiku.
Tento vyzkum tak potvrdil hlavni simSiteni Ukrajina, Turecko, Francie, Afrika, Mexiko a AS

V roce 2004 zkoumala Paytonova pro svou diplomopraci biotypyDiuraphis noxiav USA.

Z n¢ékolika vyzkouSenych primérnakonec odhalil jistou variabilitu vyuzitim dvounich. Primer
B-04 odhalil variabilitu u biotyfp RWA 2 a RWA 5, kdyZ u nich neobjevil band o dél@9O0 bp.
B-07 odhalil variabilitu mezi biotypy RWA 1 a RWA lkikly RWA 5 vykazoval band o délce 800
bp. Na zéklad svych vysledk podpdila teorii jedné invaz®iuraphis noxiado USA.

Tento vyzkum znovu provedla a publikovala v rod#®2 kdy spolu se Shufranem zjistili,
Ze variabilita je mezi biotypiuraphis noxiana uzemi USA opravdu nizka. VyzkouSeli znovu
tytéZ primery a v podstapotvrdili jiz diive zjiS€né vysledky. Jedinymi rozdily byla némmnost
bandu o délce 1300 bp u RWA 2 a RWA 5 (1200 bp barmate 2004) a také jiz nigdpokladali
pouze jednu invazi. Naopak v této praci tvrdi, iypy RWA 1 a RWA 2 pochazeji z prvni invaze

a ostatni biotypy ze druhé.

4.3 AFLP-PCR

AFLP-PCR se zatim jevi jako velmi rigidy nastroj. Jako jedna z mala metod dokazala etka
existenci genetickych rozdilmezi biotypyDiuraphis noxiav USA a tedy byla ikazem pro vice
nez jen jednu invazi. Tento vyzkum provedli Xiang la kol. ("In press"). Zkoumali populace
Diuraphis noxiaz celého s&ta. Pomoci metody AFLP-PCR podpioteorii dvou invazi do USA.

Prvni invaze podle nich nastala v 80. letech 26leita spojuje do kmene nazvanéhde&ni
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vychod-Afrika biotypy RWA 1 a RWA 2. Tyto biotypytiZz skwle koresponduji s populacemi
z Afriky, Sttedniho vychodu a Mexika. Druha invaze ptldla pozdji a spojuje do kmene
nazvaného Evropsky biotypy RWA 3, RWA 4 a RWA Zerktjsou v USA porrné vzacné. Tyto
biotypy vykazuji stejné sekvence, které se objeuujiopulaci ze Spélska, Malarska, Etiopie
a Ceské republiky. Nevykuji navic teti invazi. Populace sebrana ve Washingtonu s listijak
od kmene Sedni vychod-Afrika tak od kmene Evropského. Teritdyp miZe pochazet najklad

z Ruska neb@'iny. Tyto zend totiz nebyly zahrnuty do studie.

4.4 Mikrosatelitni markery

Mikrosatelitni markery se jevi jako nejvarialdij§i markery vibec. Vykazuji vnitrodruhovou
variabilitu téngt u vSech drut Vyjimkou byl vyzkumD. noxiaz roku 2003 ktery provedli Belay
a kol. na Etiopskych populacich. Tento vysledekyaledek z analyzy COIl a endosymbibnt
je vedl k ndzoru, Ze v Etiopii se vyskytuje pouzegn biotyp.

Figueroa a kol. nalezli v roce 199%i ledani marker vhodnych pro rozliSenS. avenae
a S. fragariaeobrovsou variabilitu nejen mezinito druhy, ale i uvnitdruhuS. avenaeSimon
a kol. (2003) pomoci mikrosatelitnich mrkesbjevili u A. pisumvariabilitu na tiznych hostitelich,
ale ta byla mensi nez variabilita mezizmymi populacemi sajicimi na stejném hostiteli.

Dolatti a kol. (2005) studovali ifsodni populaceD. noxia v ranu analyzou mikrosatelit
Z 378 jedind izolovali 50 genotyf a odhalili velky nedostatek heterozy@oObijevili nékolik
roz&fenych a mnoho vzacnych genaiyflo poukazuje na skuteost, zeD. noxianeni v Iranu
obligatre partenogeneticka, jak seiyodre myslelo, ale v &kterych oblastech se vyskytuje
i pohlavni rozmnozovani. Vzacné genotypy se vyskaly prevazié na severozapad kde jsou
tvrdé zimy a tedy pravghodobna gitomnost cyklické partenogeneze.

Obrovskou vyhodou mikrosatelitnich mankge, Ze u m3ic mohou byt primery vyvinuté pro jeden
druh celkem usfne pouzity pro druh pbuzny. Pokus, ktery by to dokazal provedli v r@a04
Wilson a kol.. Zkoumali fenosnost genetickych marker rodi Aphisa Rhopalosiphunma mSice z
tribu Macrosiphini Testovali 21 primér a zjistili, Ze UspSnost amplifikace mikrosatelitnich
sekvenci
je v ramci stejného rodu 80%, v ramci stejnéhautrii®% a v ramci pdeledi 35%. Také potvrdili
existenci tzv. X-vazanych loktis amplifikovanych pomoci priméri z velmi vzdalenych druh

Podobny pokus provedli v roce 2007 Weng a kol.cobpNilsonovu experimentu ovSem e

primert jeS€ rozsfili a pouzivali primery jak pro genomové tak pro.tzexpressed sequece tags
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(ESTs).

Analyzou zjistili, Ze mezidruhovar@nosnost markérje mnohem vysSi u ESTs, protoZe jsou
konzervovagyjSi. Nevykazuji tedy takovou variabilitu, ale mohoyt velmi levig vyvinuty pomoci
ESTs databazi. Proto jsou ESTs vyuzivany pro studiiverzity mezi druhy, zatim co variabdjai
genomové mikrosatelity byvaji vyuzZivany pro studigtiverzity uvnit druhu. Pomoci primér
vyvinutych pro donorové druhy se jim pdila naamplifikovat 65,1% ESTs mikrosatélia 46,9%
genomovych mikrosatetitu cilovych druld. Potvrdil tak, Ze mikrosatelity mohou byt s velkou

uspsnosti amplifikovany i za pomoci primigpivodne vyvinutych pro jiné druhy.

4.5 mtDNA
Mitochodnrialni DNA se podleipdeSlych vyzkuri jevi jako marker vhodny pro identifikaci

druhi a rekteré casti dokazi odkryt i vnitrodruhovou variabilitu, awih® mezi biotypy.

VétSina vyzkund provadnych na mitochondriich mSic se zabyva barcodovdastib(oblast
cytochrom oxidazy podjednotky 1, COIl). Foottit al.ke roce 2008 zjistili, ze az 96% vSech
druhi mSic se da pomoci barcode @®ligit. Problém se vyskytl pouze u rind\phisalllinoia,
které jsou si velmifibuzné.

Shufran a kol. zkoumali v roce 2000 oblast COlhiotypi Schizaphis graminumrimto
prizkumem objevili ti kmeny. Prvni kmen sdruzuje biotypy C, E, K, 1,Ja které jsou
hospodésky vyznamné. Druhy kmen sdruzuje biotypy F, G arfeti kmen sdruzuje vzacné
biotypy B, CRW a EUR. Upkmimo tyto vyzndené kmeny se nachdazi vzacny biotyp H. P
rozboru jednotlivych kmanzjistili, Ze biotypy G a A z druhého kmene jsownavzajem velmi
blizké a biotyp F je vzdalgjsi. VSechnyii jsou vSak velmi virulentni na pSenidir{ticum) a
¢iroku (Sorghun), i kdyZ se nagchto plodinach tégt nevyskytuji. Zjistili také, Zeréti kmen je
vzdaleny od kmene 1 a 2. Obeécse vSak zda, Ze zkoumat vnitrodruhovou variabpidmoci
oblasti COI neni $liS vhodné. To potvrdili Birkle a Douglas ve svyghokusech s
Acyrthosiphon pisunfl1999) kdyz nenalezly zadné rozdily mezi biotypplce seté Megicago
sativg), hrachu Pisun) a jetele Trifolium).

Zadnou variabilitu nenasli ani Belay a kol. veo2003 pi vyzkumu D. noxia Ti zkoumali
populace z Etiopie a analyze podrobili téZ mikrekiat a endosymbiontBuchnera sp Ani v
jedné analyze vSak rozdily nenaSli a doSli tedy&dzonu, Ze v Etiopii seuené biotypy
nevyskytuji. Zadnou variabilitu v oblasti COI v3aknasli ani i porovnani s referémim

vzorkem z Turecka.
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Variabilita nebyla uDiuraphis noxia nalezena ani v roce 2007 Shufranem a kol.fi kte
zkoumali oblast COI u populaci z USA, Mexika, Kapaéfrancie, Turecka a jizni Afriky.
TotéZ u populaci z Etiopi€;eské republiky, jizni Afriky, Turecka, Sirie @&tpbiotypi z USA
(RWA 1 — RWA 5) potvrdili u stejné msSice také Slanfr a Payton v roce 2009.

Oblast COI neni vSak pro fylogeografické studidijeu vhodnou. Figueroa a kol. dokazali
spravré rozlisit druhy Sitobion avenae Sitobion fragariaei pomoci mitochondrialni oblasti
cytochrom b (Cyt b), 16S RNA a prvni podjednotky DIAdehydrogenazy (NID).

Aikhionbare a Mayo zkoumali v roce 2000 biotypy®, E, F, G, H a | u mSic8chizaphis
graminum Sekvenovaliasti mitochondrialnich oblasti pro 16S rRNA, cytarhu b (Cyt b),
tRNA,, tRNAg a vSechityt podjednotek NADH dehydrohenazy. Mezi jednotlivyimtypy
tak objevili vyraznou variabilitu. Nejvice se lidlliotypy | a H v oblasti 1, ktera zahrnuje ND 1,
16S rRNA a spacer. Biotypy C, E a F byly v obl&st{Cyt b, ND1, tRNA a spacer) stejné.
Zjistili, Ze nejrozdil&jSi je biotyp B. biotypy F a C jsou navzajem sestér stejs tak jsou
sesterské i biotypy E a G, které jsaiibpzné biotypu H, coz je vSak v rozporu s vyzkunem
roku 1998 ktery provedli na stejné msSici Aikhiondarkol. za pomoci RAPD-PCR.

4.6 Analyza endosymbiont &

Analyza endosymbioftnepatila dlouhou dobu mezi oblibené metody. Vykazuji yide jen
malou variabilitu (Abbott a Moran, 2002).

Gil a kol. v roce 2006 osekvenovali genomy enddspmtické bakterieB. aphidicola
ze mSIiCA. pisum S. graminuma Baezongia pistaciae zjistili, ze jejich genom je velmi
konzervovany a ma velikost 614-641 kb, coZz znaméeaje 10x menSi neZz genom wdIn
zijicich pibuznych. Dosgi k nazoru, ze to je Aysobeno neefektivni velikosti populace a
striktné¢ vertikalni transmisi . Witou variabilitu mezi endosymbionty z jednotlivyaruhi
msic vys\étlili rozdilnym zivotnim stylem jednotlivych hosgitskych msSic, ktery ovlitwje
genetickou vybavu endosymbidmiottebou fiznych gef.

Pomoci analyzy endosymbidnse vSak mizeme dozwdét spoustu informaci o Zivotnich
strategiich m3ic agkteré druhy tak Ize i rozliSit.

MyLo Ly Thao a kol. (1998) isli na zpisob, jak pomoci analyzy leucinovych plasiid
B. aphidicolarozlisit druhyS. graminuma D. noxia Zjistili totiz, ze S. graminunobsahuje 24

kopii plasmidu s geny pro leucin zatim@onoxiapouze 1 kopii tohoto plasmidu. Vy&lili to
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tim, ZeD. noxia zpasobuje velkou histolyzu rostlinnych tkani, takzek@ibe z potravy ziskat
mnohem vice aminokyselin ne@. graminuma nema tedy takové naroky na dodavky
aminokyselin z endosymbionta. Navic zjistili, zeke leucinu maji endosymbionti2. noxia
utiSeny také geny pro syntézu anthranylat syntfieni aplre jasné, pro je amplifikace TrpEG
genu sniZzena utiSovanim a ne redukci replik, a¢eigokladaji, ZeBuchnera sppostradaji
mechanismus redukce ¢io repetic a jsou tedy nucené utiSovat geny hr@émad zmén v
oblasti promotoru.

Vyskyt fakultativnich endosymbiaije zavisly na druhu hostitele. To prokazali Sinaokol.
(2003) @i vyzkumu A. pisumz tolice seté Nledicago sativg jetele {rifolium) a hrachu
(Pisum). Analyzovali ¢tyfi fakultativni endosymbionty aékterého z nich objevili u 86%
populaci. Po podrolsi analyze navic zjistili, Ze populace sajici n#ct maji symbiont
nejméer.

Endosymbionti vykazuji i lokalni variabilitu. Bglaa Staufer (2003) zkoumali dnaN gen
na chromozomuwuchnera spu D. noxiaa také jejich plasmidy. V genu dnaN nenasli Zadnou
variabilitu ani mezi Etiopskymi populacemi ani vewnani s populaci Tureckou, u té vSak nasli
substituci v restriéni oblasti Nla Ill na plasmidu TrpE ktera byla grdo tureckou populaci

unikatni.

4.7 Vybér metody

Pro studie genetické variability druhu je vhodnyekolik markefi. Mezi nimi mikrosatelity,
mitochondrialni geny, analyzy endosymbinntAFLP-PCR a alozymy. V naSi labor#to
probiha v sotasnosti Bkolik vyzkuma, které vyuZivaji skteré z vySe zmimych metod.
Alozymova analyza sice obvykle vykazuje nizSi Maitiu, neni to vSak pravidlem. Podle
bakal&ské prace Kéerove (2003) byly alozymové markery jediné, kteakakaly odhalit
variabilitu mezi populacemi lykozrouta smrkovéHhps(typographuslL.). Mitochondrialni a
dokonce ani mikrosatelitové markery nebyly v tomitgpad dostatén¢ variabilni a RAPD-
PCR markery byly naopak variabilniilis.

| u ostatnich druln u kterych odhalena variabilita neni velka, jsdozgmy uZit&né jako
dophikova metoda. Jejich analyza je totiz jednoduch&ndea pokud s ni ma laborato
zkuSenosti, tak i rychla. Navic vSechny nevyhodgzwamnovych studii se daji obejit, pokud jako

marker pouzijeme nukleotidovou sekvenci genu, kteraym kdduje, protoze na arovni
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nukleotich se obvykle projeviétsi variabilita nez fi alozymové elektroforéze. Vyhodou tohoto
pristupu je, Ze mame jiz digdu rgjaké informace o studovaném enzymu a navizeme
pouzit vzorek uchovavany v lihu.

Do analyzy mizeme zahrnout i introny, které jsou dobrym markerpro odhalovani
popul&ni struktury, fylogeografii apod.. Nejsou totiz pedleknim tlakem, ale chovaji se
neutralt a hromadi vice mutaci.

Rozhodla jsem se tedy na zaWagiedchozich studii vytypovatékolik alozymi, které
v ptirodnich populaciclp. noxiavykazovaly variabilitu, uéchto alozyni zjistit, jetli opravdu
variabilni jsou a zda se daji barvit a nasteglen z testovanych enzymybrat a osekvenovat

alespa cast jeho genu.
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5 Experimentalni prace
5.1 Analyza alozym a

5.1.1 Studované alozymy

Puterka a kol. v roce 1993 testovali 20 alogyma s¥tovych populaciclb. noxia Na zaklad
jejich ¢lanku jsem do uzSiho vghu zvolila alozymy, které vykazovali wipodnich populacich
D. noxiavariabilitu. Pro analyzu jsem si tedy vybrala giog hexokinazu (HK; glykolyza),
glukokinazu (GK; hexokinaza typu 4, uplaje se v poate&nim kroku glykolyzy),
6-fosfoglukonatdehydrogenazu (6-PGD; formuje rilsalo 5-fosfat z 6-fosfoglukonétu),
malatdehydrogenazu (MDH; katalyzuje v Krebsawklu konverzi malatu na oxaloacetat),
fosfoglukomutazu (PGM; syntéza, odbouravani a nesge glykogenu), fosfoglukoisomerazu
(PGI; katalyzuje glykolyzu) a esterazu (ESEp$testery). Ty jsem po té podrobila alozymové
elektroforéze na polyakrylamidovém gelu.

Pro analyzu byly pouzity mSice z jednoho kldbunoxiaz chovu (jedinci sbirani na Jizni
Moraw z jeemene -Hordeun). V laboratornich podminkéach byly chovani na p&efiiriticum)
pri teplo€ 18-20 °C, Rh 70 a 18 h&elného dne). Jako kontrolni skupiny jsem pouzdariy
z Myzus persicea chovu (jedinci sbirani v jizni Francii a chovaaiFaba vulgaristeplota, Rh
a délka swtelného dne stejna jakou noxig), Drosophila yakubaa Folsomia candida chowi
z laboratde populéni genetiky.M. persicaea D. noxia byly po skru z rostlin zamrazeny a

uloZeny do -80°C. Pro alozymovou analfzuyakubaaF. candidabyli pouziti Zivi jedinci.

5.1.2 Homogenizace

Studovani jedinci (zmrazeni i Zzivi) byli zhomogemiani pomoci elektrického
homogenizatoru PELLET PESTER 0,05 M Tris-Cl pufru (pH 7.0) s obsahem 20% ggpte
a 0,05% Triton-X 100.
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5.1.3 Elektroforéza protein U

K separaci alozyfn jsem pouzila elektroforézu od firmy HOEFER SCINEQ
INSTRUMENTS model SE 250 (USA). Na této elektrofmrdylo mozno sowiné analyzovat dva
gely o rozné¢rech 8 x 6 cm (8. x d.) a tloice 0,75 mm. Na jeden gel bylo mozno nanést 15 @6bo
vzorka, podle typu bkebenu (§ka zuli hiebenu 3 mm nebo 5 mm).

Pro analyzu EST, GK, 6-PGD, PGI a PGM byl poutifrgvaci systém podle Davise (1964):
Tris-HCI/ pH 8,3 (pH "Stacking gel" (SG) = 6,9; pHRunning gel" (RG) = 8,9), nastavena
konstantni hodnota elektrického ®&tpviz. Tab 1.). Pro analyzu HK a MDH byla powZinetoda
podle Stauffera a kol. (1992): Tris-glycin/ pH 7(BH SG = 6,9; pH RG = 8,9), nastavena
konstantni hodnota elektrického proudu (viz. tap. Hlektroforéza probihala za teploty 4°C.
Pufrovaci systémy, sloZzeni polyakrylamidovychig?AG) a nastaveni elektrickych paranetr
jsou sepsany v tabulce 1.

Tab. 1: Pufrovaci systémy, sloZzeni PAG a nastavenirat&lgth paramefr

Pufrovaci Hustota Hustota

Alozym Systém RG SG Elektrické parametry
50 V (15 minut),

EST Davis 7% 3,12%  po zajetido RG 130V
50 V (15 minut),

GK Davis 7% 3,12%  po zajetido RG 130V

HK Staufer 2,5% 6% 60 mA

MDH Staufer 2,5% 6% 60 mA
50 V (15 minut),

PGl Davis 7% 3,12% po zajetido RG130V
50 V (15 minut),

PGM Davis 7% 3,12%  po zajetido RG130V
50 V (15 minut),

6 PGDH Davis 7% 3,12% po zajetido RG 130V

5.1.4 Detekce alozym U

Diky tomu, Ze jsem analyzovala pouze 4 vzorky, jgaohla po elektroforetickémeéteni gely
roziezat a detekovat ¢kolik proteini najednou. Jednotlivé enzymy jsem detekovala pomoci
specifického substratového barveni podle Manchdtk&4). Vyjimkou bylo barveni EST, pro
kterou byl pouzit barvci protokol podle Ritzengrudba Fihrera (1986), a také 6-PGD barvené
podle  Acquaaha (1992). Barvici protokoly jsou uvede v  piloze 1.

Po obarveni jsem gely fixovala ve fiéxdm roztoku slozeném z metanolu, destilované vody

a ledové kyseliny octové v pamu 4:5:1 (Pasteur a kol. 1988). Zafixované gelymsgrenesla
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do 10% roztoku kyseliny octové a gely dale fotogvafa a prohlizela pod bilym &lem. Na

obrazku 4. je ukdzka gelu s nabarvenym alozymem.

A B C D E

e

Obr. 4: Vzorova fotografie nabarveného alozymu (hexokinaza)
A- D. yakubaB- F. candida C- M. persicae D- D. noxia(okiidlend), E-D. noxia(bez Kkidel)

5.1.5 Vyhodnoceni alozymové elektroforézy a vyb  ér proteinu

Z alozymi, které se mi &hem analyzy poddo nabarvit (Esteraza, fosfogukomutaza,
fosfoglukoizomeraza, malatdehydrogenaza, hexokjngea si vybrala fosfoglukomutazu. Na obr.
5 je ukdzka nabarvené fosfoglukomutazy.

A B C D
-

Obr. 5: Fotografie obarveného alozymu fosfoglukomutaza

A- D. yakubaB- F. candida C- M. persicag D- D. noxia
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Fosfoglukomutaza je enzym ktery se&asini syntézy a odbouravani glykogenu, mobilizige h
pro let a pohyb a katalyzuje vzajemnotemenu glukdzy-1-fosfat a glukozy-6-fosfat. (Verrelli
a Eanes, 2000; Barbosa a kol., 2003).

Vykazuje také &kolik zajimavych vlastnosti. Bylo néglad prokazano,Zze se&astni adaptanich
proces u Drosophila melanogasteas Drosophila simulangVerrelli a Eanes, 2000; Flowers a kol.
2007). Navic byla nalezena lokalni diverzita.

Gu (1991) zjistil, Ze mezi populacemi okgdeEpiphyas postvittangochazejicimi z Australie
nebo Nového Zélandu se vyskytuje odliSny paterrkalrd variabilitu objevili i Besold a kol.
(2008), ktéi zkoumali populace oké& pohdkoveho Coenonympha pamphiluspochazejici
z italského Monte Baldo adwnecka. Odhalili také, Ze frekvence alel PGM nergagia zngny
klimatu v riznych nadmarnych  vysSkach, ale reflektuje biogeograficky patern

Zajimavé také je, Ze fosfoglukomutaza nevykazypcky geograficky klin, ktery je dzn¢
sledovan u vSech ostatnich aloZynTento klin je pokladan zatkiaz girodni selekce a vlivu
podminek prosedi. To naznaje, Ze pirodni selekce alel fosfoglukomutazy neprobiha acel
standardnim zjsobem.

Naopak reakce na zmy teplot byla prokdazana u vykalnice hnoj&icéthophaga stercorana
jejimz vyzkumem se v roce 2004 zabyvali Ward a kol.

Fosfoglukomutaza byla také jediny variabilni enzgfnalozmové analyze brazilskych populaci
zakenice druhuPanstrongylus megistus

Kvili Gcasti na adaptmich procesech, né&pomnosti geografického klinu, lokalni variahilit
piitomné u okée, zakénice a obalée, a variabili¢ teplotni, gitomné u vykalnice se mi tento

enzym jevil jako velmi zajimavy a hodny blizSih@pkoumani.

5.2 DNA analyza

5.2.1 Navrzeni primer G

Z alignmentu kodujici sekvence pro fosfoglukomuté2®M) z druli Acyrthosiphon pisum
(kyjatka hrachova, accession number XM_001948425Qusta migratorigsarae sthovava,
FJ609649)Apis mellifera(véela medonosna, XM_39536@&)rosophila grimshaw{octomilka,
XM_001984373) a Nasonia vitripennis (vosicka, XM _001608097) byly vytipovany
konzervované a nekonzervované useky. Tyto druhy bybrany, protoze na zakladBLASTu
jsou k sekvenciAcyrthosiphon pisum(nejblizSi gibuzny druhu D. noxig sekverné

nejpodobgjsi. Primery byly navrzeny do konzervovanych dsdkca 10 bazi identickych
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aminokyselin v porovnavacim alignmentu) podiegmé cDNA sekvenc&cyrthosiphon pisum

Bylo navrzeno celkem & primeti: PgmA-Fwl, PgmA-Revl, PgmB-Fw2, PgmB-Rev2a,
PgmB-Rev2b. Seznam a detailni popis navrzenychepiije uveden v tabulce 2., mista jejich
nasedunuti na DNA na obr. 6.

Tab. 2: Primery navrZzené pro amplifikaci genu pro PGM

PgmA-Fwt AATGGAGGTCCTGCTCCAGA
PgmA-Revi TATTACGATCACCATCTCCATC
PgmB-Fw2 TACTTCACCAGATATGATTATGA
PgmB-Rev24 CACCACTACTGCCAGTACC
PgmB-Rev2b TCCTTACGTAATGACAGTTGG

! Mgr. Lucie Kuserova (nepublikovano)

PgmA-Fw1 PgmB -Fw2

r ‘ATG PGM gen

TAA‘
PgmA -Rew 1 Pgm B - Rew 2a

200 bp Pgm B - Rew2b

Obr. 6: Mista nasednuti jednotlivych prinier

5.2.2 Extrakce RNA a reverzni transkripce

RNA byla extrahovana z klégnD. noxia z chovu pomoci RNA Blue (Top-Bio s.r.o.) dle
navodu dodavatele. RNA Blue je reagens schopnaeyigblovat nedegradovanou ¢stou
RNA.

Reverzni transkripce byla provedena pomoci enzZykMLV reverzni transkriptazy (Top-Bio
s.r.0.), coz je reverzni transkriptdza (RT) mysSieakemického viru Moloney. Reverzni
transkripce byla provedena dle navodu vyrobce. Rbnmakto ziskané cDNA byla dale
testovana funknost vSech primétSlozeni readni smeési a PCR profil jsou popsany
v kapitolach 6.1.1 Re&ki snes a 6.1.2 PCR profil.

cDNA byla vyuzita hlava proto, ze u fibuznych drub jsou k dispozici pouze cDNA
sekvence a délka celé genomové sekvence neni zméipadny neusfch i amplifikaci by
tedy nemusel bytigledkem nefunénosti primeti u druhuD. noxig ale také HliSné délky
fragmentu.
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5.2.3 Extrakce DNA

Vzorky byly sesbirany ziznych oblasti z Afriky, Evropy, Asie a severni Aikgra do nasi
laboratde byly zaslany z jinych &deckych pracovi§ Podrobnosti o vSech vzorcich jsou
uvedeny v filoze 2.. Vzorky mSic byly uchovavany v etanolied samotnou extrakci byly
ponechany na filtkmim papfu v pokojové teplat dokud se vSechen etanol nedidpdro
analyzu byly vyzkouSeny @vmetody izolace DNA. Metoda pomoci exttakho kitu DNeasy
Blood and Tissue (QIAGEN) a extrakce pomoci SquigtBufferu (Gloor a kol., 1993).

5.2.3.1 Extrakce pomoci kitu
DNA byla extrahovana pomoci Dneasy Blood and Eskit (QUIAGEN). Izolace byla
provedena dle ndvodu vyrobce. Oproti navodu vS&k ffmpvedeny dv zawrecné frakce. Prvni

0 objemu 10Qu byla uchavana v +£, druha frakce o objemu 7& byla uloZena do -Z2C.

5.2.3.2 Extrakce pomoci Squishing Bufferu (Gloor a kol., 1993)

Ke vzorku bylo pidano 50 ul Squishing Buffer (10 mM TRIS-CI, pH 8,2, 1 mM EBT25
mM NaCl a 200ug/ml proteinazy K) a pomoci upravené &y byl vzorek smiseny s timto
roztokemv mikrozkumavce homogenizovan.

Inkubace vzorku probihala ve 37 °C po dobu 20-3@utma poté bylo nutno vzorek Zath
na 95 °C aby se inaktivovala proteinaza K. Vyédwukana DNA byla rovnou pouzita pro PCR

reakci nebo bylafed dalSim pouzitim zmrazena do -20 °C.

5.2.4 Reakéni smés

Reakce probihala v objemu 1216a obsahovala nasledujici sloZzky (dle navodu TakK&R
Taq): 7,75u ddH,O; 1,25ul 10x reakni pufr; 1,0ul dNTP's (koncentrace 2,5 mM od kazdého
nukleotidu); 0,751 reverzniho primeru (fM); 0,75ul forwardového primeru (gM), 0,1l
polymerazy Unis (100 U, Top-Bio s.r.o0.) a Jjdemplatoveé DNA.

U vzorka, které neSly amplifikovat s pouzitim Taqg polymeradnis a 10x bufferu se
standardni koncentraci MgCl(2 mM) byly vyzkouSeny dalSi polymerazy $izmymi
vlastnostmi. Combi taqg DNA polymeraza zneige zahajeni polymeradzové reakceeg
vlastni PCR. LA DNA polymeraza mix ma lepsSi schaginapravovat chyby vznikajicichem
amplifikace DNA ("Proof reading activity"). Dreamda’ polymeraza ma vy3si citlivost a je

v AW

vhodna pro delSi PCR produkty a ma i lepSg¥sost oproti Tag DNA polymeraze. Také byly
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meénény koncentrace MgGtle navodu vyrobce.

U rekterych vzork vSak musela byt vyuzita metoda reamplifikace. RebBksnesi
s amplifikovanou DNA z prvni amplifikace byly feEny v pongru 1:20. Takto byla ziskana
templatova DNA, s jejiz pomoci byly ziskany sekwemgkterych dalSich populaci tazenych
do pozajSiho vyhodnoceni.

Do reamplifikovanych vzork bylo navic pidano 0,5ul BSA (bovine serum albumin, 5
mg/ml, Fermentas). BSA stabilizujezHem reakce enzymy a zabuwe jejich ulpivani na
sttnach mikrozkumavky a fize tak zvysit dinnost reakce. Do reakce bylo t&xdano 0,25 pl
DMSO (dimetyl sulfoxid). DMSO inhibuje sekundarniukturu DNA, ¢imz usnaduje priibéh
PCR reakce a ftite zvysSit mnozstvi produktu. Mnozstvi dffHv reakni snesi bylo nasleda

snizeno tak, aby vysledny objem mixu byl 1216

5.25 PCR profil

Pozadovany fragment DNA byl amplifikovan pomoci ymokrazové rettzové reakce
na termocykléru Bioer XP Cycler. Predenaturace i 60s fi 94 °C, po té nasledovalo
35 cykii: Denaturace 30 stipteplo& 94 °C, annealing po dobu 401 57 °C, elongaceip72
°C po dobu 50 s. P@&dhto 35 cyklech probihala postelongade 42 °C po dobu 4 minuty.

nasledné uchovani bylo nastaveno na 4 °C.

5.2.6 Gelova elektroforéza

Gelové elektroforézy bylo uzito ke kontrolgitpmnosti PCR produktu a tedy @Sposti
amplifikace, zjisni délky fragmentu a geni mnozstvi produktu.

Elektroforéza byla provedena na 1,5% agar6zovdm @ g agar6zy (SeaKem LE Agarose,
Cambrex) bylo rozpu&ho v 98,5 ml 1x TAE pufru (50x TAE pufr: 40 mM TRI30 mM kys.
octové, 1 mM EDTA, pH = 8,4). Tato $sibyla dale roztavena v mikrovinné tréubasleds
ochlazena na cca 40 °C a do takto vychlazené&sisbylo gidano 10ul/100 ml ethidium
bromidu (koncentrace ng/ml). Rozpu&ny agarézovy gel byl nalit dotipravené formy
s vloZzenymi kebinky pro vytveeni jamek. Tuhnuti gelu probihalo veétpii pokojové teplot
po dobu 30-40 minut. Na hotovy gel byly rovnou riserdy PCR produkty nebo byl uchovavan
ve 4 °C.

Pri nanaseni bylo smichanouBPCR produktu s 2l nanaSeciho pufru "Loading dye" (3QD
100% glycerol, 700ul ddH,O, 0,5 mg bromfenolové ma&gyl Elektroforéza probihalaip
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pokojové teplat a elektrickém nafti 115 V. DNA byla nasledn vizualizovdna na UV
transluminéatoru (White/Ultraviolet TransilluminajoWelikost fragment a mnozstvi DNA bylo
nakonec odhadnuto za pomoci #éku velikosti (size markeru) Lambda DNA/EcoRI+Hirdll

(Fermentas). Na Obr. 7 je fotografie &&p amplifikované DNA z prvni amplifikace.

SM1 2 3 45 6 7 8 90 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 22 K

Lambda DNA / EcoRI + Hindlll Marke
bp

21226

5148
4573
4288

3530
2027
1804

1584
1375

47
831

1.0% agarose

Obr. 7: Fotografie gelu s uspre amplifikovanymi vzorky (vlevo velikostni marker trdboda
DNA/EcoRI+HindlIll) SM - "size marker" Lambda DNA/BRI+HindlIll, 1 - 22 vzorkyD.

noxia, K - Kontrolni reakce bez DNA.

5.2.7 Purifikace PCR produktu

Pro purifikaci produki o vysoké koncentraci@stot bylo vyuzito pouze enzymatické reakce,
ve které bylo smichano 08 ddH20, 0,5ul enzymu Exonuclease | (20 WJ/ Fermentas) a 1,0
enzymupl Shrimp Alkaline Phosphatase (1 pl/Fermentas). Inkubace vzorku probihala v
termocykléru Bioer XP cycler, nejprve 30 mindt 7 °C a naslednl5 minut i 87 °C.Cast
produktu  byla nasleédn pouzita pro  sekvenaci, zbytek byl zmraZen.

Pro purifikaci PCR produlito nedostat®é ¢istote bylo nutno pouzit metod§isteni pomoci
DNA Clean & Concentraté¥® (ZYMO RESEARCH).Cidténi bylo provedeno dle navodu
vyrobce. Doba centrifugace vSak byla u vSech knmtodlouzena z 5-10 s na 30s a v korén
kroku byl sloupéek promyvan dvakrat pl ddH,0 namisto jednou 6-1@ ddH,O.
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5.2.8 Sekvena €ni reakce a jeji zpracovani

Precistény PCR produkt byl smichan s vodou tak, aby seedy@ mnoZstvi DNA pohybovalo
mezi 5 a 20 ng. Ke sfsi PCR produktu a vody bylo nasleédpridano 2,5 pmol primeru tak,
aby koneény objem byl pesré 7,5 ul. Sekvenani reakce a jeji vysledné zpracovani gtdb
na sekvenatoru ABI PRISM 3130xI od firmy AppliedoBystems v Laborato genomiky

Ustavu molekularni biologie rostlin (Biologické ¢amm AV CR).

5.2.9 Analyza sekvenci

Pro kontrolni identifikaci sekvenci byla pouzitaownavaci databdze NCBI BlastSearch
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Pro prohlédnuti a gateini vyhodnoceni sekvenci byl pouzit program BioBdit. 5.0.9.
(Hall, 1999). V programu MEGA 4 (Tamura a kol. 2D®¥ly nasleds sekvence dle pteby
upraveny a byly z nich vyt¥eny alignmenty. Poté byly pomoci metody Clustal\Womtéz
programu vytveéené alignmenty srovnany tak, aby si odpovidalyr&pamu MEGA 4 byla téz
vypotitana ptimérnd délka a nukleotidové slozeni sekvenci, vaitabiivnit druhu, uvnit
vzorki z jedné zem a mezi vzorky z iznych zemi. Byl ufen p@et variabilnich mist,
parsimonialni variabilita (variabilita alespove dvou nukleotidech, ktera se vyskytuje
minimalré u dvou sekvenci) arffpomnost deleci. Introny a exony byly¢any pomoci programu
GeneSplicer podle organismu Drosophila (Parteala 001) a programu NetGene2 ver. 2.4
podle C. elegans jakozto zastapmkupiny invertebrata. Umisti introni a exori bylo nasleda
potvrzeno porovnanim cDNA sekvence z klonu s DNAveacemi z jeding v programu
MEGA 4.

V programu DnaSP ver. 3 (Rozas a Rozas, 1999) hakleds provedena haplotypova
analyza a pomoci testu neutrality Tajimovo D byjidtpvana pitomnost nebo néfiomnost
selekce.

Byl urcen paet haplotys (kombinace alel fitomna v jedinci, terd jeipnasSena do dalsi
generace) a pmérna haplotypova diverzita.

Nakonec byl v programu MEGA 4 vytieny dendrogramy na zakkadnetody Minimum
Evolution (ME). Dendrogramy byly vyt¥eny na zaklagl modelu genetické vzdalenosti
Kimura 2-Parameter. Gapy byly zohteyany jako variabilita, ne jako ch§jici data (Pairwise

deletion).
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Pro owieni spravnosti stromu byla vyuzita metoda boots{i@)®00 opakovani). Haplotypova

sit’ (network) byla vytvéena v programu Network 4.5.1.6 (Fluxus technolady).|
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6 Vysledky

V reSersnicasti prace byly prostudovany jednotlivé metody peaié pro studium msic a byly
srovnany jeji vyhody a nevyhody. Na zakidéto reSerSni prace bylo vybrano 7 aloaykteré byly
podrobeny dalSi analyze.

V experimentalnéasti prace pak byla testovana nukleotidova vaitalgienu, ktery kdduje enzym
fosfoglukomutazu (PGM). Pro amplifikaci byla vyw@itDNA extrahovana ze 48 populaci

sesbiranych na vSech kontinentech s vyjimkou Alisstra

6.1 ReSersni prace

Pro studium msSic se vyuzii@da metod a molakuldrnich markeiPro D. noxia zatim bylo
vyuzito alozymové elektroforézy, RAPD-PCR, AFLP-PGRkrosateliti, genetickych markér z
nichz je v dneSni dab asi nejoblibeglSi mtDNA a také analyzy endosymbiant

Alozymové studie jsou vhodnym nastrojem pro idé@ci jedindi, studium populkéni struktury,
fylogenetickou rekonstrukci, &eni hranic druhu. nejsou vSak dostatevariabilni pro studie
zabyvajici se vnitrodruhovou variabilitou. RAPD-PGiRe vykazuje obrovskou variabilitu i uvhit
druhi, ale je to metoda snadno ovlivnitelna a Spagprodukovatelna.

AFLP-PCR je naproti tomu metoda vyhodnd, i@obeprodukovatelna a vykazuje i obrovskou
variabilitu, kterou se vyrovna i variabiitv mikrosatelitech. Narozdil od RFLP-PCR navic
nepotebuje obrovské mnozstvi DNA. Mikrosatelity jsou kerem variabilnim, odkryvajicim
variabilitu i mezi klony. Naproti tomu v dnesni @dobblibena sekvenace mitochondrialni oblasti
COl vnitrodruhovou variabilitu, az nakteré vyjimky, nevykazuje.

Analyza endosymbiofitie uzit&nym nastrojem, uz jen proto, Ze nam dovoluje zjidtie o &chto
Skidcich a jejich zZivotnich strategiich.

6.2 Alozymova elektroforéza

Ze sedmi testovanych alozynse dva nepod#éo nabarvit vibec (6 — PGD, GK). Alozymy
esterdza (EST), hexokinaza (HK), fosfoglukoizomard®Gl), malatdehydrogenaza (MDH)
a fosfoglukomutaza (PGM) se pdida nabarvit. Alozymy fosfoglukoizomeraza a
malatdehydrogenaza vykazovalyi prvnim barveni i uiitou variabilitu. Ri dalSich analyzach

jinych vzorki se vSak jiz vzdy objevila pouze jedna alela.
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6.3 Gen pro fosfoglukomutazu (PGM)

Pro amplifiikaci byly vyuZity pouze primery Pgm BFw 2 a Pgm B - Rev 2b. Pomoci prirner
Pgm A - Fw 1 a Pgm A - Rev 1 se vzorky amplifikonapodélo. Primer Pgm B - Rev 2a jsem
nepouzila proto, Ze spolu s primerem Pgm B - Fwnpldikuje stejnou oblast jako primer Pgm B -
Rev 2b, ale ziskany usek je kratSi. Do sekveneeakce byl pouZzit pouze primer Pgm B - Rev 2b,
protoze pomoci primeru Pgm B Fw 2 se opakovan nepodéilo sekvence ziskat.

Jako prvni pak byla ziskana cDNA sekvence (300vigpxtrahovana z jedificz chovu, na které
byla funikcnost primeii zkouSena. Furtki primery byly dale vyuzity pro amplifikaci genon&®
DNA ze vzork.

Pri prvni amplifikaci DNA se pod#do naamplifikovat vSechny vzorky ze 49 jedinsesbiranych
v USA, Africe, Asii a Evrop. VétSina ze ziskanych PCR prodaktSak byla slaba. Z této prvni
amplifikace vSak bylo j@sto ziskano prvnich 13 sekvenci. DalSich 5 sekugylo ziskano az po
reamplifikaci PCR produkit ziskanych fi prvni amplifikaci, protoZze se vzorky nepdiia znovu
amplifikovat a to ani po zém¢ polymerazy, koncentrace MgOhebo po fidani BSA¢ DMSO.
Téchto 18 sekvenci (viz. tab. 3) bylo dale upraveageanotnou délku 990 bazi.

Tab. 3: Sekvenovani jedinci

Znadeni S'ng?ku Zemg, oblast Datum Rogostnelsk;n:?]stlma
Tur 1 13 Turkey, Campus-Konya, Selguklu 26.6.2008 [Triticum  [aestivum
Tur 2 17 Turkey, Gumra-Konya01 2.7.2008  [Triticum  [aestium
Tur 3 19 Turkey, Gumra-Konya03 2.7.2008  [Triticum  [aestiuum
Tur 4 20 Turkey, Meram-Konya 10.7.2008 (Triticum  [aestiuum
Tunis 1 |24 Tunisia, Ain Djasser (Batna Dept.) 21.4.2008 |Hordeum |wigare
Tunis 2 |25 Tunisia, Kais (Khenchela Dept.) 9.5.2008 |Hordeum |wigare
Tunis_3 |27 Tunisia, Hemla (Batna Dept.) 14,5.2008 (Triticum  |durum
USA 1 31 USA, Couny line - Juniper Canyon, Blicketon WA 24.6.2008 [Triticum  |aestium
USA 2 |33 USA, Pear Ac. IAREC, Prosser, WA, Benton Co. 24.6.2008 [Triticum  [aestiuum
USA 3 |34 USA, Headquarter Unit IAREC Field H-21, Prosser, WA 24.6.2008 |Hordeum |wilgare
Mold 35 Moldova, SE, Reyina district, Ciniseuti 11.7.2009 (Triticum  wlgare
Cz1 37 Czech Republic, Hradek, Moravia meridionalis 1.7.2008  |Hordeum wilgare
Cz2 38 Czech Republic, Litobratfice, Moravia meridionalis 1.7.2008  |Hordeum |wigare
CZ3 40 Czech Republic, Trebi¢, Bohemia south 16.7.2008 |Hordeum wlgare
Sp 3 44 Spain, Saltf, Girona 7.5.2008 |Hordeum |wigare
Sp 2 45 Spain, Vencill 6.5.2008 Hordeum |wilgare
SP 1 46 Spain, Santa Maria del Cami (Barcelona Distr.) 14,5.2008 |Hordeum wlgare
Sp_4 47 Spain, La Pobla de Cénoles (Lleida Distr.) 16.5.2008 |Hordeum wlgare
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V sekvencich se vyskytovalotpnérné 40,2% A, 34,5% T, 10,7% C a 14,6% GuiRérny poner
AT/GC je 74,7/25,3. Takto vysoky obsah nukledt+T muze zgisobovat vySSi mutai rychlost
a mize byt téz dvodem, prd se rekteré vzorky nepoddo znovu amplifikovat a sekvenovat.
Nukleotidové slozeni a pary nukleotidi AT/GC jednotlivych jeding jsou uvedeny vifloze 4.
Analyzou pomoci specializovanych progtarfGeneSplicer, NetGene 2 ver. 2.4) a naslednym
porovnanim DNA sekvenci z jediine cDNA sekvenci z klonu byly daleceny exony a introny.
Programem NetGene 2 bylatana hranice konce intronu 1 a hranicégtku intronu 2 (viz tab 4).
Program GeneSplicer se ukazal byt mpifesnym. Hranici poatku intronu 2 nedokéazal rozpoznat.
Potvrdil vSak hranici konce intronu 1 v n#éis261. Pgatek intronu 1 nedokazal dir ani jeden
z progrand, byl tedy uten porovnanim genomovych DAN sekvenci z jetlinccDNA sekvence
z klonu. Prvni exon se pak nachazi mezi nukleofiei4l. Druhy exon lezi mezi nukleotidy
262 — 420 (Obr. 8).

Tab. 4: Uteni exonu a intronu pomoci programu NetGene 2

Donor splice sites, direct strand
Pos 5— 3" |Strand Confidence |5' intronexon 3
421 + 1,00 TCTTGTCCAAGTATGTAACA
Acceptor splice sites, direct strand
Pos 5~ 3" |Strand Confidence |5' intronexon 3
261 + 0,87 TTATAAACAGGGTATAAGAG
Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 :
—
100 bp

Obr. 8: Uspaadani exofi a introni v osekvenoviaé oblasti
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Bylo uréeno i pimérné mnozstvi a po#ény jednotlivych nukleotid v exonech a intronech

sekvenované oblasti (Tab. 5).

Tab. 5: Pamérné mnozstvi nukleotidv exonech a intronech

Poméry nukleotid G

T A G c ATIGC
Exon 1 34,1 38,8 17,5 9,6 72,9/27,1
Exon 2 30,9 30,3 21,2 17,6 61,2/38,8
Intronl 39,9 39,4 11,5 9,2 79,3/20,7
Intron 2 34,6 44 12,4 9 78,6/21,4

Mezi sekvencemi bylo po dalSi analyze nalezeno &3abilnich mist (3,3 %), parsimonialni
variabilita byla nalezena na 17 mistech (1,7 %)sdbenutaci se nachazelo v exonech, z toho 3
mutace byly tiché (substituce nukleotidu v tripletaneni aminokyselinu v aminokyselinovém
fetézci). Zbylych 23 mutaci se nachazelo v intronechon® téchto variabilnich mist se v
sekvencich haplotypu 5 nachazkalik deleci. Prvni se nachazi v n¥igt96 bp, druha je rozsahlejSi
a lezi mezi nukleotidy 625 — 632iati delece, ta nejdelSi, lezi mezi nukleotidy 8@&B2. VSechny
tyto delece se vyskytuji ve druhém intronu.

Primérnd variabilita vSech populaci je 0,009. Variahilimezi jednotlivymi populacemi
se smdrodatnymi odchylkami je uvedena yilpze 3.

Tajimovo D je -0,49398, P > 0,1, coZ je statisfickesignifikantni. Znamena to tedy, Ze se v
daném uUseku neprojevila Zadna selekce.

Geneticka variabilita byla analyzovana i meznjettivymi zermeémi, ze kterych vzorky pochazely
(Tab. 6).

Tab. 6: Geneticka variabilita mezi zemi (zeler¢ smerodatné odchylky)

Turecko Tunis USA Span &lsko Moldavsko CR
Turecko
Tunis 0,005
USA 0,002 0,005
Spanélsko 0,004 0,008 0,004
Moldawsko 0,017 0,011 0,018 0,020
CR 0,017 0,011 0,018 0,020 0,000

Mezi Moldavskem aCeskou republikou se podle analyzovanych vioiédna variabilita
nevyskytuje. Nejvy3si variabilita se pak vyskytajezi Ceskou republikou a Sp&lskem (resp.
Moldavskem a Spaiskem) a méa hodnotu 0,018.
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Byla téZ vypgitana variabilita uvnittéchto zemi. Tato variabilita je vSak pouze nepatinaecko,
USA a CR Zzadnou variabilitu nevykazuji. Tunis a Sglako vykazuje variabilitu pouze 0,001.
Moldavskéa republika nebyla do analyzy zahrnutatqi® obsahuje pouze jeden vzorek a nebylo
tedy mozno sekvenci sdlim porovnat.

Jednotlivé populace byly poté ratehy do @t haplotypi. Prehled populaci nalezejicich do
jednotlivych haplotyf je uveden v tab. 7. Haplotypova diverzita je 0,@éderodatna odchylka
0,097).

Tab. 7: prehled haplotyf

Haplotyp Zna €eni No.
Tur_1 13

Tur 2 17

Tur_3 19

SP_1 20

1 Sp_2 24
Tunis_2 25

Tunis_3 27

USA_ 1 31

USA 2 33

USA_3 34

2 Tur_4 35
3 Sp_3 37
4 Sp_4 38
Mold 40

Cz 1 44

5 Cz 2 45
Cz 3 46

Tunis_1 47

Ze ziskanych sekvenci byl naslédrytvoren dendrogram znazaujici fylogenetické vztahy mezi
jedinci D. noxiaz riznych zemi a oblasti (obr. 9) a déle byla vigv@a sf (network) znazatujici

vztahy mezi haplotypy (Obr. 10).
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Obr. 9: Dendrogram fylogenetickych vztalmezi jedinciD. noxia z riznych zemi a oblasti
(Minimum Evolution, Kimura 2-Parameter, Pairwisdetien, Bootstrap 10000¥isla vedle ¥tvi
znézotiuji, v kolika procentech byly v "bootstrap” tesaalpinci do &chto klasté spojeni. Barevé
jsou pak odliSeny jednotlivé haplotypy. Nazvy jediviz. tab. 5. Jedinec "Klon" pochazi z chovu
a pro analyzu byla pouzita jeho cDNA sekvence. dakgroup byla pouZita. pisum
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Obr. 10: Sit (Network) fylogenetickych vztahmezi haplotypyD. noxia Cervenagisla uvadji
misto, ve kterém doslo k mutaci vedouci k tomutpldtgpu. Velikost kruli znazotiuje ¢etnost
jedinal v haplotypu. Barewh haplotypy odpovidaji z@ani na dendrogramu fylogenetickych

vztahi mezi jedinci.
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7 Diskuze

7.1 Literarni reSersSe

Na zaklad prostudovanychélanki se zda, Zefasto vyuzivany marker, COI, nevykazuje
vnitrodruhovou variabilitu a vzhledem ke své konpeanosti neni ani vzdy vhodnym markerem
pro ukovani druli a mezidruhové studie. RAPD-PCR je pro vnitrodriéh@nalyzy variabilni
dostaténg, ale je to metoda snadno ovlivnitelna a Spagprodukovatelnd. Naopak mikrosatelity
a AFLP-PCR se jevi jako dostatg variabilni, dostatné citlivé a relativeé snadno
reprodukovatelné metody. Pomoci AFLP-PCR byloiikdgd dokazano, zB. noxianeinvadovala
do USA jen jednou jak to ukazuji RAPD-PCR a dokonceikrosatelity, ale nejmé&ndvakrat,
moZzna dokoncetikrat. Také potvrdila teorii vice hlavnich 8m Siteni. Alozymy se jevi jako
nejmérk variabilni, neodhaluji skuteou genetickou diverzitu. Jedna se vSak o metodmive
zajimavou. Navic geny, které alozymy kéduji, jsodnesSni dob stale jest neprobadané a davaji
prostor pro pvodni vyzkum.

GenPgmijsem si vybrala kidi jeho (&asti na adaptaich procesech, lokalni a teplotni variabilit
sledované ugkterych organisri a negitomnosti geografického klinu.

7.2 Alozymova elektroforéza a detekované alozymy

Pri alozymoveé elektroforéze byla vyuzita metoda poS8keinera a Joslyna (1979). Podle
¢lanku Puterky a kol. (1993) bylo vyzkouSeno té&kalik modifikaci, ale tyto modifikace se
neos¥dcily. Vypada to, Ze snizeni pH puftak, jak to Puterka a kol. navrhovali, fispbi na
alozymy giznivé. Gely se i pi nizSim elektrickém nafpi tavily a nebylo pak mozno alozymy
detekovat.

Ze sedmi testovanych alozyinse dva nepod#éo nabarvit vibec (6—PGD, GK). To fize byt
dusledek nedostataého mnozstvi enzymu ve vzorku. Tato moznost j& n&pravdpodobna,
protoZze pro analyzu msSic bylo vyuzito vice jedinz jednoho klonu. prawgodobrjsi je
moznost, Ze chemikalie pouzit&i barveni byly jiz staré, fijpadré je mozné, Ze pouzity
pufrovaci systém nebyl vhodny pro analyzichto alozyni. Alozymy hexokinazu (HK),
fosfoglukoizomerazu (PGIl), malic dehydrogenazu (M)Dékterazu (EST) a fosfoglukomutazu
(PGM) se nabarvit podido. Vzhledem k tomu, ze byly barveny pouze klonyckovu,

nevykazovaly vzorky variabilitu. # prvnim barveni se sice u malatdehydrogenazy a
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fosfoglukoizomerazy objevil je&ti druhy band, ten se vSaki@nalyze dalSich vzotk které

byly sesbirany na jiné rostlinznovu neobjevil fi zadné dalSi analyze.

7.3 Extrakce DNA

DNA byla extrahovana ze vzarkuichovavanych v etanolu. Byly vyzkouSeny dvasqby izolace.
Buffer" se zdéla také, ale vzorky se nepdila sekvenovat. To je pragdodobr proto, Ze vzorky
byly v etanolu uchovavan&ips dlouho a extrakce pomoci Squishing Bufferunebyla dostata¢
acinna, nejspis v ukledku casténé degradace DNA, ktera se jii pzolaci nerenaturovala,
piipadré kvili pifitomnosti inhibitoti. Zda se tedy, Ze extrakce pomoci DNeasy BloodTasslie
kitu je vyhodrjSi a mize byt snadno pouZita i pro extrakci starSich vizork

7.4 Metodika PCR

Pfi prvnim pokusu se podito amplifikovat vSechny vzorky vyextrahované #azmych
populaci. Pro tutu amplifikaci byla pouZzita polyraza Tag DNA Unis. Bkteré ze vzork vSak
byly piiliS slabé na to, aby se daly sekvenovat. Po tétai pmpmlifikaci se jiz nepoddo
vzorky znovu amplifikovat. # hledanieSeni bylo vyzkouSenoékolik DNA polymeraz.
Krome ,klasické” Tag DNA Unis byl téz vyzkouSen Combgt®NA polymeraza, LA DNA
polymeraza mix a DreamT&{ polymeraza. Zadna z nich v3ak jiz vzorky neanimifiala.

ZkouSela jsem téz zvysit \¥#nost reakce zémami koncentrace Hhiéiku. Ani to vSak
nepomohlo steghjako gidani BSA nebo DMSO. To jergjnm¢ disledkeméast&né degradace
DNA, ktera se jiz fi amplifikaci nerenaturovala. Moznosti je také&@mnost inhibitod.

Pro ziskani alespionékolika dalSich sekvenci byla pouzita metoda redikplie. | zde jsem
Tag polymerazy Unis. | ip reamplifikaci jsem zkouSela zmit koncentraci MgCl2, ale
nejlepsSich vysledk bylo dosahovéano ip koncentraci 2mM, coz je standardni koncentrace

MgCI2 v 10x pufru dodavaném firmou TaKaRa.
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7.5 Purifikace PCR reakce

Ze dvou metod vyuzitychippurifikaci se jevi jako vyhodijSi metoda enzymatické purifikace.
Touto metodou bylo moZno purifikovat i vzorky s mign mnoZzstvim DNA. Pra@isténi pes
sloupe&ek je nutno mit vzorek s vysokym mnoZzstvim DNA atprje casto nutno vyuZzit &kolika
nasobnou amplifikaci, coz cely proces amaprodrazuje. Vysledny vzorek navic neni vyzngmnn
lépe gecisten nez pi enzymatické purifikaci. AvSak vifpad, Ze DNA nebyla dostateé cista , v
reakci se vyskytovalo &kolik nespecifickych produkt a spravny fragment musel byt z gelu

vyiiznut, potom to byla jedind moznost jak DNA purifilat.

7.6 Gen pro fosfoglukomutazu

Ackoliv bylo navrzeno 5 primér pro analyzu byla pouZita pouze dvojice Pgm B -ZawPgm B -
Rev 2b. Primer Pgm B - Rev 2a nebyl pouzit protamplifikuje stejnowast genu jako primer
Pgm B - Rev 2b.

Dvojice primefi Pgm A - Fw 1 a Pgm A - Rev 1 nebyla pouZita, pretgi testovani na cDNA
z chovu Zadny produkt neamplifikovala. Tato dvojigemeri je navrzena na Zatek cDNA
sekvenceéAcyrthosiphon pisumMnozstvi produktu fb reverzni transkripci vSak s niastajici délkou
fragmenti klesa. Je tedy mozné, Ze tyto dva primery mohou fbgkéni a i PCR reakci
neamplifikovaly Zadny produkt pouze proto, Ze prakci nebylo mozno ziskat pebné mnozstvi
dostaten¢ dlouhychiettzci cDNA a genomovou DNA tyto primery amplifikovatdau. Ripadre
Ize navrhnout reverzni primer do jiZ osekvenovabkiagii a ziskat tak cDNA produkt, ktery bude
obsahovat dostaieé mnozstvitettzca pro amplifikaci pomoci primér Pgm A — Fwl
aPgm A -Rev 1.

Déle byla ziskana cDNA sekvence z klonu aaspo, Zze se DNA ze vSech populaci gdda
alespa@ jednou amplifikovat, osekvenovat se pblda pouze 18 z nich (37,5%). To je
pravdépodobré disledekéasteéné degradace DNA extrahované ze viadlouhodok uchovanych
v lihu. NeuspSna sekvenace vSakude byt i disledek vysokého obsahu nukledtid a T, které
se zde vyskytuji v repeticich a znesmgdtak sekvenaci.

V ziskanych 18 sekvenciché(Bina z nich o délce 990 bp) bylo nalezeno 33 Wdriech mist,
z toho 17 parsimonialnich. Deset variabilnich niiygb nalezeno i v exonu.filz téchto mutaci
je tichych. To znamen@, Ze 6 mutaci aminokyselignimro je na exon obrovskgéslo. Mize vSak
byt disledkem chyb v sekvenovani. Nukleotidové sloZenioni a exori se také liSi. Jak

v intronech tak v exonech vyrazpiedvliada mnozstvi nukleotidA/T. V exonech je vSak az téin
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o polovinu vice nukleotitl G/C neZ v intronech. To e byt snaha kédujici sekvence ochrénit.
Nukleotidy G a C totiZ nepodléhaji tak rychle nuiia.

Jedinci byly dale na zakladziskanych sekvenci rogéni do 5 haplotyp. Haplotyp 1 odpovida
kmeni stedni Asie — Afrika (Liu a kol., "In press") a kopje prvni gedpokladanou trasuighi
z Ukrajiny do Turecka, Francie, Afriky a odtud domariky (Puterka, 1993; Payton, 2002; van
Emden a Harrington, 2006). Haploty 5 je sesterslgkupinou haplotipu 1 a koresponduje
s kmenem evropskym (Stary a kol., 2002; Liu a Koh,press”). V tomto kmeni se vSak objevuje
téZ jedna populace z Tunisu, coZ nr@kuje tomu, Ze se tento kmen dalefi.Si

Oproti praci Liu a kol. ("In press") se vSak negi@ld na zaklad tohoto markeru potvrdit,
Ze by populace pochéazejici ze statu Washington jutpatily ani do jednoho z vySe zminych
kmeni. Na zaklad této prace pat Washingtonské populace do haplotypu 1, tedy knsdieelni
Asie — Afrika. Haplotypy 2, 3 a 4 jsou odvozenéhaplotypu 1 a kazdy z nich obsahuje jen jednu
populaci. Dendrogram vyt¥eny metodou Minimum Evolution sdruZuje vSechfiyhaplotypy do
jedné skupiny a za sesterské povazuje haplotyi&@pbotyp 4. Ja se vSak v tomto Baaiklanim
k networku vytvéenému pro haplotypy v programu Network, kteryuje jako sesterské haplotyp
3 a haplotyp 4, protoZe oba dva pochazeji ze Sgiem

Haplotypy 2, 3 a 4 obsahuji kazdy pouze jednu se&v Sekvencesthto jediné byly ziskany
jako posledni az po reamplifikaci a vykazuji velk@riabilitu v jinak velmi konzervovaném useku.
Populace pdici do £chto haplotyp byly z nedostatkdasu sekvenovany pouze jednou a nemohly
tedy byt opravenyifpadné chyby vnesené reamplifikaci a sekvenadediemozné, Ze tito jedinci
ve skuténosti nepai do samostatnych haplotypale jsou sotasti haplotypu 1.

Nejvyssi geneticka variabilita mezi z&mi, z nichZ jedinci pochéazelCeskéa republika/Spafsko,
0,02) odrazi fitomnost ti haplofi nalezenych mezi jedinci pochazejicimi ze Siska, ale
sekvence jediricz Ceské republiky jsou shodné.

Na zaklad provedeného vyzkumu se zda, Ze gen pro fosfoglukdmm niize byt pro odhalovani
vnitrodruhové variability lepSi nez RAPD-PCR. Nadd od Puterky a kol. (1993), kieturecké
jedince z#adili pouze do jednoho haplotypu, odhlalila analygenu pro fosfoglukomutazu
haplotypy 2. S mikrosatelity nebo COI oblasti nelgesledek srovnavat, protoze jak analyzy COI

tak testy na mikrosatelitech byly prowéy pouze v ramci jedné zeém
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8 Zaver

Mikrosatelity a AFLP-PCR se na zaktadeSerSe jevi jako metody, které dokazi nejlépeyadk
piipadnou variabilitu a proto jsou vhodné pro vnitrdgtbvé studie. Naopak analyza pomoci COIl se
ve vSech studiich, kde byla pouzita pro studieregdiuhové variability, projevila jako marker
nedostatén¢ variabilni a je tedy nevhodné ji jako vnitrodruiawarker pouzivat. RAPD-PCR je
metoda, ktera sice odkryva obrovskou variabilitie, jg naréna a nereprodukovatelna. Proto se
domnivam, Ze dalSi vyzkumy by selgnzanetit hlavné na vyzkum mikrosatelita AFLP-PCR.

V experimentalni praci bylo testovano sedm alozyBva z nich (PGM, MDH) vykazovaliip
prvni analyze variabilitu. Tato variabilita se gice znovu neobijevila,ipsto by se vSak mohlo
jednat o alozymy, jejichz geny by bylo vhodné pdmfgi prostudovat.

Ze 49 vzork, ze kterych byla DNA extrahovana, se pi@ldanaamplifikovat a osekvenovat 18
z nich. 1 v tomto limitovaném mnoZzstvi sekvenciv&ak podélo objevit 33 variabilnich mist
a rekolik deleci, na jejichz zakladbyly populace roz8leny do 5 haplotyfp. Haplotypy 1 a 5
odpovidaji d¢éma kmerim které pedpokladaji ve své praci Liu a kol. ("In pressHaplotypy 2, 3
a 4 mohou byt vysledkem divergence haplotypu 1 mab@né chyby p sekvenaci. Je zde tedy
prostor pro dalSi analyzy, které lgorii o existenci haplotyp2, 3 a 4 potvrdily nebo vyvratily.

Na zaklad sekvenci ziskanych z 18 jedincse zd4, Ze gen pro fosfoglukomutazu je fragmentem
vcelku variabilnim a niwze byt vhodnym markerem pro ¢ovani haplotyp a rekteré studie

zabyvaijici se variabilitoutfrodnich populaci.

45



9 Pouzita literatura

Abbot, P.; Moran, A.; 2002. Extremely low levels of genetic polymorphism indesymbionts
(Buchnera of aphids Pemphigus, Molecular Ecology11: 2649-2660

Acquaah, G.; 1992:Practical Protein Electrophoresis for Genetic Redg Dioscorides Press,
Portland, Oregon131 pp

Aikhionbare, F. O.; Pruess, K. P.; Mayo, Z. B.; 198. Greenbug (Homoptera: Aphididae)
biotypes characterized using random amplified mpalsphic DNA, Genetic Analysis:
Biomolecular Engineerind4: 105-108

Aikhionbare, F. O.; Mayo, Z. B.; 2000. Mitochondrial DNA sequences of greenbug
(Homoptera Aphididag biotypes Genetic Analysis: Biomolecular Engineerjrig: 199 — 205

Ballard, J. W. O.; Whitlock, M. C.; 2004. The incomplete natural history of mitochondria,
Molecular ecologyl13: 729-744

Barbosa, S. E.; Dujardin, J. P.; Soares, R. P. P.Pires, H. H. R.; Margonari, C,
Romanha, A. J.; Panzera, F.; Linardi, P. M.; DuqueDe-Melo, M.; Pimenta, P. F. P.;
Pereira, M. H.; Diotaiuti, L.; 2003. Interpopulation Variability AmongPanstrongylus
megistus (Hemiptera Reduviidag from Brazil , Journal of Medical Entomolog
40 (4): 411-420

Barrette, R. J.; Crease, T. J.; Hebert, P. D. N.; 994. Mitochondrial DNA diversity in the pea
aphid Acyrthosiphon pisum? National Research Council Canada = Génome / Conseil
national de recherches Canad2v(5): 858-865.

Belay, T.; Smith, C. M.; Stauffer. Ch.; 2003.Biotypic status of the RWADiuraphis noxia
in Ethiopia,Mitt. Dtsch. Ges. Allg. Angew. En15: 1-4

Besold, J.; Huck, S.; Schmitt, T.; 2008.Allozyme polymorphisms in the small heath,
Coenonympha pamphilusecent ecological selection or old biogeograghsignal?, Annales
Zoologici Fennicji45: 217-228

Birkle, L. M. and Douglas, A. E.; 1999.Low genetic diversity among pea aphid. (pisum)
biotypes of different plant affliliatiorleredity82: 605-612

Black IV, W. C.; DuTeau, N. M.; Puterka, G. J.; NedolsM J. R.; Pettorini, J. M.; 1992. Use
of the Random Amplified Polymorphic DNA Polymrasghain Reaction (RADP-PCR)
to detectDNA polymorphisms in aphidsidmoptera Aphididag, Bulletin of Entomological
Research82: 151-159

Brown, T. A.; 1994. DNA sequencing: The BasicsOxford, IRL press 101 pp

46



Caterino, M. S.; Soowon, Ch.; Sperlink, F. A. H.;2000. The Current State of Insect Molecular
Systematics: A Thriving Tower of Babélnnual Review of Entomologgs: 1-54

Davis, B. J.; 1964.Dise electrophoresis: Il. Method and applicatiomshmuman serum protein,
Annals of theNew YorkAcademy of Sciences, 121: 404-427

Dolatti, L.; Ghareyazie, S.; Moharramipour, S.; Noai-Daloii, M. R.; 2005. Evidence for
regional diversity and host adaptation in Iran@opulations of the Russian wheat aphid,
Entomologia Experimentalis et Applicatbl4: 171-180

Ferrari, J.; Via, S.; Godfray, H. Ch. J.; 2008.Population differentiation and genetic variation i
performance on eight hosts in the pea aphid compMolution 62 (10): 2508-2524

Figueroa, Ch. C.; SimonM J.-Ch.; Le Gallic, J.-F.;Miemeyer, H. M.; 1999.Molecular markers
to diferentiate two morphologically-close specie$ the genusSitobion Entomologia
Experimentalis et Applicat®2: 217-225

Flowers, J. M.; Sezgin, E.; Kumagai S.; Duvernell DD.; Matzkin, L. M.; Schmidt, P. S.,
Eanes W. F.;2007.Adaptive Evolution of Metabolic Pathways Drosophila, Molecular
Biology and Evolution24 (6): 1347-1354

Fluxus Technology Ltd 1999-2009Network © Copyright

Footit, R. G.; Maw, H. E. L.; Von Dohlen, C. D.; Hdert, P. D. N.; 2008.Species identification
of aphids Insecta Hemiptera Aphididag through DNA barcodesMolecular Ecology
Resourcesd: 1189-1201

Gloor, G. B.; Preston, C. R.; Johnson-Schlitz, D. M Nassif, N. A.; Phillis, R. W.; Benz, W,

K.; Robertson, H. M.; Engels, W. R.; 1993 Type | repressors of P element mobiliGenetics
135: 81-95

Gil, R.; Sabater-Mufioz , B.; Perez-Brocal, V.; Silva, F. J.Latorre A.; 2006. Plasmids in the
aphid endosymbiorBuchnera aphidicolavith the smallest genomes. A puzzling evolutionary
story ,Gene, (www.sciencedirect.cqr8y0: 17-25

Gu, H.; 1991. Electrophoretic variation at flight-related enzyihoei and its possible association
with flight capacity in Epiphyas postvittarBiochemical Geneti¢9(7/8): 345-354.

Hales, D. F.; Tomiuk, J.; Wohrmann, K.; Sunnuck, P, 1997.Evolutionary and genetic aspects
of aphid biology: A reviewEuropean Journal of Entomolog94: 1-55

Hall, T. A.; 1999. BioEdit: a user-friendly biological sequence ahgent editor and analysis
program for Windows 95/98/NNucl. Acids. Symp. Setl: 95-98.

Hebsgaard, S.M.; Korning, P.G.; Tolstrup, N.; Engébrecht, J.; Rouze, P.; Brunak, S.Splice

a7



site prediction in Arabidopsis thaliana DNA by daiming local and global sequence
information, Nucleic Acids Research, 1996, Vol., 240. 17, 3439-3452Brunak, S.;
Engelbrecht, J.; and Knudsen, S.Prediction of Human mRNA Donor and Acceptor Sites
from the DNA Sequence, Journal of Molecular Biglog1991, 220, 4%5.

Hoelzel, A. R.; Dover, G. 1991Molecular genetic ecologyRL press at Oxford University Press
Oxford 75 pp

Hoy, M. 1994. Insect Molecular Genetics: An Introduction to Rnoles and Applications,
Academic Press, San Diego, &40 pp

Kiplagat, O.; 2005. The Russian wheat aphiBjuraphis noxia(Mordvilko): Damage on Kenyan
wheat {riticum aestivumL.) varieties and possible control through resistarbreeding,
Thesis Wageningen University, The Netherlands, @AHA Koninklijke bibliothegk
Den Haag 137 pp

Kuéerova, L.; 2003.Stanoveni vnitrodruhové variability lykozZrouta smwviého (ps typographus,
L.) na zaklad alozymu, [Intraspecifik variability determination of theoNvay spruce bark
beetle [ps typographus)l.) basic on allozymes. Bc. Thesis, in Czech.]2-pt, Faculty of
Biological sciences, University of South BohemiZeské Budovice Czech Republic.

Lai, Ch.-Y.; Baumann, P.; Moran, N.; 1996.The EndosymbiontBuchnera sp. of the Aphid
Diuraphis noxia Contains Plasmids Consisting of trpEG and TandeepeRBts of trpEG
Pseudogenes, Applied and Environmental Microbipl&@ (2): 332-339

Liu, X.; Marshal, J.; Stary, P.; Edwards, O.; Puterka, G. J.; Dolatti, L.; EI Bouhssini, M.;
Malinga, J.; Lage, J.; Smith, C.; "in press". Global Phylogenetics oDiuraphis noxia
(Kurdjumov), an invasive aphid species: evidemmerfultiple invasion into North America,
JournaL of Heredity

Loxdale, H. D.; Lushai, G.; 1998.Molecular markers in entomology, Bulletin of Entollogical
Research, 88: 577-600

Manchenko, G. P.; 1994.Handbook of Detection of Enzymes on Electrohpor&els, CRC
Press, Boca Ratorrlorida

Martinez-Torres, D.; Moya, A.; Hebert, P. D. N.; Smon ,J.-C., 1997 Geographic distribution
and seasonal variation of mitochondrial DNA hagbes in the aphid Rhopalosiphum padi
(Hemiptera:  Aphididae), Bulletin of Entomological Research 87: 161167

Martinez-Torres, D.; Buades, C.; Latorre, A.; Moya, A.; 2001.Molecular Systematics of Aphids
and Their Primary Endosymbionts, Molecular Phytages and Evolution, 20 (3): 437— 449

48



Meier, R.; 2008. DNA Sequences in Taxonomy: Opportunities and @hgks. Pp. 95-128.
Book chapter for 'The New Taxonomy' Systematicso&gtion Special Volume edited by Q.
Wheeler.

Moya, A.; Latorre, A.; Sabater-Mufioz , B.; Silva, E J.; 2002. Comparative Molecular
Evolution of Primary Buchnerd and Secondary Symbionts of Aphids Based on Tvabek-
Coding Genes , Journal of Molecular Evolution  55: 127137

Mueller, U. G.; LaReesa Wolfenbarger, L.; 1999AFLP genotyping and fingerprinting,REE,
Elsevier Science Ltd14: 389-394

Nordborg, M.; Innan, H.; 2002. Molecular population genetics, Current OpiniorPiant Biology,
5:69-73

Partea, M.; Lin, X.; Salzberg, S. L.GeneSplicer: a new computational method for spdite
prediction.Nucleic Acids Res. 2001 May 29 (5): 1185-90

Pasteur, N.; Pasteur, G.; Bonhomme, E.; Catalan, JBritton-Davidian, J.; 1988. Practical
Isozyme Geneticgllis Horwood Limited, ChichesteR15 pp

Payton, T. L.; 2004.Genetic variation within and between Russian WHgxtid, Diuraphis noxia
(Kurdjumov), biotypes found in the united stateglome Thesis, Horticulture Oklahoma State
University Stillwater, Oklahom&1 pp

Powers, T. O.; Jensen, S. G.; Kindler, S. D.; Stryde, C. J.; Sandall, L. J.; 1989 Mitochodnrial
DNA Divergence Among Greenbug (Homoptera: AphidjdBiotypes Entomological Society
of America 82(3): 298-302

Puterka, G. J.; Black, W. C.; Steiner, W. M.; Burton, R. L.; 1993. Genetic variation and
phylogenetic relationships among worldwide coltets of the Russian wheat aphid, Diuraphis
noxia (Mordvilko), inferred from allozyme and RAHBCR markers, Heredity
70: 604-618

Rozas, J.; Rozas, R.; 199®naSP version 3: an integrated program for mobekanalysis,
Bioinformatics 15: 174-175

Ritzengruber, O.; Fuhrer, E.; 1986.1soenzymanalyse verschiedener Populationen vgodthes
chalkographus L. (Coleoptera: Scolytidag)Ang. Entomo).101: 187-194

Shufran, K. A.; Burd, J. D.; Anstead, J. A.; Lushai G.; 2000.Mitochondrial DNA sequence,
divergence among greenbugomoptera Aphididag biotypes: evidence for host-adapted races
Insect Molecular Biologyo (2): 179-184

Shufran, K. A.; Kiekman; L. R.; Puterka, G. J.; 2007. Absence of Mitochondrial DNA Sequence

49



variation in RWA Hemiptera Aphididag populations consistent with a single introduction
into the United States]ournal of the Kansas entomological soci®) (4): 319-320

Shufran, K. A.; Payton, T. L.; 2009. Limited genetic variation within and between RWA
(HemipteraAphididag biotypes in the US, Journal of Economic entomology
102(1): 440-445

Simon, J. -C.; Carré, S.; Boutin, M.; Brunier-Leterme, M.; Sabater- Mufioz, Latorre, A.;
Bournoville, R.; 2003.Host-based divergence in populations of the peadaptsights from
nuclear markers and the prevalence of facultaymebionts,Proceedings of the Royal Society
B, 270: 1703-1712

Selkoe, K. A. and Toonen, R. J.; 20068Vlicrosatellites for ecologists: a practical guideusing
and evaluating microsatellite mardtsplogy Letters 9: 615-629

Stary, P.; Basky, Z.; Tanigoshi, L. K.; Tomanovi€, Z.; 2003. Distribution and history of
Russian wheat aphid, Diuraphis noxia (Koraj the Carpathian Basin (Hom., Aphididae),
Anzier fur Schadlingskunde Journal of Pest Scigriéel7-21

Stauffer, C.; Leitinger, R.; Simsek, Z.; Schreiber,J. D. Fuhrer, E.; 1992. Allozyme variation
among nine Austriaps typographus.. (Co.. Scolytidae) populationgdpurnal of Applied
Entomology114: 17-25

Steiner, W. W. M.; Joslyn, J.; 1979.Electrophoretic techniques for the genetic study o
mosquitoes, Mosquito News, 39: 35-54

Sunnuck, P.; 2000 Efficient genetic markers for population biologVREE, Elsevier Science Ltd.
15: 199-203

Tamura, K.; Dudley, J.; Nei, M.; Kumar, S.; 2007 MEGA 4: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA) software version 4.0. Mol. Biolvél., 24: 1596-1599

Thao, M. L.; Baumann, L.; Baumann, P.; Moran, N.; 1998. EndosymbiontsBuchnera from
the AphidsSchizaphis graminurand Diuraphis noxiaHave Different Copy Numbers of the
Plasmid Containing the Leucine Biosynthetic Gené3urrent Microbiology 36: 238-240

Tomiuk, J.; Woéhrmann, K.; 1980. Enzyme Variability in Populations of Aphid§heoretical and
Applied Genetigsh7: 125-127

Turak, E.; Hales, D. F.; 1994. An Allozyme Method for Identifying Individual Apts
of Morphologically Similar Taxa Hemiptera Aphididag, Journal of the Australian
Entomological Sociefyd3: 57-59

50



van Emden, H. F.; Harrington, R.; 2007.Aphids as Crop Pest§AB International, Oxford
699 pp

van Ham, R. C. H. J.; Martinez-Torres, D.; Moya, A; Latorre, A.; 1999. Plasmid-Encoded
Anthranilate Synthase (TrpEG) iBuchnera aphidicolafrom Aphids of the Family
PemphigidagApplied and Environmental Microbiolog@5 (1): 117-125

Verrelli, B. C.; Eanes, W. F.; 2000.Extensive Amino Acid Polymorphism at the Pgm Lodsis
Consistent With Adaptive Protein Evolution iDrosophila melanogaster Genetics
156: 1737-1752

Ward, P. I.; Jann, P.; Blackenhorn, U.; 2004.Temperature-mediated seasonal variation in
phosphoglucomutase allozyme frequency in the wellung fly, Scathophaga stercorarja
Molecular Ecology13: 3213-3218

Weiland, A. A.; Peairs, F. B.; Randolph, T. L.; Rudlph, J. B.; Haley, S. D.; Puterka, G. J.;
2008. Biotypic Diversity in Colorado Russian Wheat AphigHemiptera Aphididag
Populations Journal of Economic Entomology101(2): 569-574

Weng, Y.; Azhaguvel, P.; Michaels, G. J.; Rudd, JC.; 2007.Cross-species transferability of
microsatellite markers from six aphid (Hemiptergphididae) species and their use for
evaluating biotypic diversity in two cereal aphitissect Molecular Biology16 (5): 613-622

Wilson, A. C. C.;, Massonnet, B.; Simon, J.-C.; Pmier-Leterme, N.; Dolatti, L.; Llewellyn,

K. S.; Figueroa, Ch. C.; Ramirez, C. C.; BlackmanR. B.; Estoup, A.; Sunnucks, P.; 2004.
Cross-species amplification of microsatellite lani aphids: assessment and application,
Molecular Ecology Notegt: 104-109

Zhang, D.-X.; Hewitt, G. M.; 2003. Nuclear DNA analyses in genetic studies of pojurhet
practice, problems and prospects , Molecular Elgpd@: 563-584

51



10 P¥ilohy
Piiloha 1: Barvici protokoly pro pouzité alozymy (mndstvi pro obarveni jednoho gelu)

PGl — fosfoglukoizomeraza

Barvici roztok

0,2 M Tris — Cl pufr (pH 7,0) 12,5 mi
D-frukt6za-6-fosfat 10 mg

0,5 M MgCb 1,25 ml
G6PDH (NAD-dependentni forma) 36(40 V)
1% NAD 0,5ml

1% MTT 0,25 ml

1% PMS 0,25 ml

1)Gel inkubovat v digestbzahaté na 37C, dokud se nevytiddolie rozeznatelné prouzky
2)Slit barvici roztok a umistit gel na 10 min dxafiniho roztoku

3)Slit fixatni roztok a umistit gel do 10% roztoku kyselinyowe

PGM — fosfoglukomutaza

Barvici roztok

dH,O 5 mi
TrisA 5 mi

0,5 M MgCh 0,5 ml
Glukéza-1-fosfat 75 mg
G6PDH (NAD-dependentni forma) 13 (17 V)
1% NAD 0,5 ml

1% MTT 0,25 ml
1% PMS 0,25 ml

Déle stejny postup jako u PGl
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MDH — malatdehydrogenéza

Barvici roztok

TrisA

2 M kyselina jablena (pH 7,0)
0,5 M MgClI2

1% NAD

1% MTT

1% PMS

Déle stejny postup jako u PGl

HK — hexokinaza

Barvici roztok

0,2 M Tris — Hcl (pH 8,0)

0,5 M MgCb

ATP

D(+) - glukéza

G6PDH (NAD-dependentni forma)
1% NAD

1% MTT

1% PMS

Déle jako u PGI

GK — glukokindza

Barvici protokol

TrisA

ATP

a — glukdza

0,5 M MgCh

G6PDH (NAD-dependentni forma)
1% NAD

1% NADP

1% MTT

53

8,75 ml
1ml
0,075 ml
0,5 ml
0,25 ml
0,125 ml

12,5 mi
0,25 ml
0,0625 g
1,259

13 (17 U)
0,5 ml
0,25 ml
0,125 ml

10 ml
20 mg
50 mg
1ml
13 (17 U)
1mi
0,5 ml
1ml



1% PMS 0,5 ml
deO 10 ml
Déle stej® jako u PGl

6 -PGDH — 6 — fosfoglukonéat dehydrogenaza

Barvici protokol

0,1 M Tris — Hcl (pH 8,0) 2 mi
6-PGDH 5ug

0,5% MgC} 0,1 mi
1% NADP 0,1 ml
1% MTT 0,1ml
1% PMS 0,1ml

Déle stejw jako u PGl

EST — esteraza

1) Inkubace v 50 ml fosfatového pufru (14,1 giNRO, v 50 ml objemu, pH 7,0)

2) Fidat 0,5 g Fast Blue RR do 1,5 ml substratovéhoup{df g 2-naftylacetatu, 50 ml acetonu
a 50 ml HO)

3) Smichat substratovy pufr s Fast Blue RR se 4fosfitového pufru a gel inkubujte 15
minut v 37C
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Priloha 2: Vzorky pouZzité pfi extrakci

Cislo Zemé a oblast sb éru Datum Hosttelska rostiina Zpﬂsqb'
Vzorku Rod Druh Uchovani
1 France, Montpellier 12.2.2008 |Hordeum wilgare  |Etanol
2 Tunisia, Nfidha 22.4.2008 |Hordeum wilgare  |Etanol
3 Tunisia, Sousse, Kondar 9.4.2008 Hordeum wlgare Etanol
4 Tunisia, Hergla 21.4.2008 |[Triticum aestium |Etanol
5 Tunisia, Hergla 21.4.2008 |Lolium perenne |Etanol
6 Egypt, El-Sheikh Zweid, North Sinai 19.4.2008 |Hordeum wilgare  |Etanol
7 Egypt, El-Sheikh Zweid, North Sinai 5.4.2008 |Hordeum wilgare  |Etanol
8 Egypt, Rafah, North Sinai 20.3.2008 |Hordeum wilgare  |Etanol
9 Iran, Kerman, Kerman Province 20.4.2008 |Triticum aestivum |Etanol
10 Iran, Birjand, South Khorasan Province 20.5.2008 |[Triticum aestium |Etanol
11 Iran, Birjand, Bojd Plain, South Khorasan Province 21.5.2008 |[Triticum aestium |Etanol
12 Turkey, Sarezdnu-Konya 26.6.2008 |[Triticum aestium |Etanol
13 Turkey, Campus-Konya, Selguklu 26.6.2008 |Triticum aestium |Etanol
14 Turkey, Karataz-Konya, Bahri Dagdas 1, Agronomy Parcel 27.6.2008 [Triticum aestium |Etanol
15 Turkey, Karataz-Konya, Bahri Dagdas 2, Agronomy Parcel 27.6.2008 [Triticum aestium |Etanol
16 Turkey, Karataz-Konya, Bahri Dagdas 3, Agronomy Parcel 27.6.2008 |Triticum aestium |Etanol
17 Turkey, Gumra-Konya01l 2.7.2008  |Triticum aestium |Etanol
18 Turkey, Gumra-Konya02 2.7.2008  [Triticum aestium |Etanol
19 Turkey, Gumra-Konya03 2.7.2008  [Triticum aestium |Etanol
20 Turkey, Meram-Konya 10.7.2008 |Triticum aestium |Etanol
21 Turkey, Beysehir 01-Konya 12.7.2008 |Triticum aestium |Etanol
22 Turkey, Beysehir 02-Konya 12.7.2008 |Triticum aestium |Etanol
23 Tunisia, Ain Kercha (Oum EI Bouaghi Dept.) 17.4.2008 |Hordeum wilgare  |Etanol
24 Tunisia, Ain Djasser (Batna Dept.) 21.4.2008 |Hordeum wilgare  |Etanol
25 Tunisia, Kais (Khenchela Dept.) 9.5.2008  |Hordeum wilgare  |Etanol
26 Tunisia, Khorub (Constantine Dept-) 12.52008. |Triticum durum Etanol
27 Tunisia, Hemla (Batna Dept.) 14.5.2008 |Triticum durum Etanol
28 Tunisia, Ain Djasser (Batna Dept.) 15.5.2008 |Triticum durum Etanol
29 Tunisia, T'zouket (Batna Dept.) 23.5.2008 |[Triticum durum Etanol
30 Tunisia, Bouhmar (Batna Dept.) 23.5.2008 |[Triticum durum Etanol
31 USA, Couny line - Juniper Canyon, Blicketon WA 24.6.2008 |[Triticum aestium |Etanol
32 USA, Turpint Ridge Rd., Blicketon WA Benton Co. 24.6.2008 |[Triticum aestium |Etanol
33 USA, Pear Ac. IAREC, Prosser, WA, Benton Co. 24.6.2008 |[Triticum aestium |Etanol
34 USA, Headquarter Unit IAREC Field H-21, Prosser, WA 24.6.2008 |Hordeum wlgare Etanol
35 Moldova, SE, Reyina district, Ciniseuti 11.7.2009 |Triticum wilgare  |Etanol
36 Czech Republic, Hodonice, Moravia meridionalis 1.7.2008  |Hordeum wlgare  |Etanol
37 Czech Republic, Hradek, Moravia meridionalis 1.7.2008 Hordeum wlgare Etanol
38 Czech Republic, Litobratfice, Moravia meridionalis 1.7.2008 Hordeum wulgare Etanol
39 Czech Republic, Bzstfice p. Hostynem, Moravia Meridionalis 16.7.2008 |Hordeum wlgare  |Etanol
40 Czech Republic, Trebi¢, Bohemia south 16.7.2008 |Hordeum wlgare Etanol
41 Chile, Chillian XX.2.2008 |Triticum aestium |Etanol
42 Hungary, Budapest XX.2.2008 |Triticum aestium |Etanol
43 Spain, Algvare, Leida Distr. 30.4.2008 |Hordeum wilgare  |Etanol
44 Spain, Saltf, Girona 7.5.2008 Hordeum wlgare Etanol
45 Spain, Vencillo 6.5.2008  |Hordeum wilgare  |Etanol
46 Spain, Santa Maria del Cami (Barcelona Distr.) 14.5.2008 |Hordeum wlgare  |Etanol
47 Spain, La Pobla de Cénwles (Lleida Distr.) 16.5.2008 |Hordeum wilgare  |Etanol
48 Spain, Cubells (Lleida Distr.) 4.6.2008  |Hordeum wilgare  |Etanol
49 Spain, Calaf (Barcelona Distr.) 4.6.2008  |Hordeum wlgare  |Etanol
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Piiloha 3:

Variabilita mezi populacemi (Zeleré smérodatné odchylky)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1
2| 0,000
3| 0,002/ 0,000
4| 0,000, 0,003/ 0,002
5/ 0,000, 0,000| 0,000, 0,002
6| 0,000, 0,000/ 0,000, 0,002 0,000
7| 0,000 0,000] 0,000] 0,002 0,000 0,000
8| 0,000 0,000] 0,000] 0,002 0,000 0,000] 0,000
9| 0,005 0,000] 0,005 0,01 0,005 0,005 0,005 0,005
10| 0,000 0,000; 0,000, 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,005
11| 0,002 0,003 0,002 0,004/ 0,002 0,002/ 0,002| 0,002 0,007| 0,002
12| 0,008 0,015/ 0,008 0,007 0,009 0,009 0,009/ 0,009 0,014| 0,009 0,008
13| 0,001] 0,000; 0,001 0,004/ 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,004 0,013
14| 0,017| 0,016| 0,017/ 0,019 0,017, 0,017/ 0,017, 0,017, 0,022| 0,017/ 0,019 0,026/ 0,018
15| 0,017/ 0,016| 0,017| 0,019 0,017, 0,017| 0,017| 0,017 0,022| 0,017 0,019 0,026/ 0,018 0,000
16| 0,017, 0,016| 0,017 0,019 0,017, 0,017 0,017| 0,017, 0,022| 0,017 0,019 0,026 0,018 0,000/ 0,000
17| 0,017 0,016| 0,017| 0,019 0,017 0,017| 0,017/ 0,017 0,022| 0,017| 0,019 0,026/ 0,018 0,000/ 0,000 0,000
18| 0,012 0,012 0,012 0,016 0,012 0,012 0,012/ 0,012 0,012| 0,012 0,016/ 0,030, 0,012 0,000 0,000 0,000 0,000

Priloha 4: Nukleotidové slozeni a pogry nukleotid i AT ku GC v jednotlivych populacich

Frekvence nukleotid G (%) Poméry nukleotid G
T A G C AT/GC
Turl 34,5 40,5 14,4 10,6 75125
Tur2 34,2 38,4 15,3 12 72,6/27,3
Tur3 34,5 40,5 14,4 10,6 75125
Tunis2 34,6 40,4 14,4 10,6 75125
Tunis3 34,5 40,5 14,3 10,6 75/24,9
USA1 34,6 40,4 14,4 10,6 75125
USA2 34,6 40,4 14,4 10,6 75125
USA3 34,6 40,3 14,5 10,6 74,9/25,1
Spl 33,3 40,1 15,5 11,1 73,4/26,6
Sp2 34,6 40,4 14,4 10,6 75125
Tur4 34,4 40,7 14,4 10,6 75,1/25
Sp3 34,7 40,5 14,2 10,6 75,2/24,8
Sp4 34,5 40,2 14,5 10,7 74,7/25,2
Mold 34,7 40,4 14,7 10,3 75,1/25
cz1 34,7 40,4 14,7 10,3 75,1/25
Cz2 34,7 40,4 14,7 10,3 75,1/25
Cz3 34,7 40,4 14,7 10,3 75,1/25
Tunis1 34,7 40,4 16,3 12 75,1/28,3
Pramér 34,5 40,2 14,6 10,7 74,7/25,3
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