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1. UvoD

Symbiéza jez hlediska evoluce jednim z nejzajijteh vztatli mezi organismy,
neba svym zmisobem obohacuje oba &strené druhy a zvySuje tak i celkovou
biodiverzitu. Z mnohobuignych organism se pak jevi hmyz jako skupina, ktera j&iv
riznym mikroorganisiim nejvice tolerantni a vazba k endosymhiontmize byt od
velice €sné aZz po téwit nahodnou. Z tohoto t@odu jsou zastupci hmyzu nejlepSim
materialem pro studium mezidruhové symbiozy (Ishika2003). Z historického hlediska
pati k prvnim prozkoumavanym skupinam msSice, u kteryiohli endosymbionti
detekovani jiz v 19. stoleti (Douglas, 2003). JakvSak v piib¢hu ¢asu ukazuje, vazba
mezi mSicemi a endosymbionty je natolik kompliko&aa u fiznych ¢eledi nize byt

velice odliSn4, takze do dnesniho dne neni zcetgpketre popsana.

MSice (Aphidomorpha) jsou znamy jako uski v zengdélstvi, lesnictvi
i zahradnictvi, ale zarovigjsou i jednou z nejzajimajich skupin hmyzu Ziviciho se na
rostlinach. Proto fitahuji pozornost biolay ktei je studuji z hlediska jejich ekologie,
fyziologie, biodiverzity, chovani i genetiky. & druhi je odhadovan na 5000 (Footit
al., 2008), z toho vice jak 250 drulpati mezi rostlinné Skdce (Blackman & Eastop,
2000). Kron¢ mechanického poskozeni Skodi rostlindm také térslduzi jako penasee

pro rostlinné viry (Chaet al. 1991).

1.1. Aphididae

Celed” Aphididae (Hemiptera: Sternorhyncha: Aphidoidepdls se svymi blizce
piibuznymi celed®mi Adelgidae a Phylloxeridae (Hemiptera: Sternodim
Phylloxeridoidea) tvii skupinu hmyzu, ktera se zivi sGnim rostlinnyc€avsa pro kterou
jsou typické slozité geneami cykly (Dixon, 1998). Nkteti autdi zahrnuji vSechnyii
zminéné skupiny do spoteé nadeledi Aphidoidea (Blackman & Eastop, 1994; Havill &
Foottit, 2007).

Partenogenetické samice se mohou vyskytovat jba v rekterych, nebo také ve
vSech generacich, a charakteristicka je pfovimiparie a rozmnozovani bez oplagin.

U druhi, u kterych se asexualni reprodukcidst se sexualni, hotione pak o cyklické
partenogenezi.

Velikost €la se pohybuje mezi 1 a 10 mm (Dixon, 1998), a&espsvou drobnost
dokéazou napachat z&r& Skody, a to nejen v mégpavodu, ale i jako invazni druh (Stary,
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1999; Messinget al, 2007). Okidleni jedinci mohou byt unaSenytiem na velké
vzdalenosti nebo mohou byt rosiany spolu rostlinami, na kterych Ziji. Je to dé&egen
tim, Ze se jejich genami doba pohybuje kolem 10 dni, ale také tim, Zevjiéle
nenarozené dcery se vyviji dalSi samice, coZz maichoziuje rychlé namnozeni za velmi
kratkou dobu (Dixon, 1998). To jim mj. poskytuje mmost pizpisobovat se sezénnim
podminkdm (Heie, 1987).

MSice se vyskytuji tégt na celém sit¢, ale hlavni areél roz&ni tvai mirny
podnebny péas (Dixon, 1998).

Ackoli ¢ast vyznamnych rostlinnych &#tci pa¥i mezi polyfagy (Zivi se na
raznych rostlinnych hostitelich) ¢t8ina mSic je druhavznané specificka. Jejich hostitele
tvori jeden nebo &kolik velmi ptibuznych drufi rostlin (Eastop, 1973). Vyjimkou jéeba
Myzus persicaekteré jako potrava slouZzi rostliny stovek drutagic ¢elecemi (Dadd &
Mittler, 1965).

1.2. Adelgidae

Pro zastupceteledi Adelgidae, neboli korovnice, jsou charakteri® slozité
generani cykly spojené se itdanim generaci i hostitel Narozdil od Aphididae
a Phylloxeridae se Zivi sanim rostlinnyata\$ pouze na jehdhatych stromech a po cely
Zivot jsou oviparni. Areal jejich roZ&ini Ize nalézt na severni polokouli, at&teré druhy
byly zavigeny i do dalSich kout swta (Havill & Foottit, 2007). Popsano je kolem
70 druhi (Blackman & Eastop, 1994). U 50 zastagmrovnicovitych jsou popsany jejich
Zivotni cykly (Havill & Foottit, 2007). Z&chto je 19 druth holocyklickych,
8 anholocyklickych na hostiteli rodu Picea a 23dvmic anholocyklickych, ale Zijicich na
sekundarnim hostiteli. U nas se vyskytuje 17 druDbecr jsou u korovnic rozliSovany
dva typy Zivotnich cyKi, Uplny a neuplny.

Upiny cyklus (holocyklus) je dvoulety, vyztige se sfdanim dvou hostitél
a pouze druhy s timto gen&ném cyklem se rozmnoZuji sexuélriPrimarnim hostitelem je
smrk Picea spp.) a mezi sekundarni hostitele rpatdstupci #kolika dalSich rod
jehlicnatych stromi — Abies, Larix, Pseudotsuga, Tsugabo Pineus(Havill & Foottit,
2007). Druhy vyvojovy cyklus - anholocyklus trvanjgeden rok, korovnice sefipném
rozmnozZuji pouze partenogeneticky a setrvavaji edngm hostiteli. Tim rze byt
jakykoli jehlicnan z vySe uvedenych nind



1.3. Endosymbionti

Symbioticky vztah mezi hmyzem a bakteriemi je gom bézny (Buchner, 1965;
Daschet al, 1984). Vice nez 10 % hmyzich dfuke @i svém vyvoji a peziti spoléha na
intracelularni bakterie (Baumagt al, 2006). Tim, Ze jsou &ité skupiny hmyzu potra¥n
Uzce specializované, gebuji k Zivotu dalSi zdroj Zivin, které jim jejictevyvazena strava
neposkytuje. Jako mnoho zastipmsSicosavych (Sternorrhyncha) se i mSice Zivi sanim
rostlinnych $av a spoléhaji sefiptom na bakterialni endosymbionty, ¥tgm nedostatky
Vv jejich jednotvarné potravdoplni (Baumanret al, 1998; Douglas, 1998). Tyto bakterie
napg. recykluji glutamét, ktery je jejich hostiteli mhokovan jako odpadni latka
metabolizmu, a vytv@ji z réj pro mSice esencialni aminokyseliny (Whitehead duDlas,
1993).

Primarni endosymbiont
MSice pedstavuji jeden z nejprostudo¥@ich gipadi takové symbioézy (Moran,

2001). Témt vSechny obsahuji primarniho endosymbionta roduhBera paiciho mezi
y-proteobakterie (Munsoet al, 1991). Uceledi Phylloxeridae tento symbiont chybi.

Tyto symbiotické bakterie se nalézaji ve speciatimych buikach nazyvanych
bakteriocyty a jsou vertikddnpienasSeny z matky na potomstvo (Buchner, 1965; Banman
et al, 1998). K maternalnimurenosu dochazi jeSpred narozenim jedince nebo snesenim
vajicka a progiednikem je zde hemolymfa. Souziti mSice a tétadvakje evoldné staré
a odhaduje se, Ze k infikaci doSlo a&g 150 miliény lety (von Dohlen & Moran, 2000)

Buchnera aphidicolaje blizce pibuzna druhuEscherichia coli od které
divergovala ped zhruba 420 miliony lety (Untermaat al, 1989), avSak dhem evoluce
doSlo ke znéné redukci jejiho genomu, ktery svou velikosti tgeon geri predstavu jen
15 % svého fivodniho stavu (Shigenotat al, 2000)

Sekundarni endosymbiont
Krom¢ primarniho endosymbionta vlastni mnoho msic da#§tupce bakterialni

iiSe, ktéi jsou nazyvani sekundaréiifakultativni (Buchner, 1965; Untermaseh al, 1989;
Sandstronet al, 2001). Steja jako Buchnera aphidicola jsou i sekundarni enddsgmi
pienaseny maternar(Burkeet al, 2009), avSakip krmeni na kontaminované rosttine
béZny i horizontalni genos (Sandstromt al, 2001; Russekt al, 2003).
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Tyto mikroorganismy poskytuji svym hostiieh rizné vyhody. MiZze jimi byt
moznost |épe zuzitkovat hostitelskou rostlinu (Teda et al, 2004), teplotni tolerance
(Montllor et al, 2002),¢i schopnost kompenzovat ztratu primarniho endosyntai(Koga
et al, 2003). Jiné druhy jim zase poskytuji gneu ochranu protitznym gFirozenym
negatelim, kterymi mohou byt patogenni houby (Scarboroeghl, 2005), viry (Hedges
et al, 2008), parazitoidi (Oliveet al, 2003; Vorburgeet al, 2010)¢i parazitéti nematodi
(Jeanikeet al, 2010).

Nekteré sekundarni symbiotické bakterie nalezené ¢ BSu znamé také svou
schopnosti zasahovat do reprodukce svych hdstitelifad ¢lenovdi. Rickettsia,
Spiroplasmaa Wolbachiau nich mohou indukovat smrt sadké, feminizaci anebo
partenogeneziEngelstadter & Hurst, 2009). Wcyrthosiphon pisunbyla prokazana
schopnost bakterieSpiroplasma indukovat smrt sandki, avSak jinak sekundarni
endosymbionti na reprodukci mSic vliv nemaji (Sineinal, 2011). Symbiotické vztahy
uA. pisumjsou pongrné hojré¢ zkoumany, a tak préw tohoto druhu bylo objeveno, Ze
endosymbionRickettsiellaméni barvu svého hostitelecervené na zelenou (Tsuchida
al., 2010). To sice five byt vyhodné, protoZze to sniZzuje nebe&zpie tato msice bude
sezrana sluridkem, av3ak zvySuje to nebezp@apadeni parazitickou vékbu. Bakterie
Regiella insecticolau mSice ovliviuje vykeér hostitelské rostliny (Ferrat al, 2007),
Hamiltonella insecticolgoskytuje odolnost k parazitdich (Oliver et al, 2006) a Serratia

symbioticasvého hostitele chrani, pokud je vystaven vysSgpiotam (Burkeet al, 2009)

1.4. 16S rDNA (mala ribosomalni podjednotka u prokaryot)

Prvni navrh vyuZiti sekvence genu pro 2zjst fylogenetickych vztah mezi
organizmy se objevil jiz v 60. letech (ZuckerkagdPauling, 1965). Woese a Fox (1977;
Woese, 1987) poté k tomut@alu za&ali vyuzivat sekvence gérkodujicich rRNA. Na
zaklad 16S rRNA se jim poddo rozclit zivé organizmy na 3 hlavni skupiny —
archebakterie, eubakterie a eukaryota.

Duvodi, praé jsou ribosomalni geny Siroce vyuzivany ke studiwdenetickych
a evolgnich vztali, je hned tkolik. Ribosomalni RNA je nezbytna pro syntézu phal
a jako takova se nejen nachazi ve vSech organiznaeheji struktura a funkce jsou
konzervované. Obsahuje vSak i variabilni Usekyp gak v priméarni, tak v sekundarni
struktie. V neposlednitac® u ni dochazi ke z#mdm v sekvenci velmi pomalu
a nevykazuje horizontalniignos geti, ktery u rekterych jinych prokaryotickych gén
neni vyjimkou. (Olseret al, 1986)



Sekvence genu pro 16S rRNA je dlouhdbl¥né 1550 bp a fitomnost Usek
velmi konzervovanych ale i variabilnich unbode jeji vyuZiti k fiznym studiim
(Clarridge, 2004). Vysoce konzervované fragmentyhowo byt pouzity fi analyzach
sekvenci geln (Edwardset al.,1989)¢i k identifikaci neznamych bakterii na rodové Urovn
(Fukushimaet al, 2002). Variabilni mista pak slouzi k rozliSengamizmi na nizSich
taxonomickych arovnich (Klijret al.,1991; Kullenet al, 2000). 16S rRNA se stala hgjn
vyuzZivanym nastrojem nejentipfylogenezi (Weisberget al, 1991), ale také v oblasti
mikrobialni ekologie (Olseret al, 1986; Amannet al, 1995; Caseet al, 2007) a své
uplatréni nachazi i v klinické mikrobiologii (Kulleet al, 2000)

1.5. Denaturaéni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Gelova elektroforéza s denatémém gradientem je metoda Siroce pouZivana
v mikrobialni ekologii, kde napomah&i puréovani struktury a dynamiky populaci (von
Wintzingerode, 1997; Greest al, 2009). Své vyuziti naSla i na poli mediciny (Gde
et al, 2006), kde je vyuzivana jeji schopnost odhajgdnobodové mutace (Muyzer &
Smalla, 1998). ProtoZze umaofe detekovat mikrobialni sloZeni, je vyuZivana e k
zjistovani gritomnosti mikrobialnich endosymbidnti riznych skupin hmyzu. iikladem
jsou vosy (Reesomet al, 2003), kligata (Morenoet al, 2006), mravenci (Stolet al,
2007), molice (Gottlieket al, 2006), ale i mSice (Haynes al, 2003; Swaneveldest al,
2010).

DGGE je elektroforeticka metoda, ktera separujm&tdiouhé sekvence dsDNA na
zaklad rozdili v paradi nukleotid (Myerset al, 1985; Green et al, 2009). VyuZivé p
tom odliSné stability GC a AT par Polyakrylamidovy gel, na ktery jsou vzorky po pcr
amplifikaci nanaSeny, obsahuje %gtajici gradient DNA denaturant (formamid
amaovina). Ten je vytvéen i nalévani gelu postupnym smichanim rozteknizSim
a vysSim zastoupenimichto denaturgnich latek. Denaturace dsDNA zima& sniZuje jeji
mobilitu gelem (Muyzeret al, 1993), takZze sekvence majici vysSi obsah GC dainh
padem setrvavajici delSi dobu ve férnvouetézce, putuji dale. K zastaveni dochazi az
pii dosazeni vy3Sich koncentraci denaturakdy dojde k uplné disociaci. ProtoZe by vSak
jednaetzcové fragmenty mohly snadno vycestovat z gelu vwmyziva se ip pcr
amplifikaci tzv. GC-svorka (Myerst al, 1985; Sheffielcet al, 1989). Jedna se o sekvenci
piiblizné 40 G a C bazi, ktera séigojuje na 5° konec forwardového primeru i fcr
amplifikaci se stava sd@asti naamplifikovaného DNA fragmentu. VysledkemZje kazdy



amplikon obsahuje tuto sekvenci, coz mj. zlepSwalitu bandi, protoZe pitomnost
jednaetézch zpasobuje jejich neostrost.

K vizualizaci prouzk miZze byt pouZzito &olik metod. Mezi nejastjSi pati
ethidium bromid nebo SYBR Green I. Vyhodou SYBR &r¢e to, Ze neobarvuje pozadi
gelu, coz umokuje pozorovani i fragmeit které jsou Fitomny v nizSich koncentracich
(Muyzer & Smalla, 1998). JeStitlivejSi je metoda obarveniigirem (Felskeet al, 1996).

Mezi urité nevyhody této elektroforetické metody i#pamaximalni velikost
fragment, které mohou byt pouzivany. Ta se pohybuje kol@ lap (Myerset al, 1985).
Ziskana sekvence tak nemusi poskytnout dostatekniaici pro nasledné fylogenetické
analyzy. Jako dalSi zaludnost uvadi Muyzdr al. (1993) skut&nost, Ze pouze ty
bakterialni populace, kterérgustavuji vice nez 1 % z celého sgelestvi, mohou byt

pomoci DGGE detekovany.

1.6. Polymorfismus délky restrikénich fragmenti (RFLP)

Restrikkni enzymy byly izolovany z bakterii, kde slouzigasbrana proti cizorodé
DNA (nejcasgji virové), a samotna bakterialni DNA je proti i pisobeni chratna
metylaci (Botsteiret al, 1980).

Metoda RFLP vyuziva schopnosti restrikch endonukledz rozeznat kratké
palindromické sekvence dsDNA a v tomto mistzSepit fosfodiesterovou vazbu na kazdé
strart dvourettzce (Botsteinet al, 1980). Rozeznavané Useky jsou dlouh&astjji
4 — 6 bazi. DNA fragmenty mohou byt poté analyzgvpomoci elektroforézy,ip které
dojde k rozdleni Usek podle jejich velikosti. Vysledky mohou byt pouZjiyo nejizngjsi
molekularni aplikace. Své upl&ti najdou nafiklad jako genetické markery (Poteral,
1975; Dookuret al, 2001), pi diagnostice &dicnych chorob (Saiket al, 1985; Valaeet
al., 2009) neboip genetické daktyloskopii v kriminalistice (Gill &/ errett, 1987; Decorte,
2010).



2. CILE

» Porovnat vhodnost diagnostického PCR, RFLP a DG@Edptekci bakterialnich

endosymbiont u D. noxiaaceledi Adelgidae se zatifenim na sekundarni endosymbionty.

» Analyzovat druhové spektrum detekovanych endosyntibice vztahu k rozgeni

na hostitelské rostlih(D. noxig, piipadré otestovat mozné koevalni vazby (Adelgidae).



3. METODIKA

3.1. Material

Zkoumany material (floha 1 a 2) sesbirali, determinovali a nastegoskytli Ing.
Jan Havelka, Ph.D. a RNDr. Petr Stary, DrSc. (oNd& Biologické centrum AVCR).
Vzorky byly uchovavany hil v 98% etanolu, nebo byly ihned poéab a identifikaci
zamrazeny aip-80 °C uskladény v mrazaku az do dalSiho zpracovani. Nasbirahy by
v letech 2008 az 2011Cast mnou uzitych vzotk byla pouzita také v publikaci od
Zurovcovéet al (2010).

Pro optimalizaci metod detekce bylo ziskano 5 viohkyrthosiphon pisumze
kterych 4 byly undle infikované kazdy jinou sekundéarni baktede(ratia symbiotica
Rickettsiasp.,Hamiltonella defensa Regiella insecticolpa jeden slouzil jako negativni
kontrola. Tyto referetni vzorky poskytl Dr. Jean-Christophe Simon z faukského

Narodnihainstitutu provyzkumv zemgdélstvi (INRA, Rennes, Francie).

3.2. Extrakce DNA

Pokud se pro izolaci DNA pouzivaly lihové vzorkyylibjedinci pred extrakci
ponechani par minut na kousku btité vaty za delem odpe&eni gebyt&ného etanolu.
Ten by mohl inhibovat izolaci.

Kizolaci bylo pouzito 2 az 5 klonalnich jedinma jeden vzorek a extrakce
probihla pomoci jedné z nasledujicich metod.

3.2.1. I1zolace pomoci DNeasy Tissue Kit (QIAGEN)

Postup proéhl dle navodu vyrobce. Pro zvySeni &&mosti byla vSak zévecna
eluce rozdlena do dvou frakci (objem 100 a f9. Z prvni frakce bylo odpipetovano
50 ul a s timto vzorkem bylo déle pracovano. Uchovéwdpii 4 °C. Zbytek prvni frakce
a cela druha frakce byly zamrazerty20 °C pro poz#si pouZziti.

3.2.2. 1zolace prostednictvim ,Squishing buffer” (SB) (Gloor et al., 1993)

Pipetou bylo nabrano 50 pl SB (10 mM TRIS-CI, pR2,8 mM EDTA, 25 mM
NaCl a 200 ug/ml proteindzy K) a pomoci Sy stimto roztokem byl vzorek



v mikrozkumavce (0,5 ml) homogenizovan. Po daleri byl zbyly SB ze Spky vytlacen
ke vzorku.

Vzorek byl inkubovan $ 37 °C 20 az 30 min a poté byla teplota navySeaa n
95 °C. Ri pusobeni této teploty po dobu 2 minut dosSlo k inadivproteinazy K.
Izolovana DNA byla bd rovnou pouzita do PCR reakce, nebo byla zamrapeoa
pozcjSi pouZziti.

Pokud byly pouzity lihové vzorky, byli jedinci pocteani 15 az 20 min ve 20 pl
elueniho pufru (TE, firma GIAGEN), ktery bylipd gidanim SB odpipetovan. K jeditum
uchovavanym v mrazéku byl SBigan bez tohoto mezikroku.

3.2.3. I1zolace pomoci Invisorb Spin Tissue Mini Kit (Invitek)

Bylo postupovano podle navodu vyrobce aézé&ina eluce prothla steji jako

u izolace pomoci DNeasy Tissue Kit.

3.3. Polymerazovaretézova reakce (PCR)

3.3.1. Pouzité primery

V nasledujici tabulce (Tab. 1) jerghled primei, které byly pouzity p
jednotlivych metodach detekce. Ve vSecpadech Slo o amplifikaci Useku DNA pro 16S
rRNA. Fi pouziti reversniho primeru 480R byl $asti amplikonu mezigenovy mezernik
(IGS, intergenic spacer) &st genu pro 23S rRNA (Obr. 1). Primery uZité mpetodt
DGGE a RFLP spolu s primery Common reverse a 489Rachazeji v konzervované
oblasti pouzitého ribosomélniho genu, respektivaugpro 23S rRNA u 480R. Zbylé
primery nasedaji v druhéspecifickych¢astech genu. Konkrétrprimery PABSF a T99F
cili na bakteriiHamiltonella defensaPARF na drulRickettsiasp., PAUSF a U99F na
endosymbionta&Regiella insecticolaa PASSF a R250F jsou specifické pro d&erratia
symbiotica

Pro techniku DGGE byly vyzkouSeny &vdvojice primed. U paru
pA8f/PRUN518r byla dekavana délka fragmentu cca 560 bp (Fjellbirkeleinal, 2001),

u druhé dvojice (341F/907R) cca 550 bp (Gotteekl, 2006).
Primery serrF, hamF, regF a rickF byly navrzenyzéklad sekvenci ziskanych

z refergnich vzorki z Francie.
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Obr. 1 Pozice nasedani primiedle Sandstroret al. (2001) — upraveno

Tab. 1 Prehled pouzitych primér

metoda primer sekvence primeru 5— 3’ autor
pA8f* AGA GTT TGATCC TGG CTC AG Edwardset al (1989)
PRUN518r ATT ACC GCG GCT GCT GG Muyzeret al (1993)
DGGE 341F** CCT ACG GGA GGC AGC AG Muyzeret al (1993)
907R CCGTCAATTCMT TTGAGTTT Muyzeret al (1993)
BuchF CTG TTG CCA GCC AGC GGT TCG GC| Leonardo & Muiru (2003)
PABSF AGT GAG CGC AGT TTACTG AG Leonardo & Muiru (2003)
PARF CCAACCCTT GAC ATG GTG GT Leonardo & Muiru (2003)
PAUSF CGG CGA GCG TGC GAA CGT AAG CGA Leonardo & Muiru (2003)
PASSF TAT ACA AAG AGA AGC GAC CTC G

Leonardo & Muiru (2003)

Common reverse

CCC CTA CGG TAA CCT TGT TAC GA

)

Leonardo & Muiru (2003)

Diagnostické R250F GGT AGG TGG GGT AAC GGC TC Sandstronet al. (2001)
PCR U99F ATC GGG GAG TAG CTT GCT AC Sandstrénet al (2001)
T99F AGT GAG CGC AGT TTA CTG AG Sandstronet al (2001)
480R CAC GGT ACT GGT TCACTATCG GTC|  Sandstronet al (2001)

serrF CTT GAG GGG TGG CTT CCG TAG Jaro$ova

hamF GGA AGC GAT AAA TGC GAA TTAC Jarosova

regF GTG GCC TAG TGT TAT GGC GTC Jarosova

rickF CTG CGG AGG AAA GAT TTATCG Jarosova
SELP 10F AGT TTG ATC ATG GCT CAG ATT G Sandstronet al (2001)

1507R TAC CTT GTT ACG ACT TCA CCC CAG

Sandstrénet al. (2001)

*GC-svorka, 5-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGLCGGGGGCAGGGG-3
** GC-svorka, 5'-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGLLCGLLGLLCG-3

10




3.3.2. Reakéni smés

Standard#é byl Master mix michan do 12,58 (Tab. 2). Pro metodu DGGE byla
pak reakni snes pripravovana ve dvojnasobném objemdi BFLP ve ¢tyinasobném

objemu.

Tab. 2 Slozeni reani snEsi

ddH,O 7,2 ul
BSA 0,5 pl
10 x ExTaq pufr 1,25 pl
dNTPs (2,5 mM) 1p
Primer forward (5 uM) 0,75 ul
Primer revers (5 uM) 0,75 ul
UNIS Taq polymeraza (5U/ul 0,1 ul
DNA 1pl

3.3.3. PCR profil

PCR reakce probihaly na termocyklerech MastercyegegradientS (Eppendorf)
a TC-XP Cycler (Bioer) podle nasledujicich progiaifiab. 3).

U elektroforetické analyzy DGGE byly nejprve vyzEeay profily uvadné
v pavodnich publikacich. Pro primery pA8f/PRUN518r (Fjekeland et al, 2001) bylo
navrhovano: Gvodni denaturacé 2 °C po dobu 5 min, nasledovalo 30 dyklenaturace
(30 s i 92 °C), annealingu (30 stip55 °C) a elongace (30 sipr2 °C) a pak jest
postelongace 4 minippii 72 °C. U primei 341F/907R (Gottlieket al, 2006) byl
doporwovan profil: denaturace po dobu 2 mit 5 °C, poté 30 cykl 30 s i 92 °C, 30 s
pii 58 °C a 30 s it 72 °C a konéna extenzeifp 72 °C po dobu 5 min. Nasleéoyl pro
ob¢ dvojice primed pouzivan jednotny profil uvedeny v Tab. 3.

Zakladni profil Endosl byl pouzit u kombinace fordavych primeé BuchF,
PASSF ¢i PARF sreversnim primerem Common reverse k detekelosymbionta
Buchnera aphidicolarespektiveSerratia symbiotica respektiveRickettsiasp. Ri detekci
druhu Hamiltonella defensabyly pouzity primery PABSF/Common reverse a oproti
piedchozimu programu byla teplota annealingu navygarB °C a p&et cykii vzrostl na
33. Dvojice primet PAUSF/Common reverse cilila na endosymbidegiella insecticola
a u zakladniho profilu doSlo ke sniZzeni doby aringalna 30 s a byliglan samostatny
elonga@ni krok (45 s i 72 °C). (Leonardo & Muiru, 2003)
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Amplifikace pomoci specifickych prim&érR250F, U99F, T99F a universalniho
primeru 480R probihalatipprofilu Endos_new (Sandstroet al, 2001).

Primery serrF, regF, hamF a rickF byly kombinovanyommon reverse primerem,
piicemz pro prvni dva specifické primery byl pouzivdagram Endosi_new3 a zbylé dva
byly pousény na profil Endosi_new4.

K ziskani PCR produkitpro restrikni S€peni byly pouzity primery 10F a 1507R
a amplifikace probihalafpprogramu RFLP.

Tab. 3 PCR profily

Endosl Endosi_new4 Endosi_new3
teplota (°C)| doba (s)| teplota (°C) doba (s) | teplota (°C) doba (s)
1. predenaturace 94 420 94 120 94 120
2. denaturace 94 30 94 30 94 30
3. annealing 62 60 60 35 64 35
4. elongace - - 72 45 72 30
5. postelongace 72 420 72 120 72 12(
6. uchovavani 4 00 4 0 4 ©
opakovani krok 30x 32x 32x
2-4
RFLP DGGE Endos_new
teplota (°C)| doba (s) teplota (°C) doba(s) tep(®@) | doba (s)
1. predenaturace 94 60 94 120 94 120
2. denaturace 94 60 94 30 94 60
3. annealing 55 60 58 30 54 60
4. elongace 72 120 72 30 72 90
5. postelongace 72 180 72 120 72 120
6. uchovavani 4 0 4 0 4 ©
Opako‘z’i;“ krok 33x 35x 30x

3.4. Standardni agarézova elektroforéza

Elektroforéza byla pouzita k &keni UsgsSnosti amplifikace f PCR reakci a ke
kontrole velikosti ziskaného fragmentu DNA.

Byl pouzit 1,5% gel (1,5 g agarézy (SeaKem LE AgaroCambrex) bylo
rozpuséno v 98,5 ml 1x TAE pufru (50x TAE pufr: 242 g TRIS7,1 ml kys. octové,
100 ml 0,5 M EDTA, 1000 ml H20, pH = 8,0)). 8sbyla rozvéena v mikrovinné trouf
a poté ochlazena na cca 50 az 60 °C. Pak byttamo 10ul/100 ml ethidium bromidu
(koncentrace ug/ml), gel byl nalit do formy a byly do¢pvioZeny tebinky pro tvorbu
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jamek. Tuhnuti trvalo ip pokojové teplot 30 az 40 min. Hotovy gel byl pouZzit rovnou
pii elektroforéze nebo uchovavan v 1x TAE pufitu4°C v chladnice.

Na gel byl nanesen 1 pl vzorku smichaného se Jap&seciho roztoku (,loading
dye“: 700 pul ddHO, 300 ul 100% glycerolu, 0,5 mg bromfenolové iiod elektroforéza
béZela @i 120 V giblizné 40 min dle délky gekdvaného fragmentu.

DNA byla zviditelrtna na UV transiluminatoru (UVP Transilluminator)ogmeém
s digitalni kamerou, kterou byly fiaeny fotografie vysledného gelu (Obr. 2).

K odhadu velikosti fragmentu naamplifikované DNAI Ippuzit velikostni marker
Lambda DNA/EcoRI+Hindlll (Fermentas).

by ngf0.5pg e

— 21222188 43

L8 8
= al.
— 4268 440
— 3520*  36.4

—

— 2027 209
— 1904 1486

— 1584 163
— 1375 14.2

— 247 9.
— 831 8

g

1-11...vzorky z prouzk

— 5 5B vyizlych po DGGE

1% TopWision™ LE GQ Agarcse #RO491)

0.5)g/lane, Sem lengih gel,
1% TAE, T\, 45min

A... Marker Lambda
DNA/EcoRI+Hindlll

Obr. 2 Owieni us@snosti reamplifikaci po DGGE

3.5. Purifikace PCR

3.5.1. Cisténi pomoci snési EXoSAP

Pri &istsni pomoci snssi ExoSAP-IT (USB) byl pouZit protokol od vyrobce, avdak
mnoZstvi Exosapu bylo snizeno a doba inkubace quddha. K PCR produktu (10 az
11 pl) bylo na leduifdano 1,5 pl ExoSAPu (OQWbExo | a 1ul SAP), vysledna siis byla
promichana pomoci vortexu a naskedrkubovana v termocykleruip37 °C 30 min ap
80 °C 15 min. Ve druhém kroku doSlo k inaktivacobakenzyni. Produkt byl poté ihned

pouzit nebo byl zamrazen pro dalSi pouZiti.
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3.6. Restrikéni analyza RFLP (polymorfismus délky restrikénich fragmenti)

Pro tuto metodu byl vyuzit PCR produkt ziskany pexnictvim primel 10F
a 1507R (Tab. 1), které naamplifikugtginu délky genu pro 16S RNA a jsou universalni
pro vSechny eubakterie (Sandstrd@h al, 2001). PCR reakce probihala za podminek
uvedenych v Tab. 3. Pro nasledn&éni byly pouzity restriéni endonukleazy Clal, Sacl,
Sall a Xbal. Sandstrorat al. (2001) sice ve své praci pouziva enzym Sstl,bignvSak
v mé praci nahrazen enzymem Sacl. Tato endonuklsdita s prvié jmenovanou jak
rozeznavané misto, tak iigob Stipani.

Rozeznavana sekvence aigpb S¢peni pouzitych enzyije znazortin v Tab. 4.

Tab. 4 Charakteristika pouZzitych restiikich endonukleaz dle databdze REBASE

(http://rebase.neb.com)

enzymy Rozeznavana sekvence ugqb stihu
Clal 5" ATCGAT 3 5'---AT CGAT---3
a 3' TAGCTA 5' 3'---TAGC TA---5'
Sacl 5" GAGCTC 3 5 ---GAGCT C-- 3
3' CTCGAGYS' 3'---C TCGAG---5'
sall 5" GTCGAC 3 5'---G TCGAC--- 3
3' CAGCTG 5' 3'---CAGCT G---5'
Xbal 5" TCTAGA 3 5'---T CTAGA---3'
3' AGATCT 5' 3'---AGATC T---5'

Vzorky po amplifikaci byly peciStény pomoci kitu ,DNA clean-up” firmy
QIAGEN. Byl dodrzen postup dle vyrobce a eluce lpydavedena do 40l ddH,O. Kazdy
PCR produkt byl pouzit ip 6 S€penich — kazdy enzym zvigaSvSechny enzymy
dohromady a k posledni kontrolni gadebyl gidan zadny enzym. &@kavané velikosti

fragment jsou vypsany v Tab. 5.

Tab. 5 Ocekavané délky fragmeintlle Sandstrénat al. (2001) (bp)

enzymy Buchnera R-type T-type U-type
Clal - - - 468+1032
Sacl - 471+1029 - -
Sall 53+635+819 - - -
Xbal - - 663+846 -
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Smes pro kazdé 8peni obsahovala @ precisttného PCR produktu, 0,8 enzymu
(dle predchoziho popisu) a pufr Tango 10x tak, aby vysteolsjiem cinil 10 pl. Vzorky
byly vloZeny do vodni lazn kde byly inkubovany i 37 °C po dobu zhruba 4 hodin. Poté
byly 3ul vzorku smichany se 3u loadind dye, naneseny na 2% agarézovy gel
a elektroforéza ¢¥ela @i 120 V asi 40 minut. Vysledek &teni byl zviditelgn na UV
transiluminatoru (UVP Transilluminator) spojenéndigitalni kamerou, kterou byly

potizeny fotografie vysledného gelu (Obr. 3).

by no0.50

— 21226 2188

5148 &30
g 53

— 2R 240
_ SR 364

— 2027 209
— 1004 19.6

— 1624 16.3

— 1375 142 1-4... vzorky Stipany

enzymem Sacl

A... Marker Lambda
DNA/EcoRI+Hindlll

5-8... vzorky Stipany
enzymem Sall

— Q47 9.8
— 531 8.6

= 464 a8

1% TopWision™ LE GO Agarose (#R0491 )

0.5padlana, Scm lengih gel,
17 TAE, Tvidzm, 45min

Obr. 3 Fotka gelu po RFLP

3.7. Denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Pro DGGE byla pouzita elektroforéza TV400-DGGE adny SCIE-PLAS.
Rozmery skel byly 20,5 x 20 x 0,4 cm a vysledny galltious’ku 0,1 cm. Kazeta mohla
byt pouzita oboustragntzn. pro dva gely, nebo mohl byt nalit pouze fedel a druha
strana nahrazena dodanou slepou deskou.

3.7.1. Priprava gelu

Prvre byly pripraveny 2 zasobni roztoky o vysledné koncentramadiurujicich
latek 0 a 80 % (Tab. 6). Roztoky byly uchovavany4p’C po dobu az &kolika tydni bez
zjevnych znamek zhorSeni vyslednych uge¥ tchto roztok pak byly gipravovany
roztoky v kombinacich 10 a 40 % denatutamtbo 20 a 60 % denaturarfiab. 7).
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Tab. 6 SloZeni zasobnich roztblpro polyakrylamidovy gel

0% denaturant

80% denaturar

modgovina 0g 16,8 g
formamid oml 16 mi
50x TAE pufr 1ml 1ml
40% akrylamid 7,5 ml 7,5 ml
ddH,O 41,5 ml do 50 ml
celkem 50 ml 50 ml

—

Tab. 7 SloZeni roztok o pozadovanych koncentracich denaturant

0% denaturant

80% denaturar

10% 15,3 ml 2,2 ml
40% 8,75 ml 8,75 ml
20% 13,1 ml 4,4 ml
60% 4,4 ml 13,1 ml

—

Aparatura pro DGGE byla sestavena dle navodu vgabgied nalévanim gelu

bylo zapnuto zativani 1x TAE pufru v elektroforetické vama 50 °C.

Zatizeni pro tvorbu gradientu bylo postaveno na magkmi michgku a k mu

byla gripojena gumova hatka. Ta kodila nanaseci Spkou zasunutou mezi skleme

desky. Upeviéna k nim byla lepici paskou. Do obou komoritée gradientu bylo vioZzeno

magnetické michadlo a vypustny i &uovaci kohout byly uzaeny. Do komory

vzdalerjSi od vypustného kohoutu byl nalit roztok o nikBincentraci denaturaint do

druhé komory byl nalit roztok o vysSi koncentrd€iobéma roztokm bylo @idano 45ul
20% APS (persulfat amonny, uchovavan p20 °C) a 15ul TEMEDu (N,N,N',N'-
tetramethylethylendiamin) a byla zapnuta mé&aa Zhruba po 20 az 30 sekundéach byl

pooteven vypustny kohout, a kdyZ roztok dorazil ke spouniokraji aparatury, byl

pooteven i snéSovaci kohout. Nalévani gelu trvalo 10 az 12 miRaetdokogeni byl mezi

skla zasunut iebinek a gel se nechal 1 hodinu tuhnout. Stejnytuposasliedoval

i v piipadt nalévani druhého gelurdttim vSak musel byt proplachnut fMogradientu

i gumova hadika a byla pouzita nova nanasecickpi
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3.7.2. Elektroforéza

Po ztuhnuti gelu byla kazeta s gelem vioZzena dktreferetické vany a teplota
byla zvySena na 60 °C. Poté byl vyndaeldinek a vytviené jamky byly proplachnuty
TAE pufrem pro odstrami nezpolymerovaného zbytku roztoku adgoany. Po smichani
20 ul PCR produktu se 4l nanaseciho roztoku byly vzorky naneseny na gaptil bylo
nastaveno na 230 V a separace probihala 4,5 hdBijfe vyzkouSena i kombinace nizSiho
napsti pasobiciho po delSi dobu (100 V/17 hodin), ale v omtipad nebyla separace
aspEsna.

Po skowreni elektroforézy byl gel vyjmut,ipndan do vakky s TAE pufrem
obsahujicim ethidium bromid a za mirnéheptni se barvil 15 minut. Vizualizace
prokehla na UV transiluminatoru spojeném s digitalni kaou, kterou byly pigzeny

fotografie vysledného gelu (Obr. 4).

Buchnera
Rickettsiella
Rickettsia
Serratia
Hamiltonella
Regiella

Obr. 4 DGGE gel s referamimi vzorky

3.7.3. Izolace DNA z gelu a sekvenace

Po fotografické dokumentaci gelu byly vybrané pauzkyiiznuty (@i UV

transiluminaci) a umishy oddlen¢ do jednotlivych mikrozkumavek. Do kazdé
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mikrozkumavky pak bylo fidano 100ul ddH,O, vzorky byly promichany vortexem
a ponechanyigs noc pi 4 °C.

Poté nasledovala reamplifikace vzrklako DNA templat byly do re&ki snesi
pro PCR pidany 2 ul vody ze zkumavky s wWznutym vzorkem. Po prébnuti PCR
reakce byly vzorky naneseny na agar6zovy gel dlietihi bromidem a po skoéani
elektroforézy byly vizualizovany na UV transilumtoéu.

Nasledovalo fCiSténi pomoci ExoSAPu afjprava na sekvenaci. Na zakiad
vysledku elektroforézy a jejiho porovnani svelikdm markerem, bylo do
mikrozkumavky pidano mezi 8 az 10 ng DNA. K té byldigéno je& 0,5 ul primeru
avoda v takovém mnozstvi, aby vysledny objem veracedcinil 7,5 ul. Vzorky byly
poté odneseny do Labor#to genomiky na UMBR AV, kde byly dale zpracovany
piistrojem ABI PRISM 3130xl.

3.8. Vyhodnoceni a zpracovani sekvenci

Ziskané sekvence byly identifikovany v databazi NCB nastroj BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) a RDP (Ribosomal Diasise Projekt,
http://rdp.cme.msu.edu/).

Nasledr byly zpracovavany v programu MEGA verze 4 (Tametral, 2007). Zde
byly v piipadt potreby opraveny a pomoci metody ClustalW z nich byltvesen
alignment. Na jeho zakladbyla provedena shlukovaci (klastrovaci) analyzaoouu
Neighbour-Joining (NJ). Dendrogramy byly vyteay pomoci modelu Kimura 2-
Parametr, icemZ mezery byly zohlédvany a zapg@tavany jako dalSi znak pouzitim
volby ,Pairwise deletion®. Statisticka podpora ziekho stromu byla testovana metodou
bootstrap (1000 opakovani).

Pro tvorbu kofylogenetického znazémi vztahu hostitele a bakterie byl pouzit
program CoRe-PA (Merklet al, 2010). Nejdive byly vytvaeny dendrogramy jak pro
hostitele, tak pro bakterie v programu MEGA verzéviz vysSe) a ve form zobrazujici
pouze topologii byly ulozeny. Nasletinbyly pomoci programu FigTree v1.3.1
konvertovany do formatu nexus. Poté byly oba stratoyeny do spokného textového
dokumentu a bylo zde dopsano, ktery druh baktgfielétekovan u kterého druhu mSice.
Cely soubor byl po uloZeni ot®en v programu CoRe-PA, ktery vyiohypotetické
znazorrni symbiotického vztahu.

Pouzité histogramy byly vyt¥eny v programu Microsoft Excel.
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4. \/YSLEDKY

4.1. Diagnostické PCR

4.1.1. Diuraphis noxia

Pritomnost endosymbioiitu D. noxiabyla testovana pomoci specifickych pririner
u 45 vzork. PCR reakce pra@bla @i pouziti primefi BuchF/Common reverse,
PASSF/Common reverse, PABSF/Common reverse a hamiOn reverse. V prvnim
piipadt byla amplifikace Usfsna u vSech 45 testovanych vzigrk druhém pipads u 15
vzorka, u 1 vzorku pi tieti kombinaci primer a 18 vzork bylo naamplifikovano pomoci
posledni dvojice primér(Tab. 8). Amplikony byly nasle@nosekvenovany a na zaktad
ziskané sekvence identifikovany (databaze NCBI strof BLAST). Prosednictvim
primeri BuchF a PABSF byly detekovany odpovidajici druBychnera aphidicola
aHamiltonella defensaU produkfi ziskanych pomoci primeru PASSF se ukéazalo, Ze
doSlo k amplifikaci bakteri®antoeasp. namisto &ekavaného druh&erratia symbiotica

A u posledniho paru primiese ani z jednoho PCR produktu nepddasekvence ziskat.

Tab. 8 Seznam usgEne amplifikovanych vzori pii pouZiti specifickych primér(D. noxig

Primery | Cislo vzorku

BuchF/ | L2 5.6, 7 8,0 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16187 19, 20 21, 22, 23, 24. 25. 26,
ComRev| 27, 28 29. 30, 31, 32, 33. 34. 36, 38, 30, 4042143, 44, 45, 46, 47, 48, 49
PASSF/ | 1 15 13, 14, 17, 20, 21, 25, 26, 38, 41, 4244649

ComRev

PABSF/

ComRev 44

hamF/ |9 10 11 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 2022136, 39, 40, 46

COmReV L b 1 H b 1 b ] H b 1 H b L

4.1.2. Adelgidae

U zastupé celedi Adelgidae byly specifické primery testovang 21 vzorcich,
piicemZ PCR reakce prébla u 4 vzork pii pouZiti primefi R250F/480R a u 13fpuziti
primeri serrF/Common reverse (Tab. 9). Nasledovala sekeeaaporovnani ziskanych
sekvenci s databazi NCBI. Vzorky 10841, 10842 a 12011 byly identifikovany jako
Streptococcusp., vzorkye. 3062, 3076, 3497, 3576, 10536, 10541, 10582 &3 (Hko
Escherichia coli ¢isla 3098 a 10688 jakBrovidenciasp.,¢islo 3231 se ffiradilo k druhu
Pantoeasp. a vzorekislo 11619 vykazoval shodnost se dritahnellasp. aHafnia alvei
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Tab. 9 Seznam usgne amplifikovanych vzorl pii pouZiti specifickych primer (Adelgidae)

Primery | Cislo vzorku

R250F/
480R 10841, 10842, 10960, 12011

serrF/ 3062, 3076, 3098, 3231, 3497, 3576, 10576, 105289824, 10655, 10688, 10960,
ComRev| 11619

4.2. RFLP

Restrikni analyza byla provedena u 32 vaork celedi Adelgidae. Ztoho
u 6 nenalezla ani jedna pouzitd endonukledza swp@znavaci sekvenci a PCR produkt
nebyl roz&pen. U zbylych vzonk probshlo S€peni jednim nebo d@dwma enzymy,
v pripac vzorku 3572 se uplatnily dokoncé endonukleazy. U &tSiny pipadi byly
detekované fragmenty vysledkemegp#ni restriktazy Sall. Enzym Xbal naopak nebyl
aktivni ani u jednoho vzorku. Po ziskani dat z DG@Etody byly vyhledany restni
mista pouzitych enzyinu detekovanych bakterii a vysledek je rozepsaab T0.

Tab. 10 Schopnosti pouzitych enzyngtipat detekované bakterie

Clal Sacl Sall Xbal

Hafnia alvei nestipa nestipa ~ 800, ~ 850 nestip3
Burkholderiasp. nestipa nestipa nestipa nestipa
Sodalislike ~ 450 ~ 1015 nestipa nestipa
Providenciasp. nestipa nestipa nestipa nestipa
Altererythrobactersp. nestipa nestipa nestipa nestipa
Ecksteinia adelgidicolg  nestipa nestipa nestipa nestipa
Steffania adelgidicola nestipa nestipa nestipa nestipa
Bacillussp. nestipa nestipa nestipa nestipa
Gluconobactesp./ ~ 225 nestipa nestipa - 1070
Ameyamaeap.

Pseudomonasp. nestipa ~ 815 nestipa nestipa
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4.3. DGGE

4.3.1. Diuraphisnoxia

Ze 347 vzork druhu Diuraphis noxiase u 15 nepodio ziskat PCR produkt.
Jednalo se o vzorkyislo 1 (Francie), 8 (Egypt), 11-8 (iran), 23 (Ako), 23-3, 23-4,
23-5, 23-6, 23-7, 23-8, 23-9 (vSechny vzorkyfdem 23 - Alzirsko), 24-5 (Alzirsko), 31-8
(USA), 45-6 (Spatisko) a 63-4 (Moldavsko).

U vSech ostatnich zastupcaohoto druhu, kde se amplifikace péta byl
detekovan primarni endosymbioBtichnera aphidicolaJeho pitomnost byla potvrzena
23 sekvencemi ziskanymi z nahédmytiznutych prouzi, u kterych byl na zaklad
lokalizace na geluipdpoklad na fitomnost tohoto endosymbionta. Déle byla u 56 vizork
detekovana je8tjedna azétyri dalSi bakterie (Tab. 11). Jejich identifikace Iptida
v databazi NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov) préedinictvim néastroje BLAST a shoda

hledané a nalezené sekvence se pohybovala meziBB&xo.

Tab. 11 Prehled detekovanych bakteriDu noxia

DalSi bakterie Procentuaini Vzorky

identita
Acinetobactesp. 99 % 41-5, 41-6, 42-3, 61-5, 61-6
Arsenophonus endosymbiont 99 % 14-3, 18-7, 27-9
Bacillussp. 99 % 33-8
Carnimonas nigrificans 98 % 18-3, 20-3 az 22-9
Erwinia aphidicola 99 % 20-4, 48-9, 56-1, 63-1, 63-6
Escherichia coli 99 % 52-2, 52-3, 54-1 az 54-3, 61-1 az 61-6
Pantoea agglomerans 99 % 21-5, 22-8, 25-6, 61-2, 63-3
Pseudomonasp. 100 % 46-4, 46-6, 50-8, 56-1, 63-1, 63-5, 637
Propionibacterium acnes 100 % 20-3 az 21-5, 21-8, 22, 22-3, 22-4, 22-9
Regiella insecticola 99 % 26-8, 30-5
Rhodococcusp. 98 % 65-3
Staphylococcusp. 99 % 6, 20-3 az 22-9, 42, 42-3
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Déle byla hodnocena zavislost vyskytu bakterieled#dgm na hostitelskou rostlinu,
kde se ukézalo, Ze druhobohatSi byla pSenice (Obr. 5). U té byla i opj@timeni vysSi
procentualni zastoupeni dosahujici u dvou baki&#6. Z grafu je také patrné, Zze druhy
Carnimonas nigrificans, Propionibacterium acnes,giR#a insecticola Arsenophonus
endosymbiont @acillus sp. se objevily pouze na pSenici a naopak bakksaherichia

coli aRhodococcusp. se vyskytovaly jen nacjmeni.

Zastoupeni bakterii v zavislosti na hostitelskédliros

‘S
fﬂj 12% O je¢men
w w .
-g o M pSenic
S 6% —
(8}
o 3%+
S 0% I
bakteri
K \ & &© &\ro S %05 & 6}% JU akterie
# SN ST
T T &L V& FFS
\’ .
L& F T SIS
v & é‘\o & P @
?Sgeo C) Q Q\OQ

Obr. 5 Procentualni vyjageni zastoupeni bakterii v zavislosti na hostitetsisfling

Vyskyt jednotlivych drufi bakterii v ramci zemi gvodu vzorki je vyobrazen
v Tab... Zté vyplyva, Ze nejvyssSi druhové zastoilpeylo u Moldavska a Turecka
a naopak u vzorfkz Francie, iranu ani Tuniska nebylyDiuraphis noxianalezeny zadné
bakterie. Zajimavé také je, ze dr@larnimonas nigrificandyl detekovan jen . noxia

pochazejicich z Turecka.
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Tab. 12Detekce bakterii vzhledem k zentiyodu vzorkuD.noxia

— } e
) S c n S (%) =2 7]
c o I < c a ®© 0 S

% o5 a S % co| 8 |§S 5 % n|2g| 3 3
c |aE| @ 8Sleco| £ | 0@ c vl © Q
o |ox 2 |EE|=s35| & |2€E| E |2e<c|58| 8 S
S |c2| T |EE|22| & |gS| S |E¢|Ta| & | 2
Q 5| @ |g2|Wwa| € a2 5 |8© X2 © 2
S |<¢ it C Q|8 g | S
< o | n

Francie

iran

Tunisko

Egypt 1

Chile 2

USA 1

Mad’arsko 1 2

Sparglsko 1 2

Alzirsko 1 1 2

CR 1 5 1

Moldavsko 2 2 6 2 4 1

Turecko 2 24 1 2 16 22

Fylogenetické vztahy bakterii Diuraphis noxiajsou zobrazeny na Obr. 6. Jak je
z dendrogramu patrné, étéina bakterii nalezi do stejné skupiny, konkkétiiidy

y-proteobacteria.
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48-9 2J1
63-1 A3
56-1 U4
Erwini hidicol
63.6 F3 a aphidicola
56-1 2A3
62| 120-42Q2
61-2 2B2
21-51D1
100|{l 63-3 C3
Pantoea agglomerans
54| 25-6 2A2
sg| [22-8 1K1
76 61-2 W1
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100

30-51U2

80 18-7 201
4}100 14-31C1 | Arsenophonus endosymbiont
100

63 27-9 1S1
20-6 1A1

o 225183
18-31D1
20-32P2

_ 58 21-41C2

42-31G2 _

- { ] Acinetobacter sp.

100— 615 v1

= 58— 63-5 E1

50-8171

56-1 U2

46-6 2G1

64-7 32

70| (46-4 1F1

85 63-1 AL

50— 20-6 1A2
100[1 25.9 282
2181F1

1001 26-8 1R2 . . )
— :| Regiella insecticola

Carnimonas nigrificans

Pseudomonas sp.

Propionbacterium acnes

33-81A1 _]Bacillus sp.
6 1D1 ]
100

225112
42-31G1
22-7 131
22-91L2
22-31G2
21-41C1
22 1F1
20-42Q1
422B1
[ 20-3 2P1

64

Staphylococcus sp.

o — |
0.05

Obr. 6 Dendrogram detekovanych bakteriiDu noxia (Neighbour-Joining, Kimura 2-Parametr,
Paiwise deletion, Bootstrap 1000)
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4.3.2. Adelgidae

Z 84 zastupt celedi Adelgidae nebyla PCR amplifikace &Spa u 11 vzonk
Konkrétre Slo o vzorkycislo 10575 Pineus orientaliy 10652 Pineus orientaliy 10678
(Adelges tardus 10736 Dreyfusia prell), 10841 Dreyfusia prell), 10843 Dreyfusia
prelli), 11002 Dreyfusia nordmanniange 11458 Adelges tardus 12009 Dreyfusia
nordmanninanag 12010 Dreyfusia nordmanninangea 12011 Dreyfusia nordmanninange
U zbytku byla detekovanatippmnost bakterii, které byly dle databaze NCBIateny
jako nasledujici druhy (Udaje v zavorce odkazujipnacentuélni shodu mych sekvenci
s danymi druhy)Burkholderiasp. (93 — 94 %)Hafnia alvei(95 %), Providenciasp. (96 —
97 %), Gluconobactersp./ Ameyamaeasp. (98 %), Altererythrobactersp. (98 %),
(1200 (98 %),
Sitophilussecondary endosymbiomtf Curculio/Sodalis glossinidiugsouhré oznaeny
jako Sodalislike (95 — 97 %)). Jejich vyskyt u jednotlivychorka je rozepsan v Tab. 13.

Pseudomonas sp. %), Bacillus sp. primary endosymbiont of

Tab. 13Vyskyt bakterii u Adelgidae

Druh Cislo Haellflr;:a Burkholderia sp. Dal3i bakterie
Eopineus strobi| 3059 Sodaliglike - 2x
Pineus pini 3062 Providenciasp.
Pineus cembrag 3071 Sodaliglike - 3x
Pineus cembrag 3072 Sodalislike
Glllette_ela 3076 +
coweni
: . , : Gluconobactesp./
Eopineus strobi| 3098 Providenciasp. A
meyamaeap.
Glllette_ela 3928 +
cooleyi
Glllette_ella 3929 +
cooleyi
Pineus pini 3230 Pseudomonasp.
Pineus pini 3931 Gluconobactesp./
Ameyamaesp.
C_h_olodkovskla 3326 +
viridana
Cholodkovskm 3307 +
viridana
C_h_olodkovskla 3328 +
viridana
Aphrastasia | 55,5 Sodalisiike - 2x
pectinatae
Eopineus 3487 Sodalislike - 3
pineoides
Pineus cembrag 3497 Sodaliglike - 3x
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Dreyfusia piceag

23498

Ecksteinia adelgidicola|

Steffania adelgidicg

Dreyfusia piceag

23499

Ecksteinia adelgidicola

Steffania adelgidicg

Eopineus strobi| 3572 + Sodalislike Providenciasp.
Pineus pini 3576 Providenciasp

Glllette_ella 3579 N

coweni

G|Ilette_ella 3582 +

coweni

Pineus cembrag 3583 Sodalislike

Dreyfusia picea¢3622 Ecksteinia adelgidicolal Steffania adelgidicg
Pineus cembrag 10536 Sodalislike

Dreyfusia , 10539 Ecksteinia adelgidicola] Steffania adelgidicg
nordmanninanage

Dreyfusia - - . -
nordmanninana(310540 Ecksteinia adelgidicolal Steffania adelgidicg
Dreyfusia , 10541 Ecksteinia adelgidicola] Steffania adelgidicg
nordmanninanage

Adelges laricis | 10555 +

Adelges laricis | 10567

Pineus orientalis 10580 Providenciasp.

Pineus orientalis 10581 Providenciasp.

Pineus orientalis 10582 Providenciasp.

Adelges laricis | 10636 +

Pineus orientalis 10655 Providenciasp Altererythrobactesp.
Pineus orientalis 10656 Sodalislike

Pineus orientalis 10657 Providenciasp.

Adelges tardus | 10679 +

Adelges laricis | 10688 +

Adelges laricis | 10689 +

Adelges laricis |10720 +

Dreyfusia prelli | 10736 +

Adelges laricis | 10829 + Buchnera aphidicola

Adelges laricis | 10839 +

Dreyfusia prelli | 10842 +

Gilletteella

cooleyi 10890 i

Adelges laricis |10960 + Altererythrobactersp.

Gilletteella | 11909 " Sodalislike

cooleyi

Gilletteella 11011 +

cooleyi

Gilletteella 11026 +

cooleyi

Gilletteella 1110957 ¥ Sodalislike

cooleyi

Gilletteella 1159 ¥ Bacillussp.

cooleyi
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Adelges laricis | 11031 +
Adelges tardus | 11196 +
Adelges tardus | 11206 +
Adelges tardus | 11340, + Altererythrobacteisp.
Sa_cc_hlphantes 11350 +
abietis

chghlphantes 11362  + +
viridis

S_a_cc_:hlphantes 11380 + +
viridis

chghlphantes 11413  + +
viridis

S_a_cc_:hlphantes 11426]  + +
viridis

Adelges laricis |11500 +
S_a_cc_:hlphantes 11550 + +
viridis

chghlphantes 11552  + +
viridis

S_a_cc_:hlphantes 11573 + +
viridis

chghlphantes 11614 + +
viridis

S_a_cc_:hlphantes 11619  + +
viridis

Sa.cc'hlphantes 11624 + +
abietis

Sa_cc_hlphantes 11625  + +
abietis

Adelges tardus | 11661 + +
Sa_cc'hlphantes 11697 + N
abietis

Procentudlni vyskyt bakterii detekovanych u drdbledi Adelgidae je zndza¥n
na nasledujicim grafu (Obr. 7). Zho vyplyva, Ze nejvice byla zastoupddarkholderia
sp., jejiz pitomnost byla detekovana u celych 60 % vaoikasledovana byla bakteriemi

Hafnia alvej Sodalislike aProvidenciasp. Jejich vyskyt se pohyboval mezi 12 a 17 %.
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Obr. 7 Procentualni vyjaeni zastoupeni bakterii u Adelgidae

Zastoupeni jednotlivych bakterii u zkoumanychirgelnaznaeno na histogramech
(Obr. 8). Z&ch je patrné, Z8urkholderiasp. byla detekovana ve vice jak 90 #ppdi
u wtsiny rodh. Vyjimku tvori rody Eopineusa Dreyfusig u kterych byl vyskyt pod 13 %
a u rodu Pineus tato bakterie nalezena nebyla.efalicksteiniaadelgidicolaa Steffania
adelgidicolabyly zjiStny pouze u rodiDreyfusig a to v 75 % fipadi. Zajimavy je i fakt,
Ze oba druhy byly detekovany vzdy spoie Z grafi také vyplyva, Ze urodu
Cholodkovskiaa Aphrastasiabyla gitomna pouze jedna bakterie, kdezto u ostatnich se

vyskytovaly sodasré minimalrg dva druhy.
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bakterie Adelges (16) bakterie Sacchiphantes (13)
Pseudomonas sp. Pseudomonas sp.
Sluconob.sp.f Ameya.sp. Sluconob.sp./ Ameya.sp.
Bacillussp. | Bactlius sp.
Buchnera aphidicoly Buchnera aphidicola |
Steffania adelgidicola | Steffania adelgidicola
Eclsteinia adelgidicola | Ecksteinia adelgidicola |
Altererythrobactersp, | Altererythrobactersp. |
Providenciasp. | Providenciasp. |
Sodalis like | Sodalislike
Burkhalderiasp. | Burkholderiasp. )
Haﬁ'zia alvei R Haﬁ'ng alvei #
04 0% 40%% B0 anvh 100% %% 2004 4004 6004 800 100%
bakterie Pineus (16) Dbalsterie Fopineus (4)
Pseudomonas sp. Dseudomonas sp.
Fluconob.sp./ Ameya.sp. Fluconab.sp. Ameya.sp.
Bacillus ap. Buacillus sp.
Buchnera aphidicola Buchnera aphidicola
Steffania adelgidicola Steffania adelgidicola
Ecksteinia adelgidicola Eeclestemnia adelgidicola
Altererythrobacter sp. Altererathrobacter ap.
Providencia sp. Providencia sp.
Soclaliz like Sadalis lthe
Burkhaolderiasp. Burkholderia sp.
Hufhia alver | Hafnia alvet | |
0% 20% 40%% A% 0% 100% %4 a0 4004 A0% 0% 10084
bakterie Gilletteella (11) balterie Dreyfitsia (8)
Psevdom onas sp. Poeridomonas sp. |
Slucanob.sp./ Ameya.sp. Sluc onob.sp./ Ameya.sp.
Bacillus sp. Bacillus sp.
Buchnera aphidicola Buchnera aphidicala |
Steffania adelgidicola Steffania adelgidicala |
Ecksteinia adelgidicola Ecksternia adelgidicola |
Altererythrobactersp. Altererythrobactersp. |
Providencia sp. Providenciasp. |
Sodalis [the Sodaliz like |
Brrkholderia sp. Burkholderia sp.
Haffriaalver | | | | | | Hafnia alver |
%4 2004 4004 G000 /00 100% 0% 2004 4004 G004 ans 10004
bakterie Aphirastasia (1) balkterie Cholodkovskia (3)
Peeudomonas 3. Peevidomonas 5p.
Suconab.sp. Ameya.sp. Fluconob.sp./ Ameya.sp.
Bacillus sp. Bacillus sp.
Buchnera aphidicala | Buchnera aphidicola
Steffania adelgidicola Steffania adelgidicola
Felksteinia adelgidicola | Ecksteinia adelgidicola
Altererythrobactersp. | Aftererythrobacter sp.
Providenciasp. | Pravidencia sp.
Sodalis like ] Sadalis like
Burkholderiasp. Burlcholderia sp.
Hafiria alver Hafhia alvet
(£ 2004 4004 0% an%n 100% 0% 2004 4004 60094 {004 100%%

Obr. 8 Zastoupeni bakterii u jednotlivych rodAdelgidae); ¢isla v zavorkach udéavaji pet

vzorki daného rodu

PrisluSnost bakteridlnich dribk tfiddma, B ¢i y-proteobacteria je vyobrazena na

Obr. 9. Pro vytveeni bylo pouzito vzdy po jedné sekvenci od kazddbtekovaného

druhu. VSechny bakterie pati ke tidé y se shlukly do jedné skupiny, ale druhy

z a-proteobacteria byly rozteny.

Toto rozdleni vSak neni &ohodné, protoze bylo

podegieno nizkou bootstrapovou hodnotou.
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Burkholderiasp. _] beta-Proteobacteria
Sodalis like
Steffania adelgicola

Buchnera aphidicola

Ecksteinia adelgicola gamma-Proteobacteria
89 Hafnia alvei

Providencia sp.

— Pseudomonas sp.

Gluconobacter sp./Ameyamaea sp. _| alfa-Proteobacteria
Altererythrobacter sp. ] alfa-Proteobacteria

Bacillus sp.

S — |
0.05

Obr. 9 Dendrogram bakterii detekovanych u Adelgidae (Neogin-Joining, Kimura 2-Parametr, Paiwise
deletion, Bootstrap 1000)

Na dendrogramu (Obr. 10), ktery byl vytem ze vSech sekvenci ziskanych
uvzorki zceledi Adelgidae, také dosSlo ke shluknuti bakteréledicich do tidy
y-proteobacteria jako nargdchozim obrazku, a sgasré byla vytvaena i skupinka druh

pafticich do tidy alfa-proteobacteria.
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11552 AE1
11575 AG1
11624 J1
11625 AB1
11362 11
11620 AHL
83| 11426 ACL
11614 AA1
11697 G1
71 L 11380 A1

10539 2M1
4‘100 3622 D1 Ecksteinia adelgicola
92110540 G1

1003572 2K1

3008 2J1

10582 K1 Providencia sp.
10655 A1

10581 F1

3345261 7] Sodalis like

10541 C1

200] 3622 D2

Steffania adelgicola
2001 110530 P2 9

Hafnia alvei

100

3499 181
3345 262 7] Sodalis like
3059 211 7
3071 112

3072 231

98

3071111

3572 2K3
10536 2A2
3059 212
3072 232
3583 1E1
3071113

Sodalis like

95

56
63

10829 27 7] Buchnera aphidicola

32302c1 7] Pseudomonas sp.
11614 2-D5 |
11026 2D1
10890 201
11027 2L1
3582 2B1

100 |1 3572 2K2
11028 1F1
3229 1D1

6913228 2.1
11625 2-1B

87

Burkholderia sp.
100 67| 11380 A3

11624 1C2
11362 2M1
10842 E1

1003372 1A1
3326 1H1
11500 B1
10839 2P1
10636 2-4

10720 2Q1 |
11028 1F2 ] Bacillus sp.

1001
|

‘ 10655 A2
mo' 11340F1 | Altererythrobacter sp.
10960 H1

—
0,02

Obr. 10 Dendrogram detekovanych bakterii u Adelgidae (Nadgin-Joining, Kimura 2-Parametr,
Paiwise deletion, Bootstrap 1000)
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h hostitgsou vyobrazeny na Obr. 11. Vzhledem
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fylogram hostitelskych druh v pravécéasti detekovanych bakteriifgruSovanéary naznauiji

Obr. 11 Zobrazeni hypotetické kofylogeneze bakterii a fefiostiteti (program CoRePoylevo je
symbioticky vztah
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5. DISKUZE

5.1. Extrakce DNA

Pri izolace DNA byly vyzkouSenyiit metody. Extrakce pomoci komisich sad
DNeasy Blood & Tissue Kit a Invisorb Spin TissuenMKit byla stoprocent& GsgsSna
aipi pouziti Squishing bufferu bylo dosaZzeno izolacevaiSiny vzorki. Vzhledem

k menSi finatni nar@&nosti kitu Invisorb se tento jevi jako nejvyh@gsi.

5.2. Diagnostické PCR

Prvni metodou pro detekci endosymbiotickych baktieyio pouziti specifickych
primeri pri diagnostickém PCR. Na zakkadliteratury bylo vybrano 8 druhev
specifickych forwardovych priméra 2 reversni primery univerzalni pro eubakteriic
kombinacemi bylo vytviieno 8 pét, z nichz 1 cilil na primarniho endosymbionta uensi
(Buchnera aphidicolpa zbylé dvojice primé&rmély za cil detekovat 4 n&gsgji nalézané
sekundarni endosymbionty u msic (Chen & PurceB7]1%anstronet al, 2001).

Primarni endosymbiorBuchnera aphidicoldyl nalezen u vSech pouzitych vzark
Diuraphis noxia To koreluje s jeho obligatnifipomnosti u mSic, ktera byla sledovana
v dile autoti Sanstromet al. (2001), ktéi tuto bakterii detekovali u vSech 17 diylkteré
do jejich studie byly zahrnuty. V témze dile auttaké uvadji, Ze u D. noxia nebyl
nalezen ani jeden zgyi testovanych fakultativnich endosymbidifidamiltonella defensa,
Serratia symbiotica, Regiella insecticadaRickettsiasp.). Naproti tomu v mé praci byla
u jednoho vzorku detekovana bakteidamiltonella defensaDivodem je mozna fakt, Ze
v jejich praci byl pouzit pouze 1 vzorek této msikdezto zde bylo testovandegs 300
vzorki. AvSak gredpoklad, Ze tato mSice fakultativni symbionty nej@@beci uznavany
a v rekolika dalSich dilech prezentovany (Russelal, 2003; Swaneveldet al, 2010).

U vzorka z celedi Adelgidae nebyla nalezena Zadna z testovaogkterii. Pestoze
amplifikace s déma pary primer byla Usgsna, po osekvenovani se ukazalo, Ze ziskané
amplikony paitly jinym bakterialnim drufim (Streptococcussp., Escherichia coli
Providenciasp., Pantoeasp. aHafnia alve). Mohlo to byt zgisobeno tim, Ze primery

nebyly dostatén¢ specifické a misto nasedani pritinee nachazelo i ¢¢hto bakterii.
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5.3. DGGE

5.3.1. Gel a elektroforéza

Pri vytvareni denaturgniho gradientu bylo vyzkouSen@kolik rozmezi, ale jako
nejspolehliv¥jSi se ukazalo rozpi 10 az 40 % a 20 aZ 60 % obsahu denatich latek.

Greenet al (2009) doportuje jako optimalni dobu tuhnuti gelu 1,5 az 2 hgdin
Pii mé praci bylo vypozorovano, Ze 1 hodina je pagiai. Dale autor uvadi, Ze lepSich
vysledki bylo pi jejich praci dosahovano, pokudZela elektroforézaipl00 V pgres noc
(17 hodin). Ja jsem tuto kombinaci #tpa doby také zkouSela, ale oproti nim jsem lepsi

vysledky ziskala, pokud bylo n&p230 V a elektroforéza probihala pouze 4,5 hodiny

5.3.2. Diuraphisnoxia

Pri ptipraw na DGGE se nepotilp ziskat PCR produkt u 15 vzarlD. noxiaze
347 testovanych.ii®inou mohl byt polymorfismus v mishasedani primér

Primarni endosymbiorBuchnera aphidicoldyl opst detekovan u vSech pouzitych
vzorki, cozZ potvrzuje vysledek diagnostického PCRelpoklad jeho obligatniho vyskytu
u D. noxia

U témet 17 % byla detekovana jeéstalSi jedna aZtyti bakterie, coz je oft
vrozporu spraci Russelet al (2003). Zcelkového @tu patilo 8 nalezenych
bakterialnich druth meziy-proteobacteria, 2 mezi Bacilli a 1 je ze skupirgtiAobacteria.

Pfi pohledu na ze pavodu msSic, u kterych byly tyto bakterie objevensoy
patrné rozdily wetnosti vyskytu (Tab. 12). U Francie nebyly detekoyZzadné druhy, coz
bylo pravé&podobr zpisobeno tim, Ze z této zeénbyl pouze 1 vzorek. S ohledem na
piedpokladany zijsob migrace (Obr. 12), kdy mezi z&rpavodniho vyskytu jefazen
i iran, je absence bakterii u vzérk této zems pochopitelnd, vezmeme-li v potaz, ze
u fakultativnich endosymbiointse gedpoklada jejich finos pro hostiteleip adaptaci na
nové podminky prostdi (Montlloret al, 2002; Tsuchid&t al, 2004). To vSak odporuje
tomu, Ze u vzork z Tuniska nebyly zjighy Zadné bakterie. NejspiS za tdza ot maly
pocet testovanych vzotk(2).

Napriklad bakterieArsenophonusjez byla zjis¢éna u 3 vzork, byla nalezena
u raiznych druli ¢lenovdi, pricemz Duronet al (2008) odhaduje jeji roz&ni u 5 %
druhi.
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Obr. 12 Migrace a oblasti vyskytu D. noxia podle analyzilA&HLiu et al., 2010)

5.3.3. Adelgidae

U 11 vzorki se nepodda amplifikace useku pouzitéhd@i@®GGE, coz mohlo byt
zpisobeno degradaci DNAGbem uchovavani. U 5 2dhto 11 vzork se vSak jednalo
o cerstw extrahovanou DNA, takZze zde mohl byt naévepiSe polymorfismus v mist
nasedani primérnebo zde nebylyitomny zadné bakterie, jejichz DNA by mohla byt
amplifikovana.

Pfi DGGE bylo detekovano paimé Siroké spektrum bakterii, z nichz 7 déuh
pati do tidy y-proteobacteria, 2 de-proteobacteria, 1 dp-proteobacteria a 1 sadi do
ttidy Bacilli. Detekce bakterii u jednotlivych mbge znazorana na Obr. 13.

U rodu Dreyfusia se kroénbakterie Burkholderiasp. vyskytly v 75 % fipach
druhy Ecksteinia adelgidicolaa Steffania adelgidicolakteré byly nedavno publikovany
v praci Toenshofet al (2011) jako novi zastupdiidly y-proteobacteria, ktése vyskytuji
u Dreyfusia nordmanninanaa Dreyfusia piceaeV dile této autorky byly tyto bakterie
detekovany u vSech zkoumanych vzotkchto drulii a taktéz i v mé praci. To naznge
mozny obligatni symbioticky vztah mezi uvedenymstiteli a bakteriemi.

Ve své nejnodjSi praci (2012) pak tato autorka zkouma endosytithié bakterie
u druhovych komplek Adelges laricis/tardusSacchiphantes abietis/Sacchiphantes viridis
a Gilletteella cooleyi/cowerli vSech nalezla dvojici bakterii nalezicich do respektive
B-proteobacteria, které se nejvice podobaly dinutHafnia alveia Burholderia sp. Ot
tyto bakterie detekovala u vSech studovanych vzovkmé praci bylaBurkholderiasp.
nalezena kroh téchto drulii i u Cholodkovskia viridana, Eopineus strofiDreyfusia
prelli. Bakteria Hafnia alvei se vSak oproti vysledku studie Toenshetf al (2012)

vyskytla sice u vSech vzakkoduSacchiphantesale jen wasti msSic rodwAdelges
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Obr. 13 Zastoupeni detekovanych bakterii u studovanych rod

U jednoho vzorku druhidelges laricisse mi pod#lo objevit bakteriiBuchnera

aphidicola coz je v rozporu s dosud publikovanymi daty (ndpenshoffet al, 2012),

OAdelges

B Sacchiphantes
BPicus
OEopineus
OGilletreella
BDrcyfusia
OAphrastasia

B Cholodkovskia

podle kterych se tento primarni endosymbiont m&ieledi Adelgidae nevyskytuje.

5.4. RFLP

Metoda restrikniho Seépeni byla vyzkouSena u 32 vzérkeledi Adelgidae, aviak
ziskana data nebyla nekorespondovalgek@vanymi délkami fragmeint Po provedeni
metody DGGE byla ziskana data porovnandl@Ra 3), ale nebyla zji&a vyznamgjsi

souvislost mezi bakterii detekovanou pomoci metbdyGE a zfisobem 3fpeni (i

metod RFLP. Rozdily v usgBnosti detekce pomoaianych metod mohou byt #pobeny
pravdpodobré riznou specificitou pouzitych primirpiipadré variabilitou ve vazebnych
mistech s templatem. Navic jgegnmé, Ze standardni PCR macv mnozstvi bakterii

v hmyzim €le malou citlivost, a proto nedetekuje bakteriet@agené jen v minimalnim

mnozstvi.
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6. ZAVER

V mé préaci byly vyzkouSeny 3 metody pro detekci hfolg endosymbiofit u
zastup@ mSic, které jest nebyly takto systematicky prozkoumany. Jako &iafjsi
metoda se jevi DGGE, nebalokazala detekovat i mikroorganizmy jinou metodou
nezjisene.

U D. noxia byly v rozporu s Udaji v literat) kde se uvadi, Ze tato mSice Zzadné
sekundarni endosymbionty nemd, nalezeno 12 bakieha druhi. Z nich napiklad
Hamiltonella defensaje jednim zZastych endosymbioft ktefi jsou nalézani utznych
druhi mSic. Nejvice bakterialnich drahbylo metodou DGGE detekovano na pSenici,
avSak nebylo zde nalezeno vyrggngeografické usgadani.

Cele? Adelgidae aZ donedavna nebyla v litefatuvyrazmji spojovana
s pitomnosti symbiotickych bakterii. V mé praci se kSpoddilo detekovat 11
bakterialnich druth a byly tak potvrzeny nedavno zeg¥né vysledky v dile autér
Toenshoff et al (2011, 2012), ki¢ u druhovych komplek Dreyfusia
nordmanninanae/piceae, Adelges laricis/tarduSacchiphantes abietis/Sacchiphantes

viridis aGilletteella cooleyi/cowertaké detekovali sekundarni endosymbiotické bakterie
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8. PRILOHY

Pfiloha 1Seznam vzork D. noxia

Cislo Stat, lokalita Datum sibbu | Hostitelské rostling Zpusp b, /
vzorku uchovavani

1 Francie, Montpellier 12. 02. 2008| Hordeum vulgare etanol

2 Tunisko, Enfida 22.04. 2008] Hordeum vulgare etanol

5 Tunisko, Hergla 21.04. 2008 Lolium perenne etanol

6 Egypt, EI-Sheikh Zuwayid 19. 04. 2008 Hordeum vulgare etanol
6-4 | Egypt, ElI-Sheikh Zuwayid 19. 04. 2008 Hordeum vulgare etanol
6-5 Egypt, EI-Sheikh Zuwayid 19. 04. 2008 Hordeum vulgare etanol

7 Egypt, EI-Sheikh Zuwayid 05. 04. 2008 Hordeum vulgare etanol
7-3 Egypt, EI-Sheikh Zuwayid 05. 04. 2008 Hordeum vulgare etanol
7-4 | Egypt, EI-Sheikh Zuwayid 05. 04. 2008 Hordeum vulgare etanol
7-5 Egypt, EI-Sheikh Zuwayid 05. 04. 2008 Hordeum vulgare etanol

8 Egypt, Rafah 20. 03. 2008 Hordeum vulgare etanol

9 iran, Kerman, Kerman Province 20. 04. 2008| Triticum aestivum etanol
9-3 iran, Kerman, Kerman Province 20. 04. 2008 riticum aestivum etanol
9-4 iran, Kerman, Kerman Province 20. 04. 2008rriticum aestivum etanol
9-5 | Iran, Kerman, Kerman Province 20. 04. 2008Triticum aestivum etanol
9-6 | Iran, Kerman, Kerman Province 20. 04. 2008rriticum aestivum etanol
9-7 | Iran, Kerman, Kerman Province 20. 04. 2008rriticum aestivum etanol
9-8 iran, Kerman, Kerman Province 20. 04. 2008 riticum aestivum etanol
9-9 iran, Kerman, Kerman Province 20. 04. 2008 riticum aestivum etanol
10 iran, Birjand, South Khorashad Province 20. 052008 | Triticum aestivum etanol
10-3 | Iran, Birjand, South Khorashad Province 20.2IW8 | Triticum aestivum etanol
10-4 | Iran, Birjand, South Khorashad Province 20208 | Triticum aestivum etanol
10-5 | Iran, Birjand, South Khorashad Province 20.20®8 | Triticum aestivum etanol
10-6 | Iran, Birjand, South Khorashad Province 20208 | Triticum aestivum etanol
10-7 | Iran, Birjand, South Khorashad Province 20.2IW8 | Triticum aestivum etanol
10-8 | Iran, Birjand, South Khorashad Province 20.2IW8 | Triticum aestivum etanol
11 iran, Birjand, Bojdi Plain, South Khorasan 21. ®. 2008 | Triticum aestivum etanol
11-3 | Iran, Birjand, Bojdi Plain, South Khorasan @%. 2008 | Triticum aestivum etanol
11-4 | iran, Birjand, Bojdi Plain, South Khorasan @%. 2008 | Triticum aestivum etanol
11-5 | iran, Birjand, Bojdi Plain, South Khorasan @%. 2008 | Triticum aestivum etanol
11-6 | iran, Birjand, Bojdi Plain, South Khorasan @%. 2008 | Triticum aestivum etanol
11-7 | Iran, Birjand, Bojdi Plain, South Khorasan @%. 2008 | Triticum aestivum etanol
11-8 | Iran, Birjand, Bojdi Plain, South Khorasan @%. 2008 | Triticum aestivum etanol
11-9 | iran, Birjand, Bojdi Plain, South Khorasan @%. 2008 | Triticum aestivum etanol
12 Turecko, Saraykdy-Konya 26. 06. 2008 Triticum aestivum etanol
12-3 | Turecko, Saraykoy-Konya 26. 06. 2008Triticum aestivum etanol
12-4 | Turecko, Saraykdy-Konya 26. 06. 2008Triticum aestivum etanol
12-5 | Turecko, Saraykdy-Konya 26. 06. 2008Triticum aestivum etanol
12-6 | Turecko, Saraykoy-Konya 26. 06. 2008Triticum aestivum etanol
12-7 | Turecko, Saraykoy-Konya 26. 06. 2008Triticum aestivum etanol
12-8 | Turecko, Saraykdy-Konya 26. 06. 2008Triticum aestivum etanol
12-9 | Turecko, Saraykdy-Konya 26. 06. 2008Triticum aestivum etanol
13 Turecko, Campus-Konya, Selcuklu 26. 06. 2008 Triticum aestivum etanol
13-3 | Turecko, Campus-Konya, Selcuklu 26. 06. 2008Triticum aestivum etanol
13-4 | Turecko, Campus-Konya, Selcuklu 26. 06. 2009 riticum aestivum etanol
13-5 | Turecko, Campus-Konya, Selguklu 26. 06. 2008 riticum aestivum etanol

46



13-6 | Turecko, Campus-Konya, Selguklu 26. 06. 2008Triticum aestivum etanol
13-7 | Turecko, Campus-Konya, Selguklu 26. 06. 2008Triticum aestivum etanol
13-8 | Turecko, Campus-Konya, Selcuklu 26. 06. 2008Triticum aestivum etanol
13-9 | Turecko, Campus-Konya, Selcuklu 26. 06. 200g riticum aestivum etanol
14 Turecko, Karaagacg-Konya, Bahri Dagdas 1 27.06. 2008 Triticum aestivum etanol
14-3 | Turecko, Kargsm¢-Konya, Bahri Dagdas 1 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
14-4 | Turecko, Karggac-Konya, Bahri Dagdas 1 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
14-5 | Turecko, Karggac-Konya, Bahri Dagdas 1 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
14-6 | Turecko, Karggac-Konya, Bahri Dagdas 1 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
14-7 | Turecko, Kargsm¢-Konya, Bahri Dagdas 1 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
14-8 | Turecko, Kargsm¢-Konya, Bahri Dagdas 1 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
14-9 | Turecko, Karggac-Konya, Bahri Dagdas 1 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
15 Turecko, Karaagac-Konya, Bahri Dagdas 2 27. 06. 2008 Triticum aestivum etanol
15-3 | Turecko, Kargsm¢-Konya, Bahri Dagdas 2 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
15-4 | Turecko, Kargsm¢-Konya, Bahri Dagdas 2 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
15-5 | Turecko, Kargsm¢-Konya, Bahri Dagdas 2 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
15-6 | Turecko, Karggac-Konya, Bahri Dagdas 2 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
15-7 | Turecko, Karggac-Konya, Bahri Dagdas 2 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
15-8 | Turecko, Kargsm¢-Konya, Bahri Dagdas 2 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
15-9 | Turecko, Kargsm¢-Konya, Bahri Dagdas 2 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
16 Turecko, Karaagac-Konya, Bahri Dagdas 3 27. 06. 2008 Triticum aestivum etanol
16-3 | Turecko, Karggac-Konya, Bahri Dagdas 3 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
16-4 | Turecko, Karggac-Konya, Bahri Dagdas 3 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
16-5 | Turecko, Kargsm¢-Konya, Bahri Dagdas 3 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
16-6 | Turecko, Kargsm¢-Konya, Bahri Dagdas 3 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
16-7 | Turecko, Karggac-Konya, Bahri Dagdas 3 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
16-8 | Turecko, Karggac-Konya, Bahri Dagdas 3 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
16-9 | Turecko, Karggac-Konya, Bahri Dagdas 3 27. 06. 2008Triticum aestivum etanol
17 Turecko, Cumra-Konya0O1 02. 07. 2008 Triticum aestivum etanol
17-3 | Turecko, Cumra-Konya0Ol 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
17-4 | Turecko, Cumra-Konya0l 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
17-5 | Turecko, Cumra-Konya0l 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
17-6 | Turecko, Cumra-KonyaO1l 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
17-7 | Turecko, Cumra-Konya0O1l 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
17-8 | Turecko, Cumra-Konya0Ol 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
17-9 | Turecko, Cumra-Konya0l 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
18 Turecko, Cumra-Konya02 02. 07. 2008 Triticum aestivum etanol
18-3 | Turecko, Cumra-Konya02 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
18-4 | Turecko, Cumra-Konya02 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
18-5 | Turecko, Cumra-Konya02 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
18-6 | Turecko, Cumra-Konya02 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
18-7 | Turecko, Cumra-Konya02 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
18-8 | Turecko, Cumra-Konya02 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
18-9 | Turecko, Cumra-Konya02 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
19 Turecko, Cumra-Konya03 02. 07. 2008 Triticum aestivum etanol
19-3 | Turecko, Cumra-Konya03 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
19-4 | Turecko, Cumra-Konya03 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
19-5 | Turecko, Cumra-Konya03 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
19-6 | Turecko, Cumra-Konya03 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
19-7 | Turecko, Cumra-Konya03 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
19-8 | Turecko, Cumra-Konya03 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
19-9 | Turecko, Cumra-Konya03 02. 07. 2008Triticum aestivum etanol
20 Turecko, Meram-Konya 10. 07. 2008| Triticum aestivum etanol
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20-3 | Turecko, Meram-Konya 10. 07. 2008 Triticum aestivum etanol
20-4 | Turecko, Meram-Konya 10. 07. 2008 Triticum aestivum etanol
20-5 | Turecko, Meram-Konya 10. 07. 2008 Triticum aestivum etanol
20-6 | Turecko, Meram-Konya 10. 07. 2008 Triticum aestivum etanol
20-7 | Turecko, Meram-Konya 10. 07. 2008 Triticum aestivum etanol
20-8 | Turecko, Meram-Konya 10. 07. 2008 Triticum aestivum etanol
20-9 | Turecko, Meram-Konya 10. 07. 2008 Triticum aestivum etanol
21 Turecko, Beysehirl - Konya 12. 07. 2008 Triticum aestivum etanol
21-3 | Turecko, Beysehirl - Konya 12. 07. 2008Triticum aestivum etanol
21-4 | Turecko, Beysehirl - Konya 12. 07. 2008Triticum aestivum etanol
21-5 | Turecko, Beysehirl - Konya 12. 07. 2008Triticum aestivum etanol
21-6 | Turecko, Beysehirl - Konya 12. 07. 2008Triticum aestivum etanol
21-7 | Turecko, Beysehirl - Konya 12. 07. 2008Triticum aestivum etanol
21-8 | Turecko, Beysehirl - Konya 12. 07. 2008Triticum aestivum etanol
21-9 | Turecko, Beysehirl - Konya 12. 07. 2008Triticum aestivum etanol
22 Turecko, Beysehir2 - Konya 12. 07. 2008 Triticum aestivum etanol
22-3 | Turecko, Beysehir2 - Konya 12. 07. 2008Triticum aestivum etanol
22-4 | Turecko, Beysehir2 - Konya 12. 07. 2008Triticum aestivum etanol
22-5 | Turecko, Beysehir2 - Konya 12. 07. 2008Triticum aestivum etanol
22-6 | Turecko, Beysehir2 - Konya 12. 07. 2008Triticum aestivum etanol
22-7 | Turecko, Beysehir2 - Konya 12. 07. 2008Triticum aestivum etanol
22-8 | Turecko, Beysehir2 - Konya 12. 07. 2008Triticum aestivum etanol
22-9 | Turecko, Beysehir2 - Konya 12. 07. 2008Triticum aestivum etanol
23 gl(ezl:)is)ko, Ain Kercha (Gum El Bouaghi 17. 04. 2008 Hordeum vulgare etanol
23-3 | AlzZirsko, Ain Kercha (Oum EI Bouaghi Dept. .DA. 2008 | Hordeum vulgare etanol
23-4 | AlzZirsko, Ain Kercha (Oum EI Bouaghi Dept. .DA. 2008 | Hordeum vulgare etanol
23-5 | AlZirsko, Ain Kercha (Oum El Bouaghi Dept. .DA. 2008 | Hordeum vulgare etanol
23-6 | AlZirsko, Ain Kercha (Oum El Bouaghi Dept. .DA. 2008 | Hordeum vulgare etanol
23-7 | AlzZirsko, Ain Kercha (Oum EI Bouaghi Dept. .DA. 2008 | Hordeum vulgare etanol
23-8 | Alzirsko, Ain Kercha (Oum EI Bouaghi Dept. .DA. 2008 | Hordeum vulgare etanol
23-9 | Alzirsko, Ain Kercha (Oum EI Bouaghi Dept. .DA. 2008 | Hordeum vulgare etanol
24 AlZirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 1. 04. 2008 Hordeum vulgare etanol
24-3 | AlZirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 21. 04020 Hordeum vulgare etanol
24-4 | AlZirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 21. 04020 Hordeum vulgare etanol
24-5 | Alzirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 21. 04020 Hordeum vulgare etanol
24-6 | AlzZirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 21. 04020 Hordeum vulgare etanol
24-7 | AlZirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 21. 04020 Hordeum vulgare etanol
24-8 | AlZirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 21. 04020 Hordeum vulgare etanol
24-9 | AlzZirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 21. 04020 Hordeum vulgare etanol
25 AlZirsko, Kais (Khenchela Dept.) 09. 05. 2008 Hordeum vulgare etanol
25-3 | Alzirsko, Kais (Khenchela Dept.) 09. 05. 20p8Hordeum vulgare etanol
25-4 | AlzZirsko, Kais (Khenchela Dept.) 09. 05. 20p8Hordeum vulgare etanol
25-5 | AlzZirsko, Kais (Khenchela Dept.) 09. 05. 20p8Hordeum vulgare etanol
25-6 | AlzZirsko, Kais (Khenchela Dept.) 09. 05. 20p8Hordeum vulgare etanol
25-7 | AlZirsko, Kais (Khenchela Dept.) 09. 05. 20p8Hordeum vulgare etanol
25-8 | Alzirsko, Kais (Khenchela Dept.) 09. 05. 20p8Hordeum vulgare etanol
25-9 | AlzZirsko, Kais (Khenchela Dept.) 09. 05. 20p8Hordeum vulgare etanol
26 AlZirsko, El Khroub (Constantine Dept.) 12. 052008 | Triticum durum etanol
26-3 | Alzirsko, El Khroub (Constantine Dept.) 12. 0608 Triticum durum etanol
26-4 | AlzZirsko, El Khroub (Constantine Dept.) 12. 0608 Triticum durum etanol
26-5 | AlzZirsko, El Khroub (Constantine Dept.) 12. 2808 | Triticum durum etanol
26-6 | AlzZirsko, El Khroub (Constantine Dept.) 12.2808 | Triticum durum etanol
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26-7 | AlzZirsko, El Khroub (Constantine Dept.) 12.2808 | Triticum durum etanol
26-8 | AlZirsko, El Khroub (Constantine Dept.) 12.02808 | Triticum durum etanol
26-9 | AlzZirsko, El Khroub (Constantine Dept.) 12. 0608 Triticum durum etanol
27 AlZirsko, Hamla (Batna Dept.) 14.05. 2008 Triticum durum etanol
27-3 | AlZirsko, Hamla (Batna Dept.) 14. 05. 2008 Triticum durum etanol
27-4 | AlZirsko, Hamla (Batna Dept.) 14. 05. 2008 Triticum durum etanol
27-5 | AlZirsko, Hamla (Batna Dept.) 14. 05. 2008 Triticum durum etanol
27-6 | Alzirsko, Hamla (Batna Dept.) 14. 05. 2008 Triticum durum etanol
27-7 | Alzirsko, Hamla (Batna Dept.) 14. 05. 2008 Triticum durum etanol
27-8 | Alzirsko, Hamla (Batna Dept.) 14. 05. 2008 Triticum durum etanol
27-9 | AlZirsko, Hamla (Batna Dept.) 14. 05. 2008 Triticum durum etanol
28 AlZirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 15. 05. 2008 Triticum durum etanol
28-3 | AlzZirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 15. 05020, Triticum durum etanol
28-4 | AlZirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 15. 05020 Triticum durum etanol
28-5 | AlZirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 15. 05020  Triticum durum etanol
28-6 | AlZirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 15. 05020  Triticum durum etanol
28-7 | AlzZirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 15. 05020/ Triticum durum etanol
28-8 | Alzirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 15. 05020, Triticum durum etanol
28-9 | AlZirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 15. 05020/ Triticum durum etanol
29 AlZirsko, Tazoult-Lambese(Batna Dept.) 23. 05008 | Triticum durum etanol
29-3 | AlZirsko, Tazoult-Lambese(Batna Dept.) 23.2108 Triticum durum etanol
29-4 | AlZirsko, Tazoult-Lambese(Batna Dept.) 23.2H08 Triticum durum etanol
29-5 | AlZirsko, Tazoult-Lambese(Batna Dept.) 23.2H8 Triticum durum etanol
29-6 | AlZirsko, Tazoult-Lambese(Batna Dept.) 23.21M8 | Triticum durum etanol
29-7 | AlZirsko, Tazoult-Lambese(Batna Dept.) 23.218 | Triticum durum etanol
29-8 | AlZirsko, Tazoult-Lambese(Batna Dept.) 23.2H8 Triticum durum etanol
30 AlZirsko, Bouzina(Batna Dept.) 23. 05. 2008 Triticum durum etanol
30-3 | AlzZirsko, Bouzina(Batna Dept.) 23. 05. 2008 Triticum durum etanol
30-4 | AlZirsko, Bouzina(Batna Dept.) 23. 05. 2008 Triticum durum etanol
30-5 | AlZirsko, Bouzina(Batna Dept.) 23. 05. 2008 Triticum durum etanol
30-6 | AlZirsko, Bouzina(Batna Dept.) 23. 05. 2008 Triticum durum etanol
30-7 | AlzZirsko, Bouzina(Batna Dept.) 23. 05. 2008 Triticum durum etanol
30-8 | AlZirsko, Bouzina(Batna Dept.) 23. 05. 2008 Triticum durum etanol
30-9 | AlZirsko, Bouzina(Batna Dept.) 23. 05. 2008 Triticum durum etanol
31 USA, Couny line - Juniper Canyon, Blicketon 24. 06. 2008| Triticum aestivum etanol
31-3 | USA, Couny line - Juniper Canyon, Blicketon . @@. 2008 | Triticum aestivum etanol
31-4 | USA, Couny line - Juniper Canyon, Blicketon . @@. 2008 | Triticum aestivum etanol
31-5 | USA, Couny line - Juniper Canyon, Blicketor . @@. 2008 | Triticum aestivum etanol
31-6 | USA, Couny line - Juniper Canyon, Blicketor . @@. 2008 | Triticum aestivum etanol
31-7 | USA, Couny line - Juniper Canyon, Blicketon . @@. 2008 | Triticum aestivum etanol
31-8 | USA, Couny line - Juniper Canyon, Blicketon . @@. 2008 | Triticum aestivum etanol
31-9 | USA, Couny line - Juniper Canyon, Blicketon . @@. 2008 | Triticum aestivum etanol
32 gsrﬁb'rl;urpmt Ridge Rd., Blicketon WA 24.06. 2008| Triticum aestivum etanol
32-3 | USA, Turpint Ridge Rd., Blicketon WA Bentgn .26. 2008 | Triticum aestivum etanol
32-4 | USA, Turpint Ridge Rd., Blicketon WA Bentgn .26. 2008 | Triticum aestivum etanol
32-5 | USA, Turpint Ridge Rd., Blicketon WA Bentgn .2%6. 2008 | Triticum aestivum etanol
32-6 | USA, Turpint Ridge Rd., Blicketon WA Bentgn .2%6. 2008 | Triticum aestivum etanol
32-7 | USA, Turpint Ridge Rd., Blicketon WA Bentgn .26. 2008 | Triticum aestivum etanol
32-8 | USA, Turpint Ridge Rd., Blicketon WA Bentgn .26. 2008 | Triticum aestivum etanol
32-9 | USA, Turpint Ridge Rd., Blicketon WA Bentgn .26. 2008 | Triticum aestivum etanol
33 USA, Pear Ac. IAREC, Prosser, WA, Benton 24. 06. 2008| Triticum aestivum etanol

Co.
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USA, Pear Ac. IAREC, Prosser, WA, Benton

33-3 Co 24.06. 2008| Triticum aestivum etanol
334 l(J:(?A, Pear Ac. IAREC, Prosser, WA, Benton 24.06. 2008| Triticum aestivum etanol
33-5 ch)A’ Pear Ac. IAREC, Prosser, WA, Benton 24.06. 2008| Triticum aestivum etanol
33-6 l(J:(?A, Pear Ac. IAREC, Prosser, WA, Benton 24.06. 2008| Triticum aestivum etanol
33-7 ch)A’ Pear Ac. IAREC, Prosser, WA, Benton 24. 06. 2008| Triticum aestivum etanol
33-8 l(J:(?A, Pear Ac. IAREC, Prosser, WA, Benton 24.06. 2008| Triticum aestivum etanol
33-9 ch)A’ Pear Ac. IAREC, Prosser, WA, Benton 24.06. 2008| Triticum aestivum etanol
34 grsoi,ssreadquarter Unit IAREC Field H-21, | 5, 46 2008| Hordeum vulgare etanol
34-3 glié:sl;eadquarter Unit IAREC Field H-21, 24.06. 2008| Hordeum vulgare etanol
34-4 grsoé,ssreadquarter Unit INREC Field H-21, | 5, 6. 2008| Hordeum vulgare |  etanol
34-5 glié:sl;eadquarter Unit IAREC Field H-21, 24.06. 2008| Hordeum vulgare etanol
34-6 grsoé,ssreadquarter Unit IAREC Field H-21, | 54 6. 2008| Hordeum vulgare | etanol
34-7 glié:sl;eadquarter Unit IAREC Field H-21, 24.06. 2008| Hordeum vulgare etanol
34-8 grsoé,ssreadquarter Unit IAREC Field H-21, 24.06. 2008| Hordeum vulgare etanol
34-9 glié:sl;eadquarter Unit IAREC Field H-21, 24.06. 2008| Hordeum vulgare etanol
36 | Ceska republika, Hodonice 01. 07. 2008 Hordeum vulgare etanol
38 | Ceska republika, Litobrat¥ice 01. 07. 2008 Hordeum wvulgare etanol
39 | Ceska republika, BysFice p. Hostynem 16. 07. 2008 Hordeum wulgare etanol
40 | Ceska republika, Tebi¢ 16. 07. 2008| Hordeum vulgare etanol
41 Chile, Chillian xx. 02. 2008 | Triticum aestivum etanol
42 Mad’arsko, Budapest xX. 02. 2008 Triticum aestivum etanol
42-3 | Mafarsko, Budapest xX. 02. 2008 Triticum aestivum etanol
43 Sparélsko, Alguaire, Lleida Distr. 30. 04. 2008| Hordeum vulgare etanol
43-3 | Spaslsko, Alguaire, Lleida Distr. 30. 04. 2008 Hordeum vulgare etanol
43-4 | Spaslsko, Alguaire, Lleida Distr. 30. 04. 2008 Hordeum vulgare etanol
43-5 | Spaslsko, Alguaire, Lleida Distr. 30. 04. 2008 Hordeum vulgare etanol
43-6 | Spaslsko, Alguaire, Lleida Distr. 30. 04. 2008 Hordeum vulgare etanol
43-7 §paﬁlsko, Alguaire, Lleida Distr. 30. 04. 2008 Hordeum vulgare etanol
43-8 §paﬁlsko, Alguaire, Lleida Distr. 30. 04. 2008 Hordeum vulgare etanol
43-9 | Spaslsko, Alguaire, Lleida Distr. 30. 04. 2008 Hordeum vulgare etanol
44 Sparlsko, Salt, Girona 07. 05. 2008 Hordeum vulgare etanol
45 Sparélsko, Vencillon 06. 05. 2008 Hordeum wulgare etanol
45-3 §paﬁlsko, Vencillén 06. 05. 2008 Hordeum vulgare etanol
45-4 §paﬁlsko, Vencillén 06. 05. 2008 Hordeum vulgare etanol
45-5 | Spaslsko, Vencillon 06. 05. 2008 Hordeum vulgare etanol
45-6 | Spaslsko, Vencillon 06. 05. 2008 Hordeum vulgare etanol
45-7 §paﬁlsko, Vencillon 06. 05. 2008 Hordeum vulgare etanol
45-8 | Spasisko, Vencillon 06. 05. 2008 Hordeum vulgare etanol
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45-9 | Spaslsko, Vencillén 06. 05. 2008 Hordeum vulgare etanol
46 Sparélsko, Santa Maria del Cami (Barcelona| 14. 05. 2008 Hordeum vulgare etanol
46-3 | Spatlsko, Santa Maria del Cami (Barcelona 14. 05. 2008lordeum vulgare etanol
46-4 | Spanlsko, Santa Maria del Cami (Barcelona 14. 05. 2008lordeum vulgare etanol
46-5 | Spaslsko, Santa Maria del Cami (Barcelona 14. 05. 2008iordeum vulgare etanol
46-6 | Spaslsko, Santa Maria del Cami (Barcelona 14. 05. 2008iordeum vulgare etanol
46-7 | Spatlsko, Santa Maria del Cami (Barcelona 14. 05. 2008lordeum vulgare etanol
46-8 | Spatlsko, Santa Maria del Cami (Barcelona 14. 05. 2008lordeum vulgare etanol
46-9 | Spatlsko, Santa Maria del Cami (Barcelona 14. 05. 2008lordeum vulgare etanol
47 S?S?P;ISKO’ La Pobla de Cervoles (Lleida 16. 05. 2008| Hordeum vulgare etanol
47-3 | Spatisko, La Pobla de Cérvoles (Lleida Distr.)  16.2808 | Hordeum vulgare etanol
47-4 | Spanlsko, La Pobla de Cérvoles (Lleida Distr.)  16.2808 | Hordeum vulgare etanol
47-5 | Spaslsko, La Pobla de Cérvoles (Lleida Distr.)  16.2808 | Hordeum vulgare etanol
47-6 | Spaslsko, La Pobla de Cérvoles (Lleida Distr.)  16.2808 | Hordeum vulgare etanol
47-7 | Spatlsko, La Pobla de Cérvoles (Lleida Distr.)  16.2808 | Hordeum vulgare etanol
47-8 | Spatlsko, La Pobla de Cérvoles (Lleida Distr.)  16.2808 | Hordeum vulgare etanol
47-9 | Spatlsko, La Pobla de Cérvoles (Lleida Distr.)  16.2808 | Hordeum vulgare etanol
48 Sparélsko, Cubells (Lleida Distr.) 04. 06. 2008, Hordeum vulgare etanol
48-3 | Spasisko, Cubells (Lleida Distr.) 04. 06. 2008 Hordeum vulgare etanol
48-4 | Spaulsko, Cubells (Lleida Distr.) 04. 06. 2008 Hordeum vulgare etanol
48-5 | Spaulsko, Cubells (Lleida Distr.) 04. 06. 2008 Hordeum vulgare etanol
48-6 | Spaslsko, Cubells (Lleida Distr.) 04. 06. 2008 Hordeum vulgare etanol
48-7 | Spaslsko, Cubells (Lleida Distr.) 04. 06. 2008 Hordeum vulgare etanol
48-8 | Spaslsko, Cubells (Lleida Distr.) 04. 06. 2008 Hordeum vulgare etanol
48-9 | Spatlsko, Cubells (Lleida Distr.) 04. 06. 2008 Hordeum vulgare etanol
49 Sparélsko, Calaf (Barcelona Distr.) 04. 06. 200§ Hordeum vulgare etanol
49-3 | Spaslsko, Calaf (Barcelona Distr.) 04. 06. 2008 Hordeum vulgare etanol
49-4 | Spaslsko, Calaf (Barcelona Distr.) 04. 06. 2008 Hordeum vulgare etanol
49-5 | Spatlsko, Calaf (Barcelona Distr.) 04. 06. 2008 Hordeum vulgare etanol
50 Moldavsko, Badzajii Vechi, Edinets zaion 11.02 009 | Triticumvulgare etanol
50-3 | Moldavsko, Badzajii Vechi, Edinets zaion 17.2009| Triticum vulgare etanol
50-4 | Moldavsko, Badzajii Vechi, Edinets zaion 17.2009| Triticum vulgare etanol
50-5 | Moldavsko, Badzajii Vechi, Edinets zaion 17.2009| Triticum vulgare etanol
50-6 | Moldavsko, Badzajii Vechi, Edinets zaion 17.2009| Triticum vulgare etanol
50-7 | Moldavsko, Badzajii Vechi, Edinets zaion 17.2009| Triticum vulgare etanol
50-8 | Moldavsko, Badzajii Vechi, Edinets zaion 17.2009| Triticum vulgare etanol
50-9 | Moldavsko, Badzajii Vechi, Edinets zaion 17.2009| Triticum vulgare etanol
51 | Ceska republika, Hevlin 15. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
51-3 | Ceska republika, Hevlin 15. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
51-4 | Ceska republika, Hevlin 15. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
51-5 | Ceska republika, Hevlin 15. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
51-6 | Ceska republika, Hevlin 15. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
51-7 | Ceska republika, Hevlin 15. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
51-8 | Ceska republika, Hevlin 15. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
52-1 | Ceské republika, Hradek 15. 06. 2009] Hordeum vulgare etanol
52-2 | Ceska republika, Hradek 15. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
52-3 | Ceska republika, Hradek 15. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
52-4 | Ceska republika, Hradek 15. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
52-5 | Ceska republika, Hradek 15. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
52-6 | Ceska republika, Hradek 15. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
52-7 | Ceska republika, Hradek 15. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
52-8 | Ceska republika, Hradek 15. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
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53-1 | Ceské republika, Slavkov u Brna 18. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
53-2 | Ceska republika, Slavkov u Brna 18. 06. 20p9Hordeum vulgare etanol
53-3 | Ceska republika, Slavkov u Brna 18. 06. 20P9Hordeum vulgare etanol
53-4 | Ceska republika, Slavkov u Brna 18. 06. 20P9Hordeum vulgare etanol
53-5 | Ceska republika, Slavkov u Brna 18. 06. 20p9Hordeum vulgare etanol
53-6 | Ceska republika, Slavkov u Brna 18. 06. 20p9Hordeum vulgare etanol
54-1 | Ceské republika, Znojmo 06. 07. 2009 Hordeum vulgare etanol
54-2 | Ceska republika, Znojmo 06. 07. 2009 Hordeum vulgare etanol
54-3 | Ceska republika, Znojmo 06. 07. 2009 Hordeum vulgare etanol
56-1 | Ceska republika, Valtice 06. 07. 2009 Hordeum vulgare etanol
61-1 g'gé%?:)’;ko’ Edinet Brinzeni (road to 15. 06. 2009| Hordeum wulgare | etanol
61-2 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road to Boedroi) 5. 06. 2009| Hordeum vulgare etanol
61-3 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road to Boedroi) 5. 06. 2009| Hordeum vulgare etanol
61-4 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road to Boedroi] 5. 06. 2009| Hordeum vulgare etanol
61-5 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road to Boedroi) 5. 06. 2009| Hordeum vulgare etanol
61-6 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road to Boedroi) 5. 06. 2009| Hordeum vulgare etanol
63-1 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road 17.06. 2010| Hordeum vulgare etanol
toHancautsy)
63-2 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road toHancautsy)l7. 06. 2010| Hordeum vulgare etanol
63-3 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road toHancautsy)l7. 06. 2010/ Hordeum vulgare etanol
63-4 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road toHancautsyl7. 06. 2010/ Hordeum vulgare etanol
63-5 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road toHancautsy)l7. 06. 2010| Hordeum vulgare etanol
63-6 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road toHancautsy)l7. 06. 2010| Hordeum vulgare etanol
63-7 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road toHancautsyl7. 06. 2010/ Hordeum vulgare etanol
64-1 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road toBunesti)| 1406. 2010| Hordeum vulgare etanol
64-2 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road toBunesti) . @48. 2010| Hordeum vulgare etanol
64-3 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road toBunesti) . 08. 2010 | Hordeum vulgare etanol
64-4 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road toBunesti) . 08. 2010 | Hordeum vulgare etanol
64-5 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road toBunesti) . @4. 2010| Hordeum vulgare etanol
64-6 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road toBunesti) . @48. 2010| Hordeum vulgare etanol
64-7 | Moldavsko, Edinet Brinzeni (road toBunesti) . 08. 2010 | Hordeum vulgare etanol
65-1 | Moldavsko, Edinet Zabriceni 18. 06. 2010 Hordeum vulgare etanol
65-2 | Moldavsko, Edinet Zabriceni 18. 06. 2010Hordeum vulgare etanol
65-3 | Moldavsko, Edinet Zabriceni 18. 06. 2010Hordeum vulgare etanol
71-1 | Ceské republika, Hradek 10. 06. 2009] Hordeum vulgare etanol
71-2 | Ceska republika, Hradek 10. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
71-3 | Ceska republika, Hradek 10. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
71-4 | Ceska republika, Hradek 10. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
71-5 | Ceska republika, Hradek 10. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
71-6 | Ceska republika, Hradek 10. 06. 2009 Hordeum vulgare etanol
72-1 | Ceské republika, Odry 15. 07. 2009 Hordeum wulgare etanol
73-1 | Ceské republika, Chropyné 07.07.2009| Hordeum vulgare etanol
73-2 | Ceska republika, Chropyn 07.07.2009| Hordeum vulgare etanol
73-3 | Ceska republika, Chropyn 07.07. 2009| Hordeum vulgare etanol
74-1 | Ceska republika, Hrobgice 07. 07. 2009] Hordeum vulgare etanol
75-1 | Ceské republika, Hrabgtice 15. 08. 2011| Hordeum vulgare etanol
75-2 | Ceska republika, Hratice 15. 08. 2011 Hordeum vulgare etanol
75-3 | Ceska republika, Hratice 15. 08. 2011 Hordeum vulgare etanol
75-4 | Ceska republika, Hratice 15. 08. 2011 Hordeum vulgare etanol
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Priloha 2 Seznam vzorkcéeledi Adelgidae

vzorka | O Lokalita rostina. | uchovévéni
3059 Eopineus strobi Lednice Pin. strobus -80 °C
3062 Pineus pini Chvakov Pin. sylvestris| -80 °C
3071-2 Pineus cembrae Téchobuz u Pacova Pin. cembra -80 °C
3076 Gilletteela cooleyi Bystice pod Hostynem Ps. menziesii| -80 °C
3098 Eopineus strobi Novy Dwvir Pin. strobus -80 °C
3228-9 Gilletteela coweni Praha, Bevnov Ps. menziesii etanol
3230-1 Pineus pini Praha, Bevnov Pin. sylvestris| -80 °C
3326-8 | Cholodkovskia viridana | Novy Dvir L. kaempferi -80 °C
3345 Aphrastasia pectinatae | Vilnius A. concolor etanol
3487 Eopineus pineoides Sumava Mts., JeniSov P. abies etanol
3497 Pineus cembrae Téchobuz u Pacova Pin. cembra -80 °C
3498-9 Dreyfusia piceae Bysttice pod Hostynem A. alba etanol
3572 Eoineus strobi C. Budjovice Pin. strobus -80 °C
3576 Pineus pini C. Budjovice Pin. sylvestris| -80 °C
3579 Gilletteella coweni StrdZ nad Nezarkou Ps. menziesii| -80 °C
3582 Gilletteella coweni StrdZ nad Nezarkou Ps. menziesii| -80 °C
3583 Pineus cembrae Buchlovice Pin. cembra -80 °C
3622 Dreyfusia piceae C. B., BraniSov A. alba -80 °C
10536 Pineus cembrae Téchobuz u Pacova Pin. cembra etanol
10530-41| Dreviusa Libin A. alba -80°C
10555 Adelges laricis Buchlovice P. abies -80 °C
10567 Adelges laricis Buchlovice P. abies -80 °C
10575 Pineus orientalis Lednice P. orientalis -80 °C
10580-2 | Pineus orientalis Lednice P. orientalis -80 °C
10636 Adelges laricis Buchlovice P. abies -80 °C
10652 Pineus orientalis Buchlovice P. orientalis -80 °C
10655-7 | Pineus orientalis Buchlovice P. orientalis -80 °C
10678 Pineus orientalis Buchlovice P. orientalis -80 °C
10679 Adelges tardus Tesak P. abies -80 °C
10688-9 | Adelges laricis Novy Dvir P. abies -80 °C
10720 Adelges laricis Téchobuz, zamek P. abies -80 °C
10736 Dreyfusia prelli Buchlovice P. orientalis -80 °C
10829 Adelges laricis Fulnek P. abies -80 °C
10839 Adelges laricis Zdimgtice P. abies -80 °C
10890 Gilletteella cooleyi Praha P. pungens -80 °C
10841-3 | Dreyfusia prelli Buchlovice P. orientalis -80 °C
10960 Adelges laricis Novy Dwir P. abies -80 °C
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11002 r?é?gj/:rlljz:liianae Buchlovice P. orientalis -80 °C
11009 Gilletteella cooleyi C. Budjovice P. pungens -80 °C
11011 Gilletteella cooleyi C. Budjovice P. pungens -80 °C
11026-8 | Gilletteella cooleyi Praha P. pungens -80 °C
11031 Adelges laricis Novy Dwvir P. abies -80 °C
11196 Adelges tardus C. B., Stromovka P. abies -80 °C
11206 Adelges tardus C. B., Stromovka P. abies -80 °C
11340 Adelges tardus Praha, Bevnov P. abies -80 °C
11350 Sacchiphantes abietis | Srbsko, Kapaonik Natl.Park P. abies -80 °C
11362 Sacchiphantes viridis Lednice P. abies -80 °C
11380 Sacchiphantes viridis C. B., Haklovy Dvory P. abies -80 °C
11413 Sacchiphantes viridis Lednice P. abies -80 °C
11426 Sacchiphantes viridis C. Budtjovice P. abies -80 °C
11458 Adelges tardus C. B., Stromovka P. abies -80 °C
11500 Adelges laricis C. B., Borek P. abies -80 °C
11550 Sacchiphantes viridis Strmilov P. abies -80 °C
11552 Sacchiphantes viridis Strmilov P. abies -80 °C
11573 Sacchiphantes viridis Zeletava P. abies -80 °C
11575 Sacchiphantes viridis Zeletava P. abies -80 °C
11614 Sacchiphantes viridis Lednice Pin. glauca -80 °C
11619-20| Sacchiphantes viridis Fulnek P. abies -80 °C
11624-5 | Sacchiphantes abietis | Sumava Mts., JeniSov P. abies -80 °C
11661 Adelges tardus Sumava Mts., JeniSov P. abies -80 °C
11697 Sacchiphantes abietis Egm‘zxa Mts., Vitkv P. abies -80 °C
1200911 Dreyiusia Buchlovice P. orientalis | -80 °C
Vyswvetlivky:
A. concolor... Abies concolor P. abieRicea abies Pin. glauca... Pinlsiga
A. alba... Abies alba Pieotalis... Picea orientalis Pin. sylvestris.in®s sylvestris
L. kaempferi... Larix kaempferi P. pungen®icea pungens Ps. menziesii... Pseudotswagaiesii
Priloha 3 Syntéza vysledi u vzorki testovanych metodou DGGE i RFLP

(poradi bakterii nesouvisi s farim enzyn)
\(/:zlzlriu Druh DGGE RFLP (fragmenty v bp)
3059 | Pineus strobi Sodalike
3072 | Pineus cembrae Sodalike
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Providenciasp.

Clal (450, 1100)

3098 | Pineus strobi Gluconob sp./Ameyasp. Sall (650, 700, 1100)
3228 | Gilletteela coweni Burkholderigp.
3231 | Pineus pini Gluconolsp./ Ameyasp. Sall (650, 700, 850)
3328 | Cholodkovskia viridana Burkholdersp.
Burkholderiasp. Clal (450, 1100)
3572 | Pineus strobi Sodalislike Sall (650, 700, 1100)
Providenciasp Sacl (470, 1050)
. . Ecksteinia adelgidicol,
10539 | Dreyfusia nordmannlnanaeSteﬁania adelgidicola
- . Sacl (470, 1050)
10555 | Adelges laricis Burkholderiap. Sall (650, 720, 850)
10582 | Pineus orientalis Providencisp. Sall (650, 700, 1100)
10656 | Pineus orientalis Sodaliske Sall (650, 700, 1100)
10678 | Pineus orientalis - Sall (650, 700, 1100)
. , Sacl (470, 1050)
10688 | Adelges laricis Burkholderiap. Sall (650, 700, 850)
10843 | Dreyfusia prelli Sall (650, 700, 850)
- Burkholderiasp. Sall (650, 720, 850)
10960 | Adelges laricis Altererythrobactersp. Sacl (470, 1050)
: . Burkholderiasp.
11009 | Gilletteella cooleyi Sodalislike Sacl (500, 1050)
: . Burkholderiasp.
11027 | Gilletteella cooleyi Sodalislike Sacl (470, 1050)
- , Sacl (470, 1050)
11031 | Adelges laricis Burkholderiap. Sall (650, 700, 850)
. Sacl (470, 1050)
11196 | Adelges tardus Burkholdersp. Sall (650, 700, 850)
. Sacl (470, 1050)
11340 | Adelges tardus Burkholderip. Sall (650, 700, 850)
. . Burkholderia sp.
11350 | Sacchiphantes abietis Altererythrobacteisp Sall (650, 700, 850)
. - Hafnia alvei
11362 | Sacchiphantes viridis Burkholderiasp. Sall (650, 700, 850)
. - Hafnia alvei
11380 | Sacchiphantes viridis Burkholderiasp Sall (650, 700, 850)
i Sacl (470, 1050)
11458 | Adelges tardus Sall (650, 700, 850)
11500 | Adelges laricis Burkholderiap. Sall (650, 700, 850)
. . Hafnia alvei
11550 | Sacchiphantes viridis Burkholderiasp Sall (650, 700, 850)
. - Hafnia alvei
11573 | Sacchiphantes viridis Burkholderiasp. Sall (650, 700, 850)
. . Hafnia alvei
11619 | Sacchiphantes viridis Burkholderiasp. Sall (650, 700, 850)
. L Hafnia alvei
11624 | Sacchiphantes abietis Burkholderiasp. Sall (650, 700, 850)
Hafnia alvei Sacl (470, 1050)
11661 | Adelges tardus Burkholderiasp. Sall (650, 700, 850)
. L Hafnia alvei
11697 | Sacchiphantes abietis Burkholderiasp Sall (650, 700, 850)
12009 | Dreyfusia nordmanninanage
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