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1.Uvod

1.1 Mitochondrie: charakteristika, vznik, evoluce

Mitochondrie je bunétna organela, v niz dochazi K procesu aerobniho dychani vedoucimu
k tvorb¢ ATP. Jde tedy o energii produkujici organelu, jakousi ,,buné¢nou elektrarnu®.
Obecn¢ uznavanym modelem vzniku mitochondrie je endosymbioticka teorie. Ta fika, ze
mitochondrie byla ptivodné samostatné zijici o—proteobakterie, ktera byla pohlcena piedkem
dnesnich eukaryotnich bun¢k (Lang et al., 2004). Nedoslo vsak K jeji degradaci jako ciziho

télesa, proto zlistala s buikou v symbidze, viz obrazek 1.

Host cell of Mitochondriate Amitochondriate
unknown nature : eukaryote eukaryote

/
a-Proteobacterium / Endoplasmatic Hydrogg:\osome
4 RGOD mitosome
Mitochondrion

Obrazek 1: Endosymbioticka teorie vzniku mitochondrie (Lang et al., 2004).

To je také divodem, pro¢ maji mitochondrie 2 membrany, vlastni DNA i ribozomy,
na nichZz uskuteciiuji transkripci a translaci. Membrany vytvaieji dva odd€lené prostory —
vnitini matrix a vn¢j$i mezimembranovy prostor. Vnéj$i membrana je propustna pro vétSinu
molekul véetné malych proteind, vnitini udrzuje specificky obsah matrix — je nepropustna
pro ionty a vétsinu malych molekul, transport do matrix zajiStuji membranové transportni
proteiny (Alberts, 2001).

Pivod mitochondrie je jasné zietelny Vv mitochondridlnim genomu bazalnich (tzv.
»,minimaly derived”) eukaryot, jako napiiklad bic¢ikovce Reclinomonas americana.

Fylogenetické analyzy prokéazaly, Ze mitochondrie se vyvinula z o—proteobakterii pouze

--------



U n¢kterych eukaryot miize mitochondrie chybét, jednd se vSak o druhotny jev.
V tomto piipad¢é po mitochondrii Casto zbyvaji reliktni organely jako hydrogenosomy nebo
mitosomy (Lang et al., 2004). Tyto organely jsou souhrnné oznacovany jako MRO
(,,mitochondrion related organelles) nebo MLO (,,mitochondrion—like organelles®),
vyskytuji se napt. U anaerobnich organismul. Tato oznaceni se pouzivaji navzdory tomu, ze
funkce organel se v jednotlivych druzich mohou lisit (Makiuchi et al., 2014).

Mitochondrie Zivoc¢ichi jsou obvykle kruhové (Raimond et al., 1999) a pomérné
malé, jejich velikost se pohybuje v rozmezi 14-17 kbp (Lang et al., 2004). Mitogenomy vétsi
nebo dokonce linearni se vyskytuji vyjimecné (Raimond et al., 1999). V samotné
mitochondrii zlstalo geni pomémé malo, protoze vétSina ptivodnich bakteridlnich gent se
pfenesla do bunééného jadra. Aby mitochondrie mohla fungovat, je velkd vétSina
mitochondrialnich proteint, véetné téch, které jsou potiebné k tvorbé mRNA a vSech enzymu
cyklu kyseliny citronové, produkovana geny z jadra a musi byt do mitochondrii pfenasena
z cytosolu, kde tyto latky vznikaji (Alberts, 2001). Mitochondrie tedy maji jen nasledujici
geny: geny kodujici velkou a malou podjednotku ribozomalni RNA (16S (rrnS), 12S (rrnL)),
13 gend kodujicich proteiny (3 podjednotky cytochrom oxidazy: coxl, cox2, cox3; 2
podjednotky ATP: atp6 a atp8; 7 podjednotek NADH dehydrogenazy: nadl, nad2, nad3,
nad4, nad4lL, nad5, nad6; cytochrom b: cytB a az 22 gentu kodujicich tRNA
(Lang et al., 2004).

Mitochondridlni DNA je pfitomna u Siroké Skaly organisml (u jednobunéénych
eukaryot mize druhotné chybét, viz vyse), je ji pomérné velké mnozstvi a snadno se izoluje.
M4 také materndlni a nerekombinujici d&dicnosti, a proto byla prvnim molekuldrnim

markerem, pouzivanym v populacni genetice a evolucnich studiich (Avise, 1987).

V roce 1989 byla v praci T. D. Kochera ovétena moznost vyuziti pro fylogenetickou
rekonstrukci. Byla zpracovana ¢ast mitogenomu U celkem 100 riznych Zivocichi.
Fylogeneticky strom vytvofeny na zaklad¢é sekvence cytB byl porovnan s fylogenetickym
stromem vytvofenym na zdkladé¢ wngjSich fylogenetickych znakad. Tyto dva stromy

obsahovaly totoznou fylogenetickou informaci (Kocher et al., 1989).



1.2 Mitogenomika

Mitogenomika je véda zabyvajici se studiem kompletnich mitochondridlnich genomd.
Mitochondrialni genomy rGznych druhti se mohou liit pofadim geni nebo mnozstvim
tandemovych repetic. Lze je tedy pouzit ke komparativni analyze a poté iaplikovat na
evoluéni genetiku, populacni genetiku a fylogeografii i fylogenezi.

Vyuziti vV ramci evoluéni genetiky najdeme napt. v praci S. Castellana (2011), jde
0 detekci role mutaci a selekce v mitochondridlnich genech kédujicich protein

Prace A.Tacheraetal. (2012) se naopak =zabyvala populaéni genetikou
a fylogeografii sled’i obecnych a souvislostmi s prostiedim, ve kterém Zziji, jako napf. salinita
vody nebo teplota. V nékterych genech byla prokazana pozitivni selekce, nicméné korelace
mezi genetickou diverzitou a faktory prostfedi byla slaba.

Pro fylogenezi v ramci hmyzu byly mitogenomy vyuZity napf. v praci zabyvajici se
fylogenetickou analyzou kmene Arthropoda (Cook et al. 2005). Tato prace byla zaméfena na
vztah mezi podkmeny korysa (Crustacea), Sestinohych (Hexapoda), stonozkovct (Miriapoda)
Sestinohych je uzky fylogeneticky vztah, zaroven bylo feceno, Ze Sestinozi by mohly byt
parafyletickd skupina. Byly osekvenovany kompletni nebo téméf kompletni mitogenomy 3
korysu (Parhyale hawaiensis, Squilla mantis a Triops longicaudatus), dvou chvostoskoki
(Collembola) spadajicich do podkmenu Sestinozi (Onychiurus orientalis a Podura aquatica)
a rybenky sklenikové (Thermobia domestica). Byly zjistény presuny tRNA u O. orientalis, P.
aquatica and P. hawaiensis. Nicméné jen ptesun u O. orientalis se ukazal byt fylogeneticky
informativni. Z riznych molekularné fylogenetickych analyz vyplyva stejny vysledek, korysi
a Sestinozi jsou vzajemné parafyletické skupiny. Tridy kory$a rakovci (Malacostraca)
a lupenonozci (Branchiopoda) jsou pravdépodobné sesterska skupina hmyzu (Insecta). A
chvostoskoci se seskupuji s tiidou koryst Maxillopoda (bez ¢eského ekvivalentu). Ackoliv
statistické testy nevyvratily nulovou hypotézu 0 monofylii Sestinohych (Hexapoda) ani
korysti (Crustacea), autofi se priklan€ji k ndzoru, Ze tyto skupiny jsou vzijemné

parafyletické.

Stejnou problematikou se 0 3 roky pozd¢ji zabyvala prace A. Carapelli et al. (2007).
Prace porovnavala 100 kompletnich nebo témét kompletnich mitogenomu. Objevuje se zde
termin Pancrustacea, coz je skupina zahrnujici korySe a Sestinohé (Crustacea a Hexapoda).

Fylogenetickd rekonstrukce byla provedena na zakladé 13 gent kodujicich proteiny



apotvrzuje parafyletické postaveni mezi podkmeny: Sestinozi (Hexapoda) a korysi
(Crustacea).

Vroce 2014 se tentyz autor se svymi kolegy zameétil na dalSi fylogenetickou
rekonstrukci v ramci kmene ¢lenovcet, konkrétné Folsomotoma octooculata (Collembola).
Prace je zacilena na fylogenetickou rekonstrukci vnitinich vztaht v taxonu Collembola na
zakladé¢ soucasné dostupnych mitogenomi. Piesto, Ze se Vpraci podafilo rozsifit
fylogenetickou strukturu taxonu, autor zmifnuje, Ze jsou stale jisté nejasnosti, kterym je
potieba se vénovat (Carapelli et al., 2014).

Ackoli se pocet osekvenovanych mitogenomti hmyzu od roku 2005 zvysil ptiblizné
desetkrat, vétSina téchto mitogenomt spadd pod Arthropoda (Cameron et al., 2014).
V databazi MetAmiga (http://amiga.cbmeg.unicamp.br/) je Vv soucasné dob¢& publikovano
celkem 1197 mitogenomi hmyzu, ztoho 118 mitogenomt jedinci fadu poloktidli
(Hemiptera), avsak jen 12 znich jsou mitogenomy zastupci podiadu msSicosavi
(Sterrnorhyncha), oproti tomu celych 71 mitogenomu zastupci podiadu plostice
(Heteroptera). Pravdépodobné je to zpusobeno tim, ze msi¢i mitogenomy jsou velmi AT
bohaté a jejich sekvenovani je proto problematické. Neni proto vyjimkou, zZe mitogenom je

publikovan nekompletni (viz tabulka 1).

1.3 Aphididae

Celed’ msicoviti (Aphididae) tvoii monofyletickou vétev Vv tadu poloktidli (Hemiptera),
podiadu mSicosavi (Sternorrhyncha). Tato celed’ zahrnuje 4 000 druhii mSic. Jde 0 malé
jedince s m¢kkym té€lem a bodavé sacim ustrojim (Dixon, 1998). Saji z rostlinnych pletiv,
¢imz rostlinu poskozuji a mohou tak i pfenaset virova onemocnéni. Organismy této skupiny
se rozmnozuji jak sexudlné tak asexudlng. V nékterych, poptipadé ve vSech generacich, se
vyskytuji parthenogeneticky se rozmnozujici samice, které jsou zivorodé a nevyzaduji

oplozeni, coz vede k rychlé expanzi (Dixon, 1998).



1.3.1 Fylogenetika, doposud publikované mitogenomy

Prvni komplexni fylogenetickd rekonstrukce Aphididae zalozend na mtDNA byla
publikovana v roce 2000 (von Dohlen et al.) a byla zde pouzita ribosomalni DNA (Caste¢né
a Lachnidae, které byly monofyletické. Bylo odhadnuto, ze po obdobi piesouvani
z nahosemennych hostitelt na krytosemenné nasledovala velka radiace na urovni tribti. Tomu
odpovidaji i fosilni zaznamy, které ukazuji na pfitomnost nékolika podceledi v pozdni kiidé,
ale vétSina kmenu vznikla do obdobi mladsich tietihor (von Dohlen et al., 2000).

Prace tykajici se podiadu Sternorrhyncha, do kterého patii inami zvolena
Drepanosiphum platanoidis, poprvé vysla v roce 2004 (Thao et al., 2004). Byla zamétena na
6 druhtit molic (Aleyrodoidea), 1 druh mery (Psylloidea) a 1 druh msice (Aphidoidea). Zjistilo
se, Zze Umolic mize dochazet k pfesunu tseku kodujicich cox3, tRNAgly, nad3, tRNAala,
tRNAarg, tRNAasn a to do 4 riznych mist mitogenomu.

Téhoz roku byla publikovana i fylogeneticka prace s vyuzitim opsinu, kde byla
nastinéna fylogeneze na zakladé morfologickych znakt od dvou riznych autord (obrazek 2).
Prvni z téchto rekonstrukci byla publikovana jiz v roce 1987 (Heie, cit. dle Ortiz—Rivas et al.,
2004) a nasledné ji potvrdily nékteré fylogenetické prace na zdkladé DNA symbionta
Buchnera, ovétujici a podporujici jejich koevoluci. V roce 1992 piiSel ale Wojciechowski
s alternativni hypotézou. Vedly ho ktomu rizné interpretace homologie né&kterych
morfologickych znaktu (Wojciechowski 1992, cit. dle Ortiz—Rivas et al., 2004).
Ve vysledcich vyvracela Heieho (1987) fylogenetickou rekonstrukci a naopak se priklanéla
k vysledkim prace Wojciechovskeho (1992) (Ortiz—Rivas et al., 2004).

Phylloxeridas

Drepanosiphinae Drepanosiphinae

Calaphidinae

Calaphidinas

Heie I Phylloxeridae “.-Di ciechowski
1987 —— Hormaphidinae 1992 Mindarinae
_[ Eriosomatinae Anoeciinae
Anceciinae — Thelaxinae
— Lachninae _I: Hormaphidinae
Pterocommatinae — Eriosomatinae
{ Aphidinae Lachninae
[ Mindarinae _E Pterocommatinae
Thelaxinae Aphidinae

Chaitophorinaga — Chaitophorinae

Obrazek 2: Fylogenetické rekonstrukce Aphididae na zakladé¢ morfologickych znakl od

dvou rizny autort. Pfevzato Ortiz—Rivas et al. (2004).
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V roce 2010 byla stejnym autorem publikovana prace zalozena na kombinaci dvou
jadernych genovych sekvencich a mitochondrialni DNA (geny kédujici podjednotku 6 u F-
ATPéazy a podjednotku II cytochrome oxidazy), ktera potvrdila vysledky seskupovani
podceledi ve 3 hlavnich liniich, publikované jiz v praci z roku 2004. Linie byly pojmenovany
A + D (podceledi Aphidinae, Calaphidinae, Chaitophorinae, Drepanosiphinae a
Pterocommatinae), E + T (podc¢eledi Anoeciinae, Eriosomatinae, Hormaphidinae, Mindarinae

a Thelaxinae) a L (pod¢eled’ Lachninae) (Ortiz-Rivas et al., 2010).

Ve vsech vyse uvedenych pracich byly vyuzivany pro analyzy  jen cCasti
mitochondrialniho genomu. V poslednich letech se uz iums$ic zacinaji pro srovnavani
pouzivat celé mitogenomy (mitogenomika). Napiiklad v roce 2013 vysla studie porovnavajici
mitogenomy celkem péti msic (Cavariella salicicola, Acyrthosiphon pisum, Schizaphis
graninum, Aphis glycines a Pterocomma pilosum). Byly porovnany pro msSice typické
repetitivni  oblasti, detekovany presuny nckterych sekvenci kodujicich tRNA,
u Acyrthosiphon pisum a Schizaphis graminum. U Cavariella salicicola a Acyrthosiphon
pisum byly detekovany tandemové repetice (Wang et al., 2013). V roce 2014 byl stejnym
autorem publikovan kompletni mitochondrialni genom Cervaphis quercus, bylo porovnano
celkem 6 mitogenomi (Cervaphis quercus, Drosophila yakuba, Cavariella salicicola,
Diuraphis noxia, Schizaphis graminum a Acyrhtosiphon pisum). U Cervaphis quercus nebyl
zjistén Zadny presun tRNA kodujici sekvence ani tandemové repetice, viz obrazek 9
(Wang et al., 2014). Téhoz roku byl publikovan ikompletni mitogenom Diuraphis noxia
(Zhang et al., 2014).



1.3.2 Charakteristika msice Drepanosiphum platanoidis

Drepanosiphum platanoidis (stromovnice javorova) se fadi do podceledi Drepanosiphinae.
Reprezentuje mezi svymi ptfibuznymi izolovanou skupinu. Jde 0 druh vazany na hostitelsky
druh javor klen (Acer pseudoplatanus) a ostatni druhy tohoto rodu. V Zivotnim cyklu dochazi
ke stfidani pohlavnich a nepohlavnich generaci, jak je vidét na obrazku 3. Vajicka jsou
kladena na podzim oviparnimi samic¢kami na vétve, do trhlin v kife poskozenych casti
stromu. Pieckaji zimu a na jafe se z nich lihne tzv. fundatrix generace, jejiz potomstvo se
mnozi parthenogeneticky a obsahuje jen oktidlené jedince. Tito jedinci se dale rozmnozuji
béhem kvétna a Cervna a davaji vzniknout typickym koloniim na spodnich stranach listd
napadenych stromti. Od cervence do zacatku srpna mohou byt pozorovéani V typickych
agregacich, které sestavaji z okiidlenych dospélych jedinct. Tento jev se nazyva reprodukéni
diapauza. Po diapauze nésleduje obdobi, kdy se rozpadé uskupeni a jedinci se §ifi jednotlivé.
Na konci srpna dochazi Kk dal§imu rozmnozovani. Od zacatku podzimu muzeme najit
I parthenogeneticky se rozmnozujici jedince. Sexualné vznikli potomci se objevuji od druhé
poloviny podzimu, samice jsou neokiidlené a kladou vajicka. Jak dochazi k opadu listd,
znacna cCast téchto jedincti spadne snimi a populace se proto redukuje, nebot je timto
vyloucena z dalsi reprodukce — nemiize naklast ptezimujici vajicka na kiru stromt. Nicméné
velka ¢ast populace oviparnich jedincl se z list pfesouva na vétve a kuru, kde samicky
hledaji vhodné misto K nakladeni vajicek. Vajicka prezimuji a cyklus tak pokracuje

(Stary, 1970).

Obrazek 3: Zivotni cyklus aphididae, A: Fundatrix generace, B: potomci fundatrix generace,
C: parthenogeneticky vznikli okfidleni jedinci, D: sexudlni generace, E: oviparni nebo pafrici

se samice F: samec G: vajicko (Dixon, 1998, upraveno).



Tento organismus byl zvolen na zakladé toho, Ze dosud byl zpracovan jen z hlediska
isozymi v ramci populacni genetiky. Prace byla zaméfena na popula¢né genetickou strukturu
v ramci jizni Britanie (Wynne et al., 1994). Mezi dalsi prace, v kterych byla zahrnuta
pod¢eled’ Drepanosiphinae patii prace O. Rivas et al. (2010), ktera naznacovala, Ze skupina je
fylogeneticky star$i, nez Aphidinae. V roce 2013 byla navic publikovana dalsi prace na

zakladé symbionta Buchnera (Novakova et al., 2013), ktera tento vysledek potvrdila.



2. Cile prace

» Ziskani kompletni sekvence mitochondrialniho genomu druhu Drepanosiphum
platanoidis.
» Porovnanim ziskané sekvence S udaji v adekvatnich databéazich objasnit jeji postaveni a

fylogenetické vztahy s ptibuznymi druhy v ramci podiadu Sternorrhyncha.



3. Metody

3.1 Material

Pro praci byly pouzity msice Drepanosiphum platanoidis, které byly nasbirany a urceny
RNDr. Petrem Starym DrSc. v Ceskych Budgjovicich. Sbér byl proveden ze stromu Acer
pseudoplatanus v dubnu 2014. Po morfologické determinaci byly az do dal$iho zpracovani
uchovany v absolutnim etanolu. Pro komparativni analyzu pak byly pouzity sekvence
piibuznych druhid z databaze Genbank (tabulka 1). Vybrany byly piedev§im druhy
s kompletnim mitogenomem, nelplny je jen ujednoho druhu zceledi Aphididae
(Pterocomma pilosum) a také udruhu zvoleného jako ,,outgroup® z ¢eledi Phylloxeridae

(Daktulosphaira vitifoliae).

Tabulka 1: Druhy vybrané pro komparativni analyzu, jejich referenéni ¢islo v databazi

Genbank.

Celed’ Tribus/Rod Druh Cast sekvence Genbank

Aphididae Macrosiphini | Acyrthosiphon pisum |kompletni genom |FJ411411.1

Aphididae Macrosiphini | Sitobion avenae kompletni genom | KJ742384.1

Aphididae Macrosiphini | Diuraphis noxia kompletni genom | KF636758.1

Aphididae Macrosiphini | Cavariella salicicola |kompletni genom |KC332935.1

Aphididae Aphidini Schizaphis graminum | kompletni genom |AY531391.1
Aphididae Aphidini Aphis gossypii kompletni genom | KJ669654.1
Aphididae Pterocomma Pterocomma pilosum | castecny genom | KC840676.1
Greenideidae | Cervaphis Cervaphis quercus kompletni genom | KF254841.1

Daktulosphaira

Phylloxeridae | Daktulosphaira ¢asteCny genom DQ021446.1

vitifoliae
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Vsechny nize uvedené laboratorni metody byly provadény s pouzitim aerosolovych Spicek a

sterilnich zkumavek, aby se zabranilo mozné kontaminaci vzorkt cizorodou DNA.

3.2 lzolace DNA

DNA byla izolovana pomoci komercniho Kitu (GeneJET Genomic DNA Purification Kit)
podle navodu vyrobce. Vzorky byly ulozeny Vv etanolu a z toho divodu byly pied samotnou
extrakci ponechany na filtracnim papiru pii pokojové teploté¢ do doby, nez se etanol odpafil.
Na extrakci byli pouziti vzdy 4 jedinci, coz odpovidalo minimalnimu mnozstvi materialu
uvadéného vyrobcem kitu. Zavérecna eluce byla proto provedena do objemu 50 pl. Nasledné
bylo provedeno kontrolni PCR pro potvrzeni UspéSnosti izolace a to konkrétné primery
LCO1490-L a HCO2198-L, jejichz sekvence je uvedena v tabulce 2.

3.3 PCR amplifikace

Pro amplifikaci jednotlivych usekd byly nejdiive pouzity tzv. univerzalni primery pievzaté
zprace Simons et al. (1994, 2014) a nasledné i specifické primery navrzené z jiz
osekvenovanych tseki Drepanosiphum platanoidis, tedy metoda tzv. ,,primer walking®.
Piehled pouzitych primerd, které vedly K tspésné amplifikaci, je uveden v tabulce 2. Primery
navrzené dle Simons et al. (1994) jsou oznaCeny indexem 1, specifické primery oznacené
indexem 2 navrhovala M. Zurovcovd a primery oznaéené indexem 3 navrhovala
M. Stackova. Primery, snimiz amplifikace nebyla tusp&sna, jsou uvedeny tabulce 10
(ptiloha 1).
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Tabulka 2: Seznam pouzitych primert, jejich sekvence a smér.

Nazev primeru

Sekvence primeru 5'— 3°

F/IR

CB-J11335! CATATTCAACCAGAATGATA F
LR-N-12866* | ACATGATCTGAGTTCAAACCGG R
TK-J-3790! CATTAGATGACTGAAAGCAAGTA F
C3-N-5460" TCAACAAAGTGTCAGTATCA R
C3-N-4908* CGAGTTAYATCTCGTCATCATTG R
C1-J2756* ACATTCTTTCCTCAACATTT F
C2-N3665! CCACAAATTTCTGAACATTG R
LR-J_13342! |CCTTCGCACAGTCAAAATACTGC F
SR-N-14745h | CCAGCAGYYGCGGTTATAC R
Dpf 3826 2 CAGGATTTCATGGAATACATG F
N5-N-7793* TTAGGTTGRGATGGNYTAGG R
N4-J-89441 GGAGCTTCAACATGAGCTTT F
Dpr 9879 3 CAGGTTGTATTCCAATTCAAG R
Dpf 10942 3 CCTTTACGTAATTGAATATAACC F
DrSArFor 2 AATAAATAAATCCCCAACACG F
DrSBfRev 2 TCAATATGAGCGATTTAAGGC R
Aphid15983 % |TAATAGGGTATCTAATCCTAG F
AphidOrig 2 TATCAAAGTAATCCTTTTTCAGGC R
LCO1490-L! |GGTCWACWAATCATAAAGATATTGG |F
HCO2198-L' |TAAACTTCWGGRTGWCCAAARAATCA |R
Dr_realRFor > | ACGCTCCAAGAAATTGTATGT F
DrBCRev 3 CGTGGAAATGATATGTCAGG R
DrBCFor 3 TTAGCAGGTGCTATTACCAT F
DrJfRev 3 CTAAAAGTTGAGATTATTGAACC R
SBfFor ® CTAAGCTAACAATTCAAATACC F
4fRev 3 CTCCATTAGCATGGAAAGAT R
JrFor 3 ATGAACAATTCCAAGATTAGCAA F
DfRev * GGCATAGCTAATGTTATTGAGAA R

Pozn.: 1 univerzani primery (Simons et. al 1994), 2 specifické primery (M. Zurovcova),

3 specifické primery (M. Stackova), F= + fetézec, R= - fetézec.
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3.3.1 Reak¢ni smés

Pro amplifikaci byly pouzivany nasledujici polymerazové systémy: Taq DNA polymerdza
UNIS (Top-Bio s. r. 0. ) + 10x pufr, TaKaRA Ex Taq + 10x pufr (TaKaRa Bio, Inc.),
PrimeSTAR GXL DNA polymeraza + 5x pufr (TaKaRa Bio, Inc.), Taqg DNA polymeraza
byla pouzivana standardné a nasledujici 2 polymerazy byly pouzity jen na useky, které se
pomoci této polymerazy nepodatilo amplifikovat. Slo vétSinou 0 AT bohaté oblasti. Ex Taq
polymerdza ma na rozdil od klasické Taq polymerazy jest¢ funkci kontrolniho ¢teni a oprav
Spatné ptifazenych bazi (tzv. proof-reading aktivitu) a umoznuje amplifikovat delsi useky.
PrimeSTAR GXL umoznuje amplifikovat produkty, které jinymi enzymy amplifikovat nelze
(napt. kvuli sekundarnim strukturam, délce tiseku nebo velkému rozdilu v ideélni teploté
anealingu pouzitych primerti), minimalizuje optimaliza¢ni naroky a svym slozenim zlepSuje
specifitu a citlivost PCR (popis vyrobce, upraveno). Reakéni smés na jednu reakci méla vzdy
objem 12,5 ul a byla michana na ledu do 200 ul zkumavek. Slozeni reakéni smési pro

jednotlivé polymerazy je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3: Pomér reakénich smési pro jednotlivé polymerazy (mnozstvi na jeden vzorek).

ddH20 |Pufr |dNTPs |Primer Templatova | Polymeraz
Polymeraza
] |l | [wd] F/R[uwl] |DNATu] |a[ul]
Taq DNA polymeréza
725 (125 |1 0,75 1 0,1
UNIS (5 U/ul)
TaKaRa Ex Taq
725 (125 |1 0,75 1 0,1
(5 U/ul)
GXL (1.25 U/ul) 6,25 |25 1 0,75 1 0,5
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3.3.2 PCR profily pro amplifikaci jednotlivych fragmenti

Amplifikace probihaly na pfistroji BIOER termocycler (GenePro), V pfipadé pouziti
teplotniho gradientu potom na piistroji Mastertermocycler (Eppendorf). Standardni PCR
profil obsahoval nasledujici kroky: predenaturace 94°C, 1 min, 35 cykli (denaturace 94°C,
30s, anealing 49°C — 57°C, 45s — 1min, elongace 68°C, 45s — 2min), reakci ukoncila
postelongace 72°C, 2 min. Nasledné bylo nastaveno chlazeni na 4°C az do vypnuti
termocykléru a dalSiho zpracovani, aby se zamezilo znehodnoceni vzorkl v ptipad¢, ze by
nebyly okamzité po ukonceni amplifikace vyjmuty.

Teplota elongace byla standardné nastavena na 68°C, coZz vychazelo zprace na
mitochondridlnim genomu Diuraphis noxia (Chundelova, 2012), ve které byly rovnéz
pouzity univerzalni primery dle Simons et al. (1994, 2006). Duvodem je velmi vysoky obsah
AT bazi, v takovém piipad¢ snizena teplota zvySuje pravdépodobnost uspésné amplifikace.

V piipadé€, ze se nedafila amplifikace tsek pii elongaci o teploté¢ 68°C, byla teplota
elongace v cyklicky se opakujicich krocich snizena na 60°C. PCR profily, pfi nichz prob&hla

amplifikace uspésné, jsou uvedeny v tabulce 4.
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Tabulka 4: Ptehled profila pfi nichz byla amplifikace uspésna.

Anealing Elongace
Usek |Primery teplota teplota Polymeraza
[°C] cas [s] [°C] cas [s]

CB-J11335

C 50 60 60 120 UNIS
LR-N-12866

p | 1KI-3790 50 60 60 120 UNIS
C3-N-5460
TK-J-3790

Dpf 57 60 60 120 Ex taq
C3-N-4908
C1-J2756

J 49 60 60 120 UNIS
C2-N3665
LR-J-13342

L 55 60 60 120 UNIS
SR-N-14745b
Dpf 3826

SA 51 60 68 120 Ex taq
N5-N-7793
N4-J-8944

SB 53 60 68 120 GXL
Dpr 9879
Dpf 10942

SC 49 60 68 120 UNIS
SR-N-14745b
DrSArFor

3 53 60 68 120 UNIS
DrSBfRev
Aphid15983

4 - - 49 60 68 120 UNIS
AphidOrig
LCO1490-L

BC 55 45 72 45 UNIS
HCO02198-L
Dr realRFor

6 — 55,8 60 68 120 UNIS
DrBCRev
DrBCFor

7 53 60 68 120 UNIS
DrJfRev

g | SBfFor 53.6 60 68 120 UNIS
AfRev

g | JFOr 53.6 60 68 120 UNIS

DfRev
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3.4 Gelova elektroforéza

Po dokoncené PCR byla jeji uspeSnost oveétena pomoci elektroforetické separace produkti.
1,5% gel byl pfipraven rozpusSténim 3g agardézy v 200ml 1xTAE pufru (zésobni roztok 50x
TAE pufr se zklada z: 121g TRIS; 28,55 ml kyseliny octové; 50 ml EDTA, pH 8,0; 421,45ml
H20) a rozpusténim v mikrovinné troubé. Takto piipraveny gel byl zchlazen na teplotu cca
50°C. Ptipraveny gel byl nasledné nalit do formy s hiebinky a ponechan pfti pokojové teploté
priblizné 20 minut, dokud neztuhl.

Elektroforéza probihala na tomto gelu pfi napéti 120V a pokojové teploté 45 minut. Pro
ureni mnozstvi a velikosti produktu byl na gel nanesen velikostni marker Lambda
DNA/EcoRI + Hind III (FERMENTAS). Rozd¢leny PCR produkt byl vizualizovan na UVP

transiluminatoru a vysledek byl zdokumentovan digitalni UVP kamerou (obrazek 4).

Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker, 3

— 564 58 1.2

bp ng/0.5 pg %

— 21226*218.8 438

5148 531 106

/ 2973 513 103

— 4268 440 88

— 3530* 364 7.3
5
~t

2 _ 207 209 42

% — 904 196 390

2 — 1584 163 33

3 — 1375 142 28
&

= _ 947 98 195

- — 834 86 1.7
=2
5
=

0.5 po/lane, 8 em length gel,

1X TAE, 7 Viem, 45 min

Range

13 fragments (in bp): 21226*% 5148, 4973, 4268,
3530%, 2027, 1904, 1584, 1375, 947, 831, 564, 125

/i~ . 207
(it comprises 0.3%).

Obrazek 4: Ukazka vysledku gelu po agardézové elekroforéze. Vlevo je vidét Lambda
DNAV/EcoRI + Hind Ill, vpravo je fotografie gelu s aspésné amplifikovanym usekem "C"

(cca 1400 bp), negativnim kontrolnim vzorkem a timto velikostnim markerem.
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3.5 Precistovani PCR produktu

Produkt byl po ovéfeni uspésné amlifikace pomoci elektroforézy enzymaticky ptecistén,
¢imz doslo k odstranéni piesahujicich jednotfetézci DNA a volnych nukleotidu.

Ke vzorku bylo pfidano 1 ul Fast AP (Alkaline Phosfatase, 1U/ul, Thermo Scientific) a
0,5ul Exo | (Exonuclease I, 20U/ul Thermo Scientific). Takto namichana reakce byla

vlozena do termocykléru na nésledujici profil: 37°C, 30 min, 80°C, 15 minut.

3.6 Sekvenac¢ni reakce

Po piecisténi byly vzorky odeslany na sekvenaci do firmy Segme, s.r.0. Smés pro
sekvenacni reakci byla namichéna na ledu do 600 ul zkumavek podle navodu Seqme a to

Vv zavislosti na mnozstvi ziskaného produktu a jeho velikosti, jak je uvedeno v tabulce 5.

Tabulka 5: Ptiprava produktu k sekvenovani (Segme.cz).

] Celkovy
Templat Primer .
objem

PCR produkt <500 bp |50 ng
PCR produkt 500-1000 | 100ng | ° M1 3 uM roztoku 10 pl

primeru
PCR produkt > 1000 bp | 200ng

3.7 Vyhodnoceni a zpracovani sekvenci

Ziskané sekvence byly otevirany v programu BioEdit Sequence Alignment editor (verze
7.2.5). Nasledn¢ byly zkontrolovany néstrojem BLAST (Basic Local Aligment Search Tool,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), ¢imZ byla vylou¢ena amplifikace jiného genetického
materialu a potvrzena piislusnost k mitochondrialnimu genomu Aphididae.

Takto ovéfené sekvence byly dale spojeny do kontinualni sekvence Vv programu
SeqManllI (programovy balik DNASTAR ver. 4.0; DNASTAR, Inc.), pro urfeni pozice byl
zpocatku k alignmentu pouzivan genom piibuzné msice Cervaphis quercus (Genbank
referencni Cislo KF254841.1).

Kompletni sekvence byla dale pfedbézn¢ anotovana pomoci programu Mitos

(http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de/), nasledn¢ byly pozice detekovanych gent kodujicich
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proteiny jesté ovéfeny porovnavanim s prislusSnymi ¢astmi mitogenoma piibuznych druht,
viz tabulka 1.

Pozice tRNA byly ovéieny nastrojem tRNA SCAN (http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-
SE/) a to s nasledujicim nastavenim: Search mode: tRNAcsan only, source: Mito/Chloroplast,
Cove score cutoff: 5, eufindtRNA search parameters: default. Kruhova molekula
mitogenomu byla vizualizovana pomoci nastroje GenomeVx
(http://wolfe.ucd.ie/GenomeVx/).

Dale byly provadény analyzy v programu Mega 6 (Tamura et al., 2013). Konkrétn¢ $lo
0 sefazeni a porovnani PCG, vytvofeni fylogenetického stromu, a porovndni obsahu
jednotlivych nukleotidii napti¢ druhy vybranymi pro srovnani. Pro fylogenetické analyzy
byly vyuzity metody Neighbor—Joining a Maximum Likelihood na zaklad¢é nejvhodnéjsich
evolu¢nich modelt. Nastaveni bylo nasledujici: Neighbor—Joining: Tamura—Nei, Gamma
Distributed, Bootstrap 1000x, Maximum Likelyhood: GTR+G+l, Bootstrap 1000x.
Nekodujici sekvence ,,control region® byla zpracovana V internetové (,,online) aplikaci
Tandem repeats finder (http://tandem.bu.edu/trf/trf.html).
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4. Vysledky

V této praci bylo osekvenovano celkem 14888 bazi mitochondrialniho genomu
Drepanosiphum platanoidis. Nasledné analyzy byly provadény ve srovnani s mitogenomy
zéstupct podiadu Sternorrhyncha dostupnymi v databazi Genbank. Slo celkem 0 9 jedincti
z ¢eledi Aphididae, Greenideidae a Phylloxeridae, uvedenych v tabulce 1.

Byly provadény analyzy na kodujicich sekvencich i na celém dosud osekvenovaném
genomu. Analyzy mély pomoci objasnit fylogenetické vztahy a také slozeni genomu, které

mohlo vysvétlit urcité problémy, nastalé béhem laboratorni ¢asti prace.

4.1 Mitochondrialni genom Drepanosiphum platanoidis

Pro osekvenovani byla pouzita PCR amplifikace a nasledné metoda ,,primer walking*.
Pomoci primerd uvedenych v tabulce 2 byly amplifikovany tseky o0 velikosti 500-2400 bp,
které byly osekvenovany. Podminky amplifikace jednotlivych tsekt jsou uvedeny v tabulce
4. Produkty veétsich délek byly sekvenovany v obou smérech, tzn. ve sméru 5°-3"i ve sméru
3'-5’, aby doslo k prosekvenovani celého tiseku. V programu SeqManll (programovy balik
DNASTAR ver. 4.0; DNASTAR, Inc.) byla vytvotena celkova kontinualni sekvence.

4.1.1 Charakteristika mitochondrialniho genomu Drepanosiphum platanoidis

Velikost osekvenované ¢asti mitochondrialniho genomu je 14 888 bp, pfedpokladana velikost
useku, ktery se nepodafilo amplifikovat je pfiblizné¢ 300 bp (obrazek 5), celkova velikost

mitogenomu je tedy odhadovana piiblizné na 15,2 kbp.
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imS21ga Drepanosiphum platanoidis
mitochondrialni genom

cob

Obrazek 5: Kruhovy diagram mitochondralniho genomu Drepanosiphum platanoidis (geny

oznaceny zelen¢, tRNA modie, rRNA Zluté, oblast oznaCenou cervené se nepodatilo
amplifikovat).

Oblast pred a za neamplifikovanou ¢asti je v urCitych mistech Spatné Citelna. Tato oblast

zahrnuje sekvenci kodujici proteiny: nad5, nad4, nad4L a sekvenci tRNA (Ser), (obrazek 6).

atp8
atp6
cox3
nad3

nad6

«Speu
wbpeu
< TFpEU

Obrazek 6: Poradi gent (zelen¢), tRNA (modie) a rRNA (zZluté), ,,** znaci problematickou
oblast, ,,? znac¢i pravdépodobné misto vyskytu Serl.
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4.1.2 Geny kédujici proteiny

Bylo osekvenovano celkem 10 gent kodujicich proteiny (PCG). Ackoliv pii anotaci
programu Mitos (http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de) bylo detekovano vSech 13 genu
kodujicich proteiny, pii nasledném sefazeni podle ¢teciho ramce a porovnanim s piibuznymi
druhy bylo zjisténo, ze oblast nad5 byla detekovana na nespravném misté a sekvence je
dobfe citelna jen zcéasti — zhruba jedna polovina. Z oblasti nad4L byla taktéz spravné
detekovana piiblizn€ polovi¢ni délka sekvence nez U ostatnich srovnavanych sekvenci.

Porovnani pozic detekovanych programem Mitos se skute¢nymi pozicemi na zaklade
srovnani s referenénimi sekvencemi piibuznych druhli je uvedeno v tabulce 6. U useku
oznacenych * §lo 0 hife ¢itelnou sekvenci, kdy po piekladu do protein byly nékteré Casti
necitelné, unad4 slo konkrétné o isek mezi pozicemi 8349-8910. U zbylych dvou usekt
byly po piekladu jasné ¢itelné jen useky 9269-9368 (nad4L) a 7675-9082 (nadb).

Tabulka 6: Geny kodujici proteiny, srovnani detekce pozic z progamu Mitos a skute¢nych

pozic na zéklad¢ srovnani s ptibuznymi druhy.

PCG Zaéz’\tek Ko-nec Retizec Zacatek | Konec
(Mitos) |(Mitos) (srovnani) | (srovnani)

nad2 288 1160 + 267 1244
coxl 1457 2968 + 1445 2991
COX2 3067 3714 + 3055 3726
atp8 3874 4008 + 3883 4034
atp6 4022 4666 + 4016 4668
cox3 4702 9457 + 4675 5460
nad3 5529 5870 + 5523 5876
nad5* |6565 7575 - 7675 xx
nad4* | 7766 8938 - 7758 9082
nad4l* [9088 9243 - 9269** *x
nad6 9511 9987 + 9508 9998
cob 10020 11078 |+ 9999 11114
nadl 11212 12114 |- 11197 12129

Pozn.: * geny, jejichz pozici se srovndnim nepodatilo ovéfit, ** nebylo mozno presné

detekovat pozici
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4.1.3 tRNA

Ziskana sekvence byla analyzovana pomoci nastroje Mitos (http://mitos.bioinf.uni-
leipzig.de), kde byly detekovany sekvence celkem 19 tRNA (tabulka 7). Nebyly detekovany
sekvence pro 3 tRNA (Glu, Phe, His). Nasledné byla tato analyza jesté ovéiena ,,online®
nastrojem tRNA-SCAN, kde byla taktéz vizualizovana typickd trojlistkova struktura
jednotlivych tRNA (http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/).

V této analyze se potvrdila nepfitomnost predchozich 3 sekvenci, navic zde ale
nebyla detekovana oblast kodujici tRNA (Ser2), proto byla tato sekvence nasledné porovnana

s odpovidajicim usekem u ptibuznych druht. Potvrdilo se, ze sekvence skutecné neodpovida.

Tabulka 7: Piehled pozic jednotlivych sekvenci kodujicich tRNA.

tRNA Antikodon | Zagatek | Konec Retézec belka
useku
tRNA (lle)  |GAT 1 69 + 69
tRNA (GIn) |TTG 71 138 - 68
tRNA (Met) |CAT 196 263 + 68
tRNA (Trp) | TCA 1247 1310 + 64
tRNA (Cys) |GCA 1303 1370 - 68
tRNA (Tyr) |GTA 1381 1446 - 66
tRNA (Leul) |TAA 2988 3054 + 67
tRNA (Lys) |CTT 3731 3803 + 73
tRNA (Asp) |GTC 3805 3873 + 69
tRNA (Gly) |TCC 5461 5525 + 65
tRNA (Ala) |TGC 5879 5947 + 69
tRNA (Arg) |TCG 5956 6020 + 65
tRNA (Asn) |GTT 6020 6088 + 69
tRNA (Thr) |TGT 9370 9431 + 62
tRNA (Pro) |TGG 9439 9506 - 68
tRNA (Ser2) |TGA 11119 11182 + 64
tRNA (Leu2) |TAG 12136 12200 - 65
tRNA (Val) |TAC 13488 13551 - 64
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Obrazek 7a: ,,Trojlistkova" struktura tRNA vytvofena v programu tRNAscan-SE (Lowe et
al., 1997).
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Obrazek 7b: , Trojlistkova" struktura tRNA vytvorena v programu tRNAscan-SE (Lowe

al., 1997).
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4.1.4 rRNA a nekodujici oblasti (AT-control region, repeats region)

V sekvenci se vyskytuji dvé rRNA na — fetézci ato v poradi rrnL (16S) v délce 638
nukleotidi a rrnS (12S) v délce 758 nukleotidi. Pozice téchto dvou useki je znazornéna na
obrazcich 6 a 7a, b.

Nekodujici ,,repeats oblast se bohuzel nepodafilo lokalizovat. Oblast ,,control
region‘ je velmi AT bohata, procentualni zastoupeni bazi A a T je 85%, konkrétni zastoupeni

jednotlivych bazi je uvedeno v tabulce 8.

Tabulka 8: Procentualni zastoupeni jednotlivych nukleotidi v sekvenci control region.

Nukleotid | T(U) |C A G
Zastoupeni | 41% 9% 44% 5%

Usek zahrnujici ,,control region“ se nachazi mezi rrnS atRNA(lle), jeho délka je
581 bp. Celkova sekvence této oblasti je uvedena v ptiloze 3. Programem Tandem Repeats
Finder (http://tandem.bu.edu/trf/trf.ntml) se v tomto Gseku podatilo lokalizovat jednu repetici
0 délce 19 bp, ktera se v sekvenci opakuje celkem tiikrat, jak je vyznaCeno v piiloze 3.
Nasledné byla v tomto programu analyzovana stejna oblast U pfibuznych druht (tabulka 1).

Srovnani poctu repetic v této oblasti U jednotlivych druht je vizualizovano na obrazku 8.

Acyrthosiphon pisum Aphis gossypii
Sitobion avenae 128 'E Pterocomma pilosum 128| Ile

Diuraphis noxia PN 1 I I IV Cervaphis quercus
Cavariella salicicola |12S 'E Daktulosphaira vitifoliae PN I I 1o IV

Schizaphis graminum |12S [RSERIEBIESVA Tle Drep iphum pl, idis (128

Obrazek 8: Repetice v oblasti control region u porovnavanych druhti Sternorrhyncha,

fimské ¢islice znaci jednotlivé repetice, zluté pole znaci sekvenci pred repeticemi, zelen¢ jsou
oznaceny okolni ¢asti sekvence (12S = rRNA kodujici malou podjednotku ribozomd,

Ile = tRNA (lle))
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4.2 Mezidruhové srovnani mitochondriilnich genomi vybranych

druhu

Potadi jednotlivych sekvenci se nelisi od klasického uspotadani. Nedoslo k zddnému posunu,
jak tomu bylo napft. u A. pisum nebo S. graminum v praci Wang et al. (2014), viz obrazek 9.
Nicmén¢ podle velikosti Gseku, Ktery se nepodafilo amplifikovat (cca 300 bp), Ize usuzovat,
ze u D. platanoidis bude chybét repetitivni oblast pied tRNA (Phe), stejné jako tomu bylo
u C. quercus (obrazek 9, Wang et. al. 2014).

Cervaphis quercus

nadls ‘204 | coss D nadt I l mt. I I mS D | 3 ¥ |
(o T oz I o [ oo | come I e IR B == =10 ==K
Cavariella salicicola
pad | mwox [ 0] e [ 7o | B BGER
[[cort [ coez [N ates [ ato6 | coxs TN s PR R &R | I:I nectt | cob CRI M

Diuraphis noxia

(o T o TR e [ e T o T o N ] O == = D==E
Schizaphis graminum F
e e <] [ e ey il e M G | ||
[[coxt [N cox2 [ERIERY ates [ awe [ coxs [ o [ERIERIERIE < | E asdt | cob l.il D M
Acyrthosiphon pisum
3 I e oo T o | e v |
[ coxt BRY corz JERIER] stos | ato6 | coxs B moce EICRIE RN &R | D ontt | cob M M

Obrazek 9: Porovnani struktury 5 msi¢ich genomt, Sipkami vyznacené presuny tRNA

(podle Zhang et al., 2014).

26



4.2.1 Srovnani velikosti mitogenomii a jejich nukleotidového sloZeni

Velikost mitogenomt vybranych zastupci Sternorrhyncha se pohybuje od 15 180 bp do

16 969 bp. Nejmensi mitogenom ma S. avenae, nejveétsi A. pisum.
Mitogenom D. platanoidis

C. salicicola, viz tabulka 9.

svou velikosti

pravdépodobné¢ bude nejvice piiblizovat

Tabulka 9: Podil jednotlivych bazi v mitogenomech jedinci podiadu Sternorrhyncha

a celkova velikost mitogenomu. Mitogenom, kterym se zabyva tato prace, je vyznacen tuéné.

Zastoupeni jednotlivych bazi (%)

Zastupce 0 c A e velikost mitogenomu (bp)
D. platanoidis 38,7 10,4 44,9 6,0 dosud ziskano 14 888
Aphis gossypii 38,3 10,4 454 59 15 869
Acyrthosiphon pisum 38,3 9,8 46,4 55 16 969
Cervaphis quercus 38,9 9,3 45,9 59 15 272
Cavariella salicicola 38,5 10,4 45,4 57 16 317
Diuraphis noxia 39,0 9,6 45,7 5,7 15784
Daktulosphaira vitifoliae |40,0 9,8 44,0 6,2 dosud publikovéano 12 349
Pterocomma pilosum 39,0 11,4 43,3 6,3 dosud publikovano 12 529
Sitobion avenae 38,5 10,0 45,8 5,8 15180
Schizaphis graminum 39,2 10,1 44,8 6,0 15721

Vsechny porovnavané mitogenomy jsou AT bohaté. Praimér obsahu A a T bazi dosahuje

84%.
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4.2.2 Fylogeneticka rekonstrukce

Fylogeneticky strom byl vytvofen v programu Mega 6 (Tamura et al., 2013) na zakladé
9 geni kodujicich proteiny. Nebylo mozné pouzit vSech 13 PCG ato z divodu, ze se
nepodafilo plné osekvenovat oblasti nad5, nad4 anad4L. Dale nebyla pouzita sekvence
kodujici cox3, jez chybéla u Daktulosphaira vitifoliae, ktera byla pouzita jako ,,outgroup®.
Rekonstrukce byly provedena metodami: Neighbor—Joining a Maximum Likelihood,

vysledné dendrogramy jsou na obrazcich 10 a 11 (ptiloha 2).

Acyrthosiphon pisum (Aphididae, Macrosiphini)
Sitobion avenae (Aphididae, Macrosiphini)
Diuraphis noxia (Aphididae, Macrosiphini)
Cavariella salicicola (Aphididae, Macrosiphini)
Pterocomma pilosum (Aphididae, Pterocomma)
Schizaphis graminwm (Aphididae, Aphidind)
92 Aphis gossypii (Aphididae, Aphidini)
Cervaphis guercus (Greenideidae, Cervaphis)
Drep iphum platanoidis (Aphididae, Drepanosiphum)
Daktulosphaira vitifoliae (Phylloxeridae, Daktulosphaira)

a3

0.05

Obrazek 10: Fylogeneticka rekonstrukce vybranych druht Sternorrhyncha (Neighbor—
joining: Tamura—Nei, Gamma Distributed, Bootstrap 1000x, ,,outgroup Daktulosphaira

vitifoliae).

Ob¢ fylogenetické rekonstrukce se shoduji. Drepanosiphum platanoidis byla dle oc¢ekavani

zafazena mimo skupinu Aphidinae.
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5. Diskuze

Mitogenomy hmyzu jsou velice bohaté na nukleotidy A a T (Zhang et al. 1997). Timto jevem
byly ovlivnény vSechny pracovni postupy, vcetné PCR amplifikace a nasledné sekvenacni

reakce.

5.1 PCR amplifikace

Béhem prace v laboratofi byly vyzkouseny celkem 3 rtizné typy polymeraz. Pro prvni reakci
daného useku byla vzdy pouzita Taq DNA polymerdza UNIS. Jednd se 0 standardné
pouzivanou polymerazu, ktera nema tzv. proof-reading aktivitu. Pokud se tusek nedafilo
amplifikovat polymerazou Taq DNA UNIS, byly testovany jesté nasledujici polymerazy:

1. Ex Taq polymeraza, kterd mé navic ,proof-reading* aktivitu aumoznila proto
amplifikovat tseky, které polymerdza Taq DNA UNIS nedokézala amplifikovat
vubec, nebo jen slab¢.

2. PrimeSTAR GXL DNA, ktera minimalizuje optimaliza¢ni naroky reakce a je schopna
Iépe ptekonat sekundarni struktury nebo zde typicky polyA useky. Konkrétné
napomohla amplifikovat sekvenci za problematickou AT bohatou ¢asti genomu

zvyraznénou na obrazku 6.

V pocatcich byly v rdmci optimalizace PCR testovany reakce S pfiddnim BSA (Bovine
Serum Albumin) pro stabilizaci reakce. Neukazalo se vSak, Ze by BSA mélo zasadni vliv na
zlepseni prab&hu PCR amplifikace, proto jiz nebylo dale vyuzivano.

Primery pro PCR reakci byly pouzivany nejdiive tzv. univerzalni — pifevzaté z praci
Simon et al. (1994, 2006). Témito univerzalnimi primery se podafilo naamplifikovat
piiblizné polovinu ze vSech celkové amplifikovanych usekti. Ne vSechny mnou vybrané
primery bylo mozné pouzit, Z divodu vyrazné se liSicich vypocitanych teplot anealingu mezi
témito pary. Proto byly z jiz ziskanych osekvenovanych usekti navrzeny specifické primery.
Tyto primery byly navrhovany tak, aby mohly byt vyuzity po jednotlivych dvojicich.
V piipadé, ze 2 amplifikované useky byly od sebe natolik vzdalené, ze nebylo mozné
navrhnout 2 specifické primery tak, aby délka tseku nepfesahla 2kbp, byl pouzit jeden
primer univerzalni a druhy specificky. Usp&snost specifickych primerii p¥i amplifikaci byla

témet 100%.
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5.2 Sekvenacéni reakce

Ackoli byla sekvena¢ni reakce vzdy namichana podle navodu vyrobce, ne vzdy byla ziskana
dobfe citelna sekvence, nebot’ AT bohaté useky jsou problematické i co se ty¢e sekvenovani.
Sekvence obsahujici hodné stejnych bazi na jednom misté (zde typicky A) muize zpusobit
sklouzavani sekvenazy a také nepiesnosti ve ¢tené sekvenci. Dokonce mize dojit i K uplnému

ptreruseni sekvenovani.

5.3 Charakteristika mitochondrialniho genomu Drepanosiphum

platanoidis

V této praci se podafilo osekvenovat celkem 14 888 bp, z piedpokladanych cca 15 200 bp
mitochondrialniho genomu Drepanosiphum platanoidis, msice podfadu Sternorhyncha. Prace
si kladla za cil osekvenovat cely tento genom a porovnanim ziskané sekvence s daji
v adekvatnich databazich objasnit postaveni a fylogenetické vztahy ptibuznych Cceledi
vramci tohoto podiadu. Pro analyzy byly vybrany celedi Greenideidae, Phylloxeridae
a Aphididae (podéeledi Macrosiphini, Aphidiny a Pterocomma), dostupnych v databazi
Genbank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). ~ Ackoli v databazi  MetAmiga
(http://amiga.cbmeg.unicamp.br/) je publikovano celkem 12 kompletnich mitogenomu
podiadu Sternorrhyncha, jde prevazné o skiidce hospodaiskych rostlin a ostatni druhy jsou
zde opomijeny, byt jsou Ccasto fylogeneticky star§i. Kompletni mitogenom podceledi
Drepanosiphinae zde také chybi.

Presto, Ze byly testovany celkem 3 polymerdzy, se bohuzel nepodafilo uspokojivé
osekvenovat ¢ast tseku, kde podle srovnavacich jedinct piedpokladame oblast bohatou na
nukleotidy A aT ajejich ptipadné repetice. Jde o0 typicky problém zpusobeny vysokym
obsahem A aT bazi vmsiCich mitogenomech, jak dokladaji idalsi netplné sekvence

publikované v databazi Genbank (Pterocomma pilosum, Daktulosphaira vitifoliae).

5.4 Geny kodujici proteiny

Vétsina gent odpovida svym potadim i piekladem do proteinti ptibuznym druhtim. Pouze
pozice sekvenci nad5, nad4, nad4L se podafilo detekovat programem Mitos, nikoliv vSak

ovefit pfi srovnani se sekvencemi vybranych druht. Pieklad do proteinii byl vSak nejasny,
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s vybranymi druhy souhlasila jen ¢ast sekvence. Geny pro nad4 a nad5 by bylo nutné rozdélit
na nékolik ¢asti, které by se navzajem c¢asteéné prekryvaly. Proto bude nutné tuto oblast

znovu amplifikovat a sekvenovat, abychom ziskali ¢iteln&jsi sekvence.

5.5 tRNA

Nepodafilo se detekovat sekvence celkem 4 tRNA (Glu, Phe, Ser, His). Pti prvni analyze
byla tato chybé&jici tRNA (Ser) programem Mitos urcena na predpokladaném misté (viz
obrazek 7a, b). Bohuzel jde 0 ¢ast genomu, U kterého nemame 100% Cdcitelnou sekvenci
a srovnanim s ostatnimi druhy proto nemohla byt tato pozice potvrzena. Taktéz tRNA, které
nebyly detekovany vibec, by se mély, podle srovnani s ostatnimi mitogenomy, vyskytovat
Vv této oblasti. Typicka trojlistkova struktura odpovida ostatnim druhtim, nebyly nalezeny

zadné anomalie, proto nepiedpokladame vyskyt mutaci.

5.6 rRNA a nekédujici oblasti (AT—control region, repeats region)

Obe¢ jednotky rRNA se vyskytuji na prepoklddaném misté, viz obrazek 5. Velka podjednotka
(16S rRNA) se nachazi za tRNA kddujici leucin, néasleduje ¢ast kodujici valin a poté mala
podjednotka rRNA (12S).

Nekodujici  ,repeats oblast se bohuzel nepodafilo lokalizovat, s nejvétsi
pravdépodobnosti U tohoto druhu tGplné chybi — jako tomu je u C. quercus, viz obrazek 4.
Teoreticky by se mohla vyskytovat v oblasti, kterou se nepodatilo amplifikovat, pfipadné
v Casti sekvence, ktera neni 100% citelna.

Vzhledem Kk nejasnostem souvisejicim se $patné Citelnou a chybéjici ¢asti sekvence,
nelze sjistotou fici, zda se v genomu nachazi nekodujici (repetitivni) oblast, ¢i nikoli.
Teoreticky by se mohla nachazet v oblasti, kterou se nepodafilo amplifikovat , pfipadné
v ¢asti sekvence, ktera neni 100% Citelna. Nicméné dle velikosti genomu a srovnani
s nejbliz§im pfibuznym na zaklad¢ fylogenetické analyzy v této praci— C. quercus je
odhadovano, Ze repetitivni oblast zde zcela chybi. Stejné¢ jako u jiz zminovaného C. quercus.
Bude potieba vyzkouset dal$i metody, jako napiiklad zaklonovani jednoho z usekt, ktery se
podafilo amplifikovat jen slabé. Tato metoda jiz jednou vyzkouSena byla, ovSem

s negativnim vysledkem. Bohuzel jiz nebylo mozné z ¢asovych divodii klonovani zopakovat.
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Délka useku zahrnujiciho ,,control region® je 581 bp, coz se nejvice blizi C. quercus,
u né¢hoz je tato oblast velka 657 bp, podobnou velikost ma i D. noxia. Naopak C. salicicola
(1 137 bp) a A. pisum (1 336 bp) maji velikost tohoto tiseku piiblizné dvojnasobnou (Wang et
al., 2014).

Ze srovnani s vybranymi druhy vyplynulo, Ze po¢tem repetic odpovida D. platanoidis
druhum C. salicicola a S. Avenae, nikoliv vSak vzorem téchto usekt. C. salicicola ma vzor
o velikosti 109 bp, S. avenae jen 21 bp, D. platanoidis 19 bp. Toto srovnani je vizualizovano

na obrazku 8.

5.7 Srovnani mitochondrialnich genomta vybranych druhi

Ze srovnani S ostatnimi druhy vyplynulo, Ze mitogenomy vSech jedinctli jsou velmi bohaté na
A aT baze. To je také divodem, pro¢ byla amplifikace ¢asti genomu neuspesna. Ackoli
Vv osekvenované Casti genomu Drepanosiphum platanoidis pravdépodobné chybi druha oblast
repetic, stejné jako u Cervaphis quercus (Wang et al. 2014), je procentualni obsah A aT
srovnatelny s ostatnimi mitogenomy. Vzhledem k tomu, Ze ¢ast genomu chybi a ¢ast je
nejasna, jak je jiz zminéno vySe, neni zatim mozné s jistotou fici, zda nedoslo k posuniim
nekterych sekvenci. S velkou pravdépodobnosti bude ale potadi jednotlivych genti odpovidat
Cervaphis quercus, jak vyplyva iz fylogenetického srovnani, kdy jsou si tyto dva druhy

pomeérné blizké.

5.8 Fylogeneticka rekonstrukce

Z fylogenetické rekonstrukce vyplynulo, ze Drepanosiphum platanoidis je fylogeneticky
star$i, nez ostatni aphididae vybrané pro srovnani. To odpovida zafazeni Drepanosiphinae
v praci Ortiz—Rivas et al. (2010) i fylogenetické rekonstrukci na zakladé symbionta Buchnera
(Novakova et al., 2013). Naopak je v rozporu s puvodni fylogenetickou teorii na zakladé

morfologickych znakt (Heie, cit. dle Ortiz—Rivas et al., 2004).
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6.Zaveér

Podatilo se osekvenovat prevazné cely mitochondridlni genom msice Drepanosiphum
platanoidis. Bylo identifikovano 13 gent kodujicich proteiny, z toho 10 Gplnych a 3 ¢asteéné,
2 geny koédujici malou avelkou podjednotku rRNA a 18 tRNA. Poradi genu, které se
podatilo lokalizovat, se shoduje se zjisténym pofadim gend ptibuznych druhti Cervaphis
quercus, Cavariella salicicola, Diuraphis noxia, Sitobion avenae, Aphis gossypii,
Pterocomma pilosum a Daktulosphaira vitifoliae. Fylogenetickou analyzou bylo ur¢eno, Ze

Drepanosiphum platanoidis je fylogeneticky starsi nez podéeled” Aphidini.
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9.
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rRNA — ribozomalni RNA

tRNA — transferova RNA

nad — podjednotka NADH dehydrogenazy

atp — podjednotka ATP syntazy

cytB —cytochrom B
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10. P¥ilohy

Priloha 1:

Tabulka 10: Primery s nimiz se nedafila amplifikace. F= + fetézec, R= - fetézec.

Nazev primeru | Sekvence primeru 5'— 3’ F/IR
C3-J-5014 TTATTTATTGCATCAGAAGT F
N5-J-7077 TTAAATCCTTWGARTAAAAYCC F
CB-N-10920 TCCTCAAAATGATATTTGTCCTCA R
N1-J-12585b |CCCTTACGAATTTGAATATATCC R
SR-N-14275b | AAGGTGGATTTGGTAGTAA R
11841-for ATCATAACGAAACCGAGGTAATGTACC |F
N1-N12595 GTAGCATTTTTAACTTTATTAGAACG R
N4-N8487 TATCAGCTAATATAGCAGCTCC R
TL2-J3033 TCTAATATGGCAGATTAGTGCA F
N5-J-6579 TTCTGACCAACCTTGATC F
TM-J-210b AAGCTACTGGGTTCATACCC F
MtD-12 (3014) | TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA F
1460rev GGCTGAAGTTTAGGCGATAAATTGTA |R
A8-N4061 GAGATTAAGTTTGTTATCATTTTCA R
mtD-9 (2191) |CCCGGTAAAAATAAAATATAAACTTC |R
SR-N-14220 |ATATGYACAYATCGCCCGTC R
Dpr 1355 GTTGAGATTATTGAACCAATTG R
CB-J-10933 TATGTACTACCATGAGGACAAATATC |F
DrSArRev TACAATTATGTCATTATGTGG R
Dpf 3826 CAGGATTTCATGGAATACATG F
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Priloha 2:

97 Sitobion avenae (Aphididae. Macrosiphini)
Diuraphis noxia (Aphididae, Macrosiphini)

—— Cavariella salicicola (Aphididae, Macrosiphini)

00 L—— Pterocomma pilosum (Aphididae. Pterocomma)

Schizaphis graminuwm (Aphididae, Aphidini)

Aphis gossypii (Aphididae. Aphidini)

Cervaphis quercus (Greenideidae . Cervaphis)

wE-icyrthosiphon pisum (Aphididae. Macrosiphini)

87

100

33

Drepanosiphum platanoidis (Aphididae, Drepanosiphum)
Dalktulosphaira vitifoliae (Phylloxeridae, Daktulosphaira)

H
0.02

Obrazek 11: Fylogeneticka rekonstrukce vybranych druhti Sternorrhyncha (Maximum

Likelihood: GTR+G+I, Bootsrap 1000x, outgroup Daktulosphaira vitifoliae).

Priloha 3:
Repetice D. platanoidis: TATACTAATATTATTAACC (v sekvenci podtrZzeno).

Sekvence oblasti control region D. platanoidis (Gervené vyznaceny nukleotidy AT).

TTACATATATAAAAATTAAAGATTGGTTTTAAATTTATAATATTTAAAAATCATA
AATAACAATTTTTAACCTTAAAATTTTAAAATTTAATCCCTATTATATATATATCT
ATAACAATTAATAAATAATTAGATATCTATAAGGATTTTATATATAAATATACTA
TTATTAATACTAAATGTATAAATTAGATATATTAATAATATTTATATATAAATAA
GTAATAACAATTATAATACATAATAATAATGTATACTAATATTACTATTAACCTA
ATACTATATTATTAATGTATACTAATATTATTAACTATTACAATAGATTATACTAA
TATATAATACTTATATATATAGATATACCTATACAGGAAGTATGATATATCTATA
CTCTATTACATATTAATAAGACTCATATATTCTTTTTATTCTTTTTTTTAATAATAG
AGGGCCCCCCTACGATTTATCATCATAAAAGTTAAGTAACGCTCCAAGAAATTGT
AGTACTTTGTGATTTAAAAAAACTTTAGTTAAATAAATAATTTTAAACCACTAAA
CATTTTTTTAATTAAAAATTTTTTTTT

41



