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1 Uvob

»Imaginal disc growth factors“ neboli zkracené¢ IDGF jsou chitindzam podobné rustové
faktory objevené u hmyzu. Po jejich objeveni u modelového organismu Drosophila
melanogaster (Kirkpatrick a spol., 1995) se pokracovalo v odhalovani jejich funkci pravé
na tomto druhu. Bylo zjisténo, ze proteiny IDGF jsou piitomné v hemolymf€ a hraji kliCovou
roli pfi srazeni hemolymfy po zranéni (Kucerova a spol., 2016). Dale se odhalila jejich dulezita
podptrna funkce pfi tvorbé extracelularni matrix nutné pifi spravném svlékani vyvojovych
stadii (Pesch a spol., 2016). V neposledni fadé¢ jsou IDGF souc¢asti imunitni reakce
na hlistovkovou infekci (Arefin a spol., 2014)

Ackoliv jsou proteiny IDGF zndmé od roku 1995, o jejich funkci v jinych zastupcich
hmyzu neni mnoho znamo. Cilem prace bylo tedy zjistit, zda podobn¢ jako u Drosophila
melanogaster, tak i u jinych druhtt hmyzu jsou IDGF proteiny spojené s imunitni reakci.
Pokusnym organismem byl vybran brouk Harmonia axyridis z ¢eledi slunéckoviti
(Coccinellidae), jelikoZ pokusy na tomto organismu nijak neohrozi stav populace v piirodé,
a navic se da chovat v laboratornich podminkach. Zminény druh byl vystaven infekci ptidnimi
hlistovkami bézné se vyskytujicimi v nasi ptirod¢, konkrétné Steinernema carpocapsae
a Steinernema feltiae. Piedeslé vyzkumy na slunéckach navic odhalily, Zze hlistovka
Steinernema carpocapsae je vice ucinna v souvislosti s biologickou kontrolou nez jiné
zkoumané druhy hlistovek (Ebeid a spol., 2014 a Metwally a spol., 2016). Proto byl zejména
D. I. Shapiro-llan a T. E.Cottrell v roce 2005 zjistila rozdilnou nachylnost na hlistovkovou
infekci mezi invaznimi a plivodnimi americkymi druhy broukt ¢eledi slunéckoviti. Podobné
vysledky dokazuji i vyzkumy s nasimi piivodnimi druhy slunéckovitych broukt (Kucerova,
Reficha, nepublikovano). Z toho diivodu bylo dal§im zamérem préace objasnit evoluci proteinu

IDGF pravé na broucich ¢eledi slunéckoviti.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Celed’ slunéikoviti

Celed brouku sluné¢koviti (Coccinellidae) neni nejvétsi éeledi v ramei hmyzu. Je zndmo asi

6 000 druht (Che a spol., 2021), avsak tento pocet je pfiblizné stejny jako pocet vSech druhii
savcl na sveté. VeEtsina lidi si vybavi klasicka pestrobarevnd slunécka, avSak vSechny druhy
této skupiny nejsou pestrobarevné, nybrz velky pocet druhit ma podobu malych hnédych
chlupatych broukd.

Tato skupina hmyzu méa proménu dokonalou. Zivotni cyklus (Obrazek &. 1) za¢ina
vajickem. Vétsi druhy kladou vajicka zlutd az oranzova do shluki po 20 az 50, mensi druhy
je kladou jednotlivé nebo do mensich shlukd. Larve, ktera se z vaji¢ek po nékolika dnech
vylihne, trva pfiblizné¢ mésic, nez povyroste, a poté se zakukli. Kukla u slunécek je trochu
zvlastni, protoze je vZdy pfichycend k rostlin€ a vypada naptl jako larva a naptil jako dospélec.
Vylihly dospély jedinec je mékky a svétle zluty. Zanedlouho jeho télo ztvrdne a pomalu
v ¢astech téla hromadi pigmenty, jako jsou pteriny a karoteny zodpovédné za oranzovou az
¢ervenou barvu, dale melanin zptisobujici hnédé az ¢erné zbarveni. Dospéli jedinci se pari asi
dve hodiny, a i vicekrat denn¢ s nékolika partnery. Spermie se v samicich ukladaji a ve stejné

snusce muzou mit novi jedinci jiné otce (Nedvéd, Djuri¢, 2022).

' Ladybird Life Cycle
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Obrazek ¢. 1: Ukazka schématu zivotniho cyklu slunécka sedmite¢ného

(Coccinella septempunctata) v souvislosti s ro¢ni dobou (Ware, 2005)



Barva slunééek se muze v prubéhu Zivota trochu pozménit, nicméné pocet a tvar skvrn je
geneticky dany a nijak se u daného jedince neméni (Gautier a spol., 2018). Charakteristickym
pestrobarevnym zbarvenim déavaji potencialnim predatoriim jasné najevo, ze jsou jedovati.
Obsahuji alkaloidy, které jsou toxické pro ptaky a jiny dravy hmyz. Ackoliv jiny hmyz
cervenou barvu nevidi, slunécka je na svou jedovatost upozoriiuji i vypousSténim
methoxypyrazinu z kolennich kloubd nohou. VSechny slunécka jsou vice ¢i méné jedovata,
jejich podobna zbarveni jsou tedy ptikladem Miilerovskych mimiker (Nedvéd, Djuri¢, 2022).

Coccinellidae jsou povazovany za uzitecny hmyz, nebot’ vétSina znich se Zzivi
rostlinnymi Sktdci. Mezi jejich oblibené druhy potravy patii naptiklad msSice ¢i Cervci.
Slunécka s takto preferovanou potravou si nevybiraji druh daného organismu, ale spise
rostlinu, kterou se dany Sklidce zivi. Lze najit slunécka, kterd vyhledavaji mSice
na jehliénanech, na listnatych stromech nebo na bylinach. Nékolik velmi malych slunécek se
zivi molicemi a sviluskami. Ov§em ne vSechny druhy slunécek jsou dravé, v této skupiné
mizeme najit specialisty zivici se padlim. Mezi preferenty padli patii rody Vibidia, Halyzia
a Psyllobora (Nattier a spol. 2021). Diky uZzite¢nosti slunécek v boji s rostlinnymi Skidci byla
v minulosti slunécka vypousténa na nova stanovisté jako prostiedek biologické ochrany.
Nekteré druhy se na novém misté rychle zvykly a nyni se povazuji za invazni druhy. Typickym
piikladem je Harmonia axyridis (Nedvéd, Djuri¢, 2022).

Co se ty¢e jejich habitatu, neni snadné zobecnit stanovisté pro celou skupinu — nékteré
druhy jsou stenotopni a jiné eurytopni. Habitat je u této skupiny vazan hlavné na druh potravy.
Co se tyCe stenotopnich druhti, patii mezi né naptiklad Adalia conglomerata vazana
na jehli¢naté lesy, Synharmonia conglobata zaméfena na listnaté stromy, Coccinula
sinuatomarginata vyhledavajici stepi a suché louky nebo Anisosticta novemdecimpunctata
spojend s vlh¢imi biotopy. U eurytopnich druhtl Ize alespon urcit preferenci rostlinného patra.
Velice znamé druhy jako naptiklad Coccinella septempunctata ¢i Propylea
quatuordecimpunctata vyhledavaji pro rozmnozovani zejména bylinnou vrstvu porostu.
Na druhé strané druhy jako tieba Adalia bipunctata a Anatis ocellata preferuji stromové
pasmo. Zminéné stromové druhy se navic specializovaly pro tento styl Zivota tim, ze larvy
maji adhezivni orgdn na bfiSnim segmentu, aby ze stromu snadno nespadly (Hodek, Honek,
1996).

Fylogeneze celé ¢eledi Coccinellidae s vice jak 200 druhy byla v roce 2021 zkouméana
védeckou skupinou Che a spol. Tato studie byla udélana na zakladé¢ 94 nuklearnich gent.
Bohuzel se tato studie nevénovala podrobné podceledi Coccinelinae, proto bylo potieba

vyhledat fylogenezi specializovanou na tuto skupinu. Fylogeneze pravé této uzsi skupiny
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Celedi slunéckoviti byla nejlépe vysvétlena hned ve dvou studii ze stejného roku. Studie
vedena védkyni W. Tomaszewska (2021) pouzivala Sest rGznych tseki DNA, a to pét
nuklearnich a jeden mitochondrialni. Konkrétn¢ se jednalo o nuklearni geny dvou sekci
karbamoylfosfat syntetaizy (CADMC, CADXM), gen pro topoisomerazu I (TOPO), gen
wingless (WGL) a 3059fin (arginin methyltransferazu). Pouzity mitochondrialni gen byl gen
pro cytochrom oxidazu I (COI). Naproti tomu fylogeneze od R. Nattier a spol. (2021)
pouzivala jiné Uiseky DNA, a to pét nuklearnich a tfi mitochondrialni. Témito tseky byly
fragmenty DNA kodujici 18S ribozomdlni DNA, usek kédujici D1-D3 doménu 28S
ribozomalni DNA, dale gen pro histonovou podjednotku 3 (H3), winless gen (WGL) a gen pro
kabamoylfosfat syntetizu (CAD). Pouzitymi mitochondridlnimi useky byly fragmenty
kédujici ribozomalni 12S RNA, fragmenty pro ribozomalni 16S RNA a gen pro cytochrom
oxidazu I (COI). Vysledky obou vyzkumi (Obrazek ¢. 2 a 3) byly porovnany, zda se lisi.
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Srovnanim obou fylogenezi 1ze zjistit, ze skladba jednotlivych monofyletickych skupin zistala
zachovana. V obou piipadech jsou tyto skupiny vyznaleny barevné, avSak oba vyzkumy
pouzily pro skupiny jiné barvy. Fylogenetické studie se lisily pouze v rozdilnosti vztahti mezi

skupinami.

2.2 Hlistovka Steinernema carpocapsae

Druh této hlistovky je znam tim, ze ma celou fadu hostitelti napti¢ hmyzimi fady. Do svého
hostitele se dostanou nékterym z jeho otvord, nejéastéji ustnim otvorem s potravou. Ackoliv
se invazni larvy hlistovek aktivné pohybuji, proniknuti do hostitele ptes kutikulu je velice
vzacné. Po proniknuti hlistovek Steinernema carpocapsae do télni dutiny hostitele uvolni
hlistovky symbiotické bakterie rodu Xenorhabdus ze svého stieva (Sedrlova, 2006). Pravé tyto
bakterie jsou zodpovédné za smrt hostitele (Shapiro-llan, Cottrell, 2005). Ta nastava podle
teploty v rozmezi dvou az ¢tyt dnt. Hlistovky jsou zavislé na bakteriich také tim, Ze jim
bakterie vytvareji vhodné prostfedi pro jejich vyvoj. Podileji se zejména na rozkladu
hostitelské tkané na ziviny slouZzici jako zdroj potravy pro hlistovky, a zaroveit produkuji
antibiotika chranici pfed ostatnimi mikroorganismy (Kaya, Gaugler, 1993). Po poc¢atku funkce
bakterii se larvy hlistovek vyvijeji dal v dospélce, kteti se pozdéji rozmnozi. Nova generace
se Vv jiz mrtvém hostiteli vyvine do dospélct, ktefi daji vznik tfeti generace. Larvy treti
generace zastavi svilj vyvoj ve tfetim instaru. Tyto larvy nasledn€ opousti prvotniho hostitele
a v pidé vyckavaji na nového hostitele (Sedrlova, 2006).

Vyzkum hlistovek je velice uZitecny, nebot” hlistovky se daji pouZit jako biologicka
kontrola riznych skudct. Velmi vyznamny pokus vykonali ameri¢ti védci D.l. Shapiro-llan
aT. E. Cottrell v roce 2005. Tehdy zkoumali vliv dvou druhd hlistovek, konkrétné
Heterorhabditis bacteriophora a S. carpocapsae na dva americké ptivodni druhy a dva invazni
druhy slunécek. Puvodnimi druhy americkych slunééek byly Coleomegilla maculata a Olla
v-nigrum a invaznimi druhy byly Harmonia axyridis a Coccinella septempunctata. Pokus
odhalil, Ze u invaznich druhti byla mortalita po jednom az dvou dnech vyrazné niZ$i nez
u piivodnich druhti. Studie tedy potvrdila domnénku, Ze invazni druhy jsou uspésné v novém
prosttedi 1 diky mensi nachylnosti k patogentim.

Pozdé&ji se i dalsi studie vénovaly vlivu entomopatogennich hlistovek na brouky
z ¢eledi slunéckoviti. Tyto studie se spiSe zaméfovaly na to, které druhy hlistovek jsou
nejucinnéjsi jako biologicka kontrola. Egyptska studie od Ebeid a spol. (2014) zkoumala vliv
ttech druht hlistovek pravé jako biologickou kontrolu brouka Epilachna chrysomelina

z Celedi slunéckoviti. Ze zkoumanych hlistovek byl nejucinnéjsi druh S. carpocapsae
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proti dospélym broukiim z ¢eledi slunéckoviti. Nicméné dalsi dva druhy hlistovek, jmenovité
Heterorhabditis bacteriphora a Heterorhabditis indica, byly efektivnéjsi u larev brouka
Epilachna chrysomelina.

Pozd¢&jsi vyzkum se vénoval u¢innosti hned deseti druhti entomopatogennich hlistovek
na tfech zkoumanych druzich hmyzu z riznych ¢eledi. Témi byly druhy: zlatoocka obecna
(Chrysoperla carnea), slunécko sedmite¢né (Coccinella septempunctata) a plostice Orius
albidipennis. Mimo mnoho dal§iho bylo zjisténo, Ze nejucinnéjs$im druhem vici viem tiem

zkoumanym organismum byla opét hlistovka S. carpocapsae (Metwally a spol., 2016).

2.3 Chitinazam podobné proteiny

Chitinazam podobné proteiny (CLP) evoluci ztratily schopnost $tépit chitin kvili zaméné
klicovych aminokyselin v katalytickém centru. Pfesto si zachovaly schopnost vazat
oligosacharidové fetézce, ¢imz se dokazou ptichytit i na slozky extracelularni matrix jako jsou
hyaluronan, proteoglykany a glykosaminoglykany. Bylo zjisténo, Ze CLP se timto podileji na
remodelaci tkané anebo zanctu. Aktivita chitinazdm podobnych proteini byla objevena
I pfi imunitni reakci na fadu neurologickych poruch a onemocnéni zpisobené plisnémi ¢i
roztoCi. I pres to, ze neni znama piesna role CLP v imunitni odpovédi na tato onemocnéni,
pravé CLP byly navrzeny jako diagnostické a prognostické biomarkery a potencionalni

1é¢ebni cile (Pinteac, 2020).

2.4 Proteiny Imaginal Disc Growth Factors (IDGF)

2.4.1 Puvod
IDGF byly poprvé objeveny u musky Drosophila melanogaster v roce 1995 (Kirkpatrick

aspol., 1995). Tehdy byl tento protein pojmenovan DS47. Pojmenovani znamenalo D jako
Drosophila melanogaster, S jako sekretovany glykoprotein z S2 linie a 47 byla velikost
proteinu v kDa. V této studii byla zkoumana exprese mRNA nebo piitomnost proteinu IDGF
Vv jednotlivych organech ve vyvojovych stadiich D. melanogaster. Bylo odhaleno, ze DS47 1ze
zaradit mezi chitinazam podobné proteiny. Kirkpatrick a spol. ptirovnali DS47 k chitinaze
podobnému proteinu HC gp-39 u lidi, ktery se vyskytuje v artritickych kloubech. DS47 se
produkuje béhem celého Zzivotniho cyklu D. melanogaster. Dalsi piibuzné proteiny byly
objeveny v roce 1999 v bunéénych kulturach imaginalnich diskd z D. melanogaster. Tyto
proteiny se strukturou podobaji chitindzdm, avSak ztratili katalytickou funkci diky

aminokyselinové zméné v aktivnim centru. Proto je fadime mezi chitindzdm podobné



proteiny. Diky jejich funkci v nanomolarnim rozsahu je skupina Kawamura a spol. oznacila
za rustové faktory a podle bunécné linie je nazvali Imaginal Disc Growth Factors (IDGF).
Geny ldgf jsou nejvice exprimovany v bunikach embryonalniho zloutku, dale v tukovém télese

embrya a nasledné larvy (Kawamura a spol., 1999).

2.4.2 Struktura

Struktura IDGF byla objasnéna na proteinu IDGF2 u D. melanogaster. Proteiny IDGF se tadi
mezi rodinu 18 glykosidovych hydrolaz, které jsou vzdy tvotreny (af)8 barelem, neboli TIM
(triose-phosphate isomerase) barelem. Po porovnani IDGF s dal§imi proteiny ze stejné rodiny
chitinazam podobnych proteini byla nalezena velice konzervovana doména glykosidovych
hydrolaz (Obrazek ¢. 4). Mezi tato vysoce konzervovana mista patii dvé cis peptidové vazby
(Gly-39-Tyr-40 a Phe-394-Asp-395), které jsou ziejmé nezbytné pro spravné slozeni barelu.
V téchto cis vazbach hraji dilezitou roli aromatické zbytky, které se ucastni vazby substratu
ve vSech glykosidovych hydrolazach s TIM barelem. Pravé diky moznosti vazby na substrat
mize ziejmé IDGF-2 zastavat své funkce, a to interakci s povrchovymi glykoproteiny.

Od ostatnich proteini z rodiny 18 glykosidovych hydrolaz se IDGF 1isi zejména
vloZenou smyc¢kou mezi 34 listem a 04 helixem, kde se také nachazi druha (Pro-295-Val-296)
ze tii cisvazeb vIDGF. Proteiny IDGF jsou unikatni také zapojenim Cys zbytku
aminokyselin v katalytické sekvenci chitinaz. Vzniklé méné nabité prostiedi neumozni
hydrolyzu chitinu. Kli¢ové je také nahrazeni skupiny Glu za Gln v pozici 132, které rusi
enzymatickou aktivitu. Jelikoz IDGF proteiny ztratily moznost Stépeni chitinu, fadime je mezi

,»chitindzam podobné proteiny* z rodiny 18 glykosyl hydrolaz (Varela a spol., 2002).



Hevamine

Obrazek €. 4: Rozdil ve struktufe IDGF2 Vv porovnani se ZivociSnou

Chitinazou A a rostlinnou chitinazou Hevaminem (Varela a spol., 2002)
O néco pozdéji vyzkum vedeny Z. Huang (2006) vénoval pozornost sekvencni struktuie
proteinu IDGF izolovaného z brouka Diaprepes abbreviatus (Curcolionidae). Protein z tohoto
organismu byl pojmenovan IDGF-DRW. Vyzkum zjistil podobnost s IDGF-DRW s IDGF
od jinych zastupci hmyzu, a to s43% az 51% podobnosti se vSemi geny Ildgf
u D. melanogaster a dale s 51% podobnosti ldgf motyla Pieris rapae a Bombyx mori.
Pii detailnéjsim pozorovani IDGF izolovaného z Diaprepes abbreviatus byly nalezeny znaky
charakteristické pro zminéné proteiny. Mezi tyto znaky patii zaména Glu za Gln (u brouki
na pozici 159 v aktivnim centru) a zapojeni Cys zbytkti do dvou disulfidovych mastka.
Narozdil od IDGF2 D. melanogaster byla identifikovana pozménéna skladba
aminokyselinovych zbytkii ve vazebném misté proteinu. Tyto zbytky nejsou nutné
konzervovany u vSech proteintt zrodiny IDGF, nicméné sekvence brouciho proteinu
obsahovala ¢tyfi z deseti zbytkti znamych z IDGF2 D. melanogaster. Zbylych Sest zbytkt bylo
nahrazeno aminokyselinami ze stejné nebo podobné skupiny (Huang a spol., 2006).

O dva roky pozd¢ji bylo na druhu Tribolium castaneum zjisténo, Ze u broukd se

vyskytuji dvé kopie genu ldgf. Tehdy byly geny pojmenovany jako 1dgf2 a 1dgf4 na zaklade
sekven¢ni podobnosti s geny 1dgf2 a 1dgf4 u D. melanogaster (Zhu a spol., 2008).
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2.4.3 Funkce

2.4.3.1 Drosophila melanogaster

Proteiny IDGF byly poprvé zkoumany v D. melanogaster a také, vétSina experimentt
popisujicich jejich funkci byla provedena pravé na tomto organismu. Napiiklad byla
na D. melanogaster zkoumana apikalni extracelularni matrix, kterd pokryva organy jako je
epidemis, vzdu$nice ¢i stfevo. Extracelularni matrix ma i nékolik dalSich zasadnich funkci
mezi které patii tvorba organd, hojeni ran, bunécna signalizace, tvorba obranné bariéry pied
Sktdci a v neposledni fadé vyvoj a strukturdlni udrZzovani organismui. Bylo zjisténo, ze
na tvorb¢ extracelularni matrix se podili kutikulové proteiny a chitin, pficemz dulezitou roli
hraji i chitinazy. Ty totiz hydrolyzuji chitinové polymery, a tim poméhaji reorganizovat chitin.
Dulezité se zdaji byt 1 proteiny IDGF, které zaujimaji funkci strukturalnich proteinii chranicich
skelet extracelularni matrix ptfed chitinolytickou degradaci. Z toho vyplyva také to, Ze
chitinazy a proteiny IDGF hraji klicovou roli pii spravném vyvoji hmyzu, zejména pii svlékani
jednotlivych vyvojovych stadiich. Vytazeni genti pro tyto proteiny pomoci RNAi vedlo k ¢asté
letalit¢ jedinct kvuli deformaci kutikuly (Obrazek ¢. 5) ¢&i zeslabeni ochrany pied

potencionalnim poranéni a infekci (Pesch a spol., 2016).

merge bacteria-GFP DIiC d
Chts Idgfs
; / \ ,/
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Obrazek ¢. 5: Detail na rozdilnou strukturu kutikuly v zavislosti na ¢innosti
jednotlivych gent (Pesch a spol., 2016)
Na obrazku je patrné, Ze za normalniho stavu (a) nemuze parazit Pseudomonas
entomophila proniknout skrze spravné vytvorenou kutikulu. Zatimco po vyfazeni genu

pro chitinazu (b) ¢i pro Idgf (¢) se kutikula stava snadno zdolatelnou pro patogeny. Obrazek
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(d) vyjadifuje schématické znazornéni funkce obou zkoumanych genti. Dolni obrazek (e)
znazornuje rozdily ve struktufe kutikuly u divokého typu v porovnani s mutanty (Pesch a spol.,
2016).

2.4.3.2 Bombyx mori

Dalsim vyznamnym organismem, na kterém byl studovan protein IDGF, je bourec morusovy
(Bombyx mori). IDGF u tohoto motyla se ¢asto oznacuje jako BmIDGF a bylo zjisténo, ze
k cilovym organtim se tento rustovy faktor dostava skrze hemolymfu. Shledana byla i zavislost
exprese Bmldgf na vyzivé larev. JelikozZ je tento gen exprimovan hlavné v tukovém télese
u larev, doslo k potlaceni jeho exprese, pokud larvy hladovély (Wang a spol., 2009).

U Bombyx mori byl IDGF pozorovan také v epidermis, v mozku a v reproduk¢nich
organech u obou pohlavi. Podrobnéjsimu zkoumani se tomuto proteinu dostalo teprve
v nedavné dobé¢, kdy se po vytazeni jeho funkce dolozila jeho dulezitost v nékolika oblastech.
U vzniklych mutanti bez exprimovaného genu Idgf byl pozorovan defekt kutikuly a co vice,
i ztrata pigmentace u larev. Vyfazeni genu ldgf korelovalo i s potlacenim gena pro syntézu
melaninu, ¢imz bylo dokazano, ze IDGF fidi tvorbu skvrn u larev Bombyx mori. Mimo hlavni
smér zajmu bylo také zjisténo, ze IDGF se vyrazné podili i v drahach fenylalaninu, beta-

alaninu, purinu a tyrosinu (Gao a spol., 2020).

2.4.3.3 IDGF a imunita

Diikaz, ze IDGF se podili na imunitni reakci 1ze najit naptiklad na pokusu na D. melanogaster
Zvlastni pozornosti se dostalo konkrétné proteinu IDGF3, ktery se ukazal jako nejdulezit&jsi
pro vrozenou imunitu. Mutanti, ktefi neméli exprimovany gen 1dgf3 byli velice zranitelni vici
napadeni zastupcem skupiny nematoda. Expresni analyzou byla odhalena dilezita role IDGF3
v regeneracnich procesech regulovanych signalizaci Wingless (u much Wnt ¢i Wg), Hedgehog
aJak/STAT. Stejna studie prinesla velice dulezity poznatek ohledné 1dgf3, a to, Ze je tento gen
zodpovédny za srazeni hemolymfy a zacelovani ran. Velikost srazeniny hemolymfy zavisela
na mife exprese ldgf3. Larvy D. melanogaster, které mély uplné utlumeny gen ldgf3,
nedokazaly vytvofit srazeninu hemolymfy. AvSak tato schopnost se jim plné vratila
I po exprimovani 1dgf3 v hemocytech. Timto bylo také dokazano, ze se rustové faktory

neexprimuji pouze v tukovém télese. Po vizualizaci IDGF3 pomoci oznaceni GFP byl

zachycen viditelny dtikaz, Ze srazenina obsahuje pravé IDGF3. A co vice, tento transkrip¢ni
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faktor byl pozorovan i pfimo v misté zranéni, coz doklada o tom, Ze tento protein napomaha
pfi hojeni ran po infekci had’atky (Kucerova a spol., 2016).

Pozdé&jsi studie podobného charakteru byla provedena i o par let pozdéji. Vyzkum
spocival v tom, ze jedinci D. melanogaster byly infikovany had’atkem S. carpocapsae
a sledovala se jejich imunitni odpovéd'. Zjistilo se, Ze po infekci se zvysila exprese gent 1dgf2
a 1dgf3 u larev. Zajimavé bylo odhaleni, ze tyto geny neovliviiuji Cinnost stejnych
metabolickych drah, ale naopak se jejich vliv trochu rzni. Z toho divodu je dtlezita ¢innost
obou genu v imunitni reakci proti infekci jedinci skupiny nematoda (Yadav, Eleftherianos,
2018).

Co se tyce genu ldgf2 u D. melanogaster, bylo zjisténo, Ze je soucasti imunitni
odpovédi a také imunitni odpovéd” ¢astecné reaguje. Vyzkum V. Broz a spol. (2017) mimo
jiné popsal indukci IDGF2 pii infekénim a neinfekénim zranéni larev D. melanogaster
po 6 hodinach. Vysledky ukézaly, ze IDGF2 se skute¢né¢ podili na imunitni reakci po zranéni.
Dale se zjistilo, ze tento protein indukuje expresi fady gentl souvisejici s obranyschopnosti.
Protein IDGF2 se sam podili spiSe na hojeni ran, jelikoz jeho exprese byla vétsi
po neinfekénim poranéni.

Souvislost IDGF s imunitni reakci nebyla zkoumana jen na D. melanogaster. Byly
provedeny vyzkumy parazitace na motylu Pieris rapae, které nepotvrdily ucast IDGF
pfi imunitni reakci. Larvy tohoto motyla byly napadeny blanokiidlym parazitoidem Cotesia
rubecula, a poté byly analyzovany vysledky. Oc¢ekavalo se zvySeni hladiny IDGF po napadeni
parazitoidem, avSak vysledky neukazaly zadnou zménu oproti stavu bez parazitace (Asgari,
Schmidt, 2004). Obdobny pokus na Pieris rapae byl proveden i pozdé&ji, kde byl pouzit
blanokftidly endoparasitoid Pteromalus puparum. Ani zde se vSak hladina IDGF po parazitaci
nijak nezménila (Zhu a spol., 2011).

Kromeé jiz zminénych funkci IDGF byly v§echny doposud znamé vlivy tohoto proteinu

shrnuty (Tabulka ¢. 1) v nedavné studii (Zurovcova a spol., 2019).
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Tabulka ¢. 1: Tabulka znazoriujici znamé funkce IDGF u D. melanogaster

a dalich druhtt hmyzu (Zurovcova a spol., 2019), upraveno.

Druh

Efekt

Nilparvata lugens

Nildgf utlumeni nema efekt na morfologii a prezivani

Phenacoccus solenopsis

Psldgf utlumeni nema efekt na morfologii a prezivani

Bombyx mori BmIDGF odpovidd na Zivné podminky
Bombyx mori BmIDGEF je indukovan apoptézou nebo ekdyzonem
Pieris rapae IDGF neni ovlivnén parazitaci ani infekci polyDNA viry

Mamestra brassicae

MbIDGF podporuje rist dvou motylich bunécnych linii

Manduca sexta

za pritomnosti HAIP (Hemocyte aggregation inhibitor protein) buriky v kulture neformuji agegaty

Tribolium castaneum

Tcldgf4 je zapojen do procesu svlékani

Tribolium castaneum

Tcldgf2 utlumeni nema fenotypicky efekt

Anopheles gambiae

AgBR1 a 2 maji imunitni odpovéd na bakterie

Aedes aegypti

AgBR1 ovliviiuje imunitni odpovéd savciho hostitele

Bactrocera dorsalis

Idgf4 utlumeni sniZuje preZivani larev pfi vyssich teplotach

Drosophila melanogaster

1dgf6 utlumeni zptsobuje nékolik kutikuldrnich defektl

Drosophila melanogaster

IDGF1, 3, 5 a 6 jsou potiebné pro formovani extraceluldrni matrix

Drosophila melanogaster

IDGF2 je indukovan zranénim, podporuje rust bakteridlnich kultur CI.8 in vitro

Drosophila melanogaster

IDGF3 je potfebny pfi srazeni hemolymfy

Drosophila melanogaster

IDGF1 a 3 jsou zapojené do odpovédi na infekéni zranéni

2.4.4 Evoluce

Evolu¢ni studie zaméfena na IDGF odhalila, Ze tyto specifické proteiny se u hmyzu vyvinuly
ze spolecného predka piedchazejici rozdéleni skupin Polyneoptera, Condylognatha
a Holometabola. Pivodné byl jeden gen ldgf na jeden hmyzi druh, coz u nékterych skupin
zlstalo  zachovdno. Timto piikladem jsou zastupci hemimetabolniho hmyzu,
Z holometabolniho jen skupiny Hymenoptera, Lepidoptera a néktefi primitivni zastupci fadu
Diptera. Pozdgji se u nékterych skupin pozitivnim selekénim tlakem tento gen duplikoval.
Napiiklad u Coleoptera doslo k duplikaci pouze jednou (geny Idgf2, Idgf4), zatimco
u odvozenych Diptera k duplikaci doSlo hned nékolikrat. OvSem jednd se o nezavislé
duplikace. Dnes zname Sest kopii Idgf u D. melanogaster. Studie odhalila pozitivni selekéni
zmény hlavné na proteinech IDGF1 a IDGF4 u D. melanogaster. Vysledkem pozitivniho
selekéniho tlaku na IDGF byla duplikace genu, kterd vedla k zisku novych funkci tohoto
proteinu. Naopak IDGF u Lepidoptera vykazal vice nez 80 % mist negativni selekce, proto
u této skupiny k duplikaci nedoslo. Co se tyce skladby exont, u Diptera najdeme pouze dva
az ti1 exony V kazdém genu, zatimco Lepidoptera maji exontli nejvice, a to az devét v jedné
kopii. Dale Coleoptera maji 5 az 8 exontl. Casto byvaji nejkonzervovangjsi prvni dva exony

a zbylé se riizni (Zurovcova a spol., 2019).
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3 CILE PRACE

1) Ovéteni ulohy proteind IDGF pfi imunitni reakci na hlistovkovou infekci u Harmonia
axyridis

2) Amplifikovat a nasledné osekvenovat kodujici sekvenci pro proteiny IDGF u riznych druht
slunéckovitych

3) Porovnat genovou evoluci s evoluci druhi a provést zakladni fylogenetickou analyzu
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4 METODIKA

4.1 Seznam druhu pouzitvch pri vvzkumu

Pii vyzkumu, zda je ldgf soucasti imunitni reakce po hlistovkové infekci byly pouzity
nasledujici organismy:

Harmonia axyridis

Steinernema carpocapsae 1343

Steinernema feltiae Jakub

Od pracovnikit CZU v Praze byla ziskina DNA celkem 20 druhd slunééek. Dale byly
pro porovnatelngjsi vysledky piidany &tyii druhy ziskané rovnéz od pracovnikét CZU. Seznam

vSech druhti byl nasledné sepsan do tabulky (Tabulka ¢. 2) s piehledem jejich umisténi

Vv systému. Pro snazs§i manipulaci se vzorky i s vysledky byla v§em druhim pfifazena ¢isla.

Tabulka ¢. 2: Seznam vSech pouzitych druhl opatienych ¢islem a zafazenych

do uzsiho systému Celedi slunéckoviti. Ceratomegilla je star$i oznaceni pro

dané druhy rod Hippodamia, proto je star$i oznaceni uvedeno v zavorce

Cislo Druh Zarazeni (podceled - Tribus)
1. Harmonia quadripunctata Coccinellinae - Coccinellini
2. Hippodamia variegata Coccinellinae - Coccinellini
3. Tytthaspis sedecimpunctata Coccinellinae - Tytthaspidini
4, Psyllobora vigintiduopunctata Coccinellinae - Halyziini
5. Chilocorus bipustulatus Chilocorinae - Chilocorini
6. Subcoccinella vigintiquatuorpunctata Epilachninae - Epilachnini
7. Coccinula quatuordecimpustulata Coccinellinae - Coccinellini
8. Exochomus quadripustulatus Chilocorinae - Chilocorini
9. Coleomegilla maculata Coccinellinae - Coccinellini
10. Calvia quatuordecimguttata Coccinellinae - Coccinellini
11. Propylea quatuordecimpunctata Coccinellinae - Coccinellini
12. Anatis ocellata Coccinellinae - Coccinellini

13. Hippodamia convergens Coccinellinae - Coccinellini
14. Hippodamia (Ceratomegilla) notata Coccinellinae - Coccinellini
15. Sospita vigintiguttata Coccinellinae - Coccinellini
16. Coccinella quinquepunctata Coccinellinae - Coccinellini
17. Cynegetis impuctata Coccinellinae - Cynegetini
18. Hippodamia (Ceratomegilla) undecimnotata |Coccinellinae - Coccinellini
19. Coccinella magnifica Coccinellinae - Coccinellini
20. Myrrha octodecimguttata Coccinellinae - Coccinellini
21. Adalia bipunctata Coccinellinae - Coccinellini
22. Adalia decempunctata Coccinellinae - Coccinellini
23. Calvia decemguttata Coccinellinae - Coccinellini
24, Halyzia sedecimguttata Coccinellinae - Halyziini
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4.2 NavrzZeni primeru

4.2.1 Pro expresni analyzu ldgf

Pro Real-Time kvantitativni PCR byly navrzeny primery o stejné ,,annealing® teploté¢ 60 °C
(Tabulka ¢. 3). Jako referen¢ni geny byly pouzity ribozomalni proteiny L18 a S4. Daéle byl
pouzit gen ARF1. Byly zvoleny pravé tyto geny, jelikoz se osvédCily diive jako referencni

geny pii qPCR na mandelince bramborové (Shi a spol., 2013).

Tabulka ¢. 3: Prehled primer( navrzenych pro RT-qPCR

Primer Sekvence (5°-3")

L18Fw ACTGTGGTCAAAATAGTTCCCTCT
L18Rev GGTTCGGTCCTTCGAACCTT
ARF1Fw GTTGGTTTGGATGCTGCTGG
ARF1Rev AGGCCCTGTGTGTTTTGGAA
S4Fw AGGAATTTGGGACGTGTTGGT
S4Rev CCTGGTGGCGAAGGTATGAC
Idgf2Fw GCCTTGGTGAGGGAACTGAA
Idgf2Rev CAGGATTACGCTCAGGGGTG
Idgf4Fw TGTTGGAGGAGGAAAAGACGG
Idgf2Rev CCCAACTGAGATCCAAGCCA

4.2.2 Pro evoluci Idgf

Laboratorni ¢ast prace byla zah4jena navrzenim degenerovanych primeri pro jednotlivé exony
genu Idgf2 a Idgf4 (Tabulka ¢. 4 a 5). Z ¢eledi Coccinellidae byly nalezeny celogenomové
sekvence pouze Ctyf druht, podle kterych byly primery navrzeny (Pfiloha €. 2). Porovnanim
celogenomové sekvence s kodujici sekvenci byly nalezeny jednotlivé exony genu.
U slunéckovitych broukt bylo pozorovano 7 nebo 6 exonti z kazdé kopie Idgf. Jelikoz prvni
exon u dvou ze Ctyt druhit nema znamou sekvenci, nebyl pouzit do vyzkumu. VSechna pouzita

evidencni Cisla sekvenci jsou ptedlozena v ptiloze (Ptiloha €. 1).
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exony genu ldgf2 a Idgf4

Tabulka €. 4 a 4: Ptehled navrzenych degenerovanych primera pro jednotlivé

Idgf2 Idgf4
Primer Sekvence (5°-3) Primer Sekvence (5°-3)
2ExFw CARGCDAARTTYACHCTTG 2ExFw CAGGYCAAGGAAARTTYGA
2ExIRev CTCACCAARTCYCTRTAYTG 2ExRev TYBARATATTTVKCVACTTTTCT
3ExFw TCHKCMGCHCTYCGWACAAC 3ExFw YTVGAATCDBCDGAYAAWCG
3ExRev ACCWATYTTYGAWCGRATYTT 3ExRev TTTCCDCGDWTWWYYTTYGGTTT
4EXFw HTTCTTCCAYARHWTRAAAAC 4EXIFWHC TAGGYGGATGGTTCAAYA
S5ExIRev TACCARTAATTDACTTGRAAATC 4ExIFwO TGGTTGGTTCAAYWMAYTGAA
6ExIFw AGGACWAGAAAYGGHGCKCC 4ExRev ACATTTGGMARBAYWGAYAATG
6EXFw (2) ATYGTVCTDGGMRTHCCMAC SExFw YAGTHTAYTWYGAYCCHACAAT
6ExIFw (3) CMACHTTYGSAAGARCTTGG 5ExIRev ACCARWATCTRACTTGATARTCDGC
6ExIRev CTCTYCTKMKRCTRGTRTC 6EXIFw CAYGGHACWCCWARAAACAA
7ExFw RGGYDYHTGGATYTCCT 6ExIRev CTTACCGTGTCKRCCAGT
7EXRev AAKWGGRTAYYTYTCRTAWGAACA 7EXIFw TTTCAGGDGTCTWBGCYTA
7EXTRARev TTYAGTADGGDYTMGYYAA 7ExRev AAYTTRAGTCTTGCKGCTCT

Pro ovéfeni kvality DNA izolovanych broukd byly pouzity ,,obecné* primery (Tabulka ¢. 6)

navrzené pro bezobratlé Folmerem a spol. (1994). Primery byly navrZzeny ve velice

konzervovaném useku kodujicim cytochrom oxidazu I napti¢ celou skupinou bezobratlych.

Tabulka €. 5: Sekvence ,,obecnych* primerti podle Folmer a spol. (1994)

Primer Sekvence (5°-3")
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
HC02198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA

Pozdé¢ji bylo potieba navrhnout specifické primery piimo na slunécka (Tabulka €. 7). Ty byly

navrzené v sekvenci kodujici cytochrom oxidéazu I.

oxidazu |

Tabulka €. 6: Sekvence primerti navrzenych vuseku pro Cytochrom

Primer Sekvence (5°-3")
HA1145Fw CWDTAAATTTGCAATTTAHWATCA
HA1987Rev GGDARAATTARAATRTAWACTTC

Pro sekvenovani useku zaklonovaného do plazmidu byly pouzity primery doporucené

v protokolu pro Qiagen PCR Cloning kit (Tabulka ¢. 8).

doporuceni v protokolu PCR Cloning kitu (Qiagen)

Tabulka ¢. 7: Sekvence primert pro plazmidovou DNA na zakladé

Primer Sekvence (5°-3")
M13Fw (-20) GTAAAACGACGGCCAGT
M13Rev GAAAACAGCTATGACCATG
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4.3 Infekce Harmonia axyridis hlistovkami

Byla provedena infekce slunécek Harmonia axyridis zastupci skupiny nematoda, konkrétné
druhy Steinernema carpocapsae a Steinernema feltiae. Slunécka byla vyuzita z ptirodnich
zdroju, nejednalo se tedy o organismy z chovu. Kazdé slunécko bylo umisténo ve své 1,5 ml
mikrozkumavce s dirkou ve vi¢ku. U kazdého jedince byl filtra¢ni papir navlhéeny 50 ul vody.
Na tento navlh¢eny papir byly dale pfidany infekcni larvy hlistovek o vysledné koncentraci
250 infek¢nich larev na jednotlivce. Zaroven byli vytvoreni brouci kontrolni inkubovani
pfi teploté 25 °C jako ostatni vzorky. Ke kontrolnim vzorkiim nebyly pfidany hlistovky,
v mikrozkumavce byly pouze s navlhéenym filtraénim papirem. Jednotlivi brouci byli sbirani
zivi ve tech ¢asovych intervalech po infekei, a to po 6, 24 a 48 hodindch. Kontrolni brouci
byli sebrany po 48 hodinach. Vsechny exemplate byly pro dal$i vyuZiti umistovany do teploty
-80 °C. Pro zmé&feni miry exprese gent ldgf byly nasledné pouzity metody: izolace RNA,
reverzni transkripce a kvantitativni PCR, které jsou podrobnéji popsané nize. Pro tento
vyzkum byly provedeny ¢tyii izolace brouktl jednotlivych typi vzorki, pficemz z kazdého

vyizolovaného exemplafe byly provedeny tfi repetice stejné reakce RT qPCR.

4.4 1zolace RNA

Izolace totalni RNA byla izolovana z organismt zamrazenych v teploté -80 °C pomoci

protokolu pro TRIzol Reagent (ThermoFisher). Tato metoda byla provedena v rukavicich
s pomuckami vyhradné urenymi pro praci s RNA spouzitim $picek s filtrem. Kroky
od homogenizace bun¢k az po precipitaci RNA véetné byly provedeny v digestofi. Co se tyce
centrifugace, probihala v Centrifuze 5424 R (Eppendorf) ¢i v Centrifuze 5415 R (Eppendorf).
Homogenizace bunék

Hluboce mraZeny organismus byl se 100 pl Trizolu homogenizovan tlouckem v 1,5 pl
mikrozkumavce. Poté bylo ke vzorku napipetovano 900 pl Trizolu, coz bylo poté promichano
na vortexu (FVL-2400N Combi-Spin, Biosan). Dale byl vzorek inkubovan 10 minut
Vv pokojové teploté.

Homogenizace byla provedena i1 zplsobem pomoci tekutého dusiku, a to tak, ze
do vysterilizovanych tfecich misek s tlouckem bylo nalito trochu tekutého dusiku.
Po zchlazeni misky dusikem byl pfidan organismus a 400 pl Trizolu. Pomoci tekutého dusiku
bylo v§e zhomogenizovano, a poté bylo vSe presunuto do mikrozkumavky. Nésledné bylo

ptidano 600 pl Trizolu a po promichani byl vzorek inkubovan 10 minut za pokojové teploty.
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Fazova separace

Ke vzorku bylo pridano 200 pl choroformu. Nasledné byla mikrozkumavka siln¢ protfepana
a inkubovana 3 minuty za pokojové teploty. Poté byl vzorek centrifugovan na 12 000 g
pfi teploté 4 °C na 15 minut.

Precipitace RNA

Ze vzorku rozdéleného na tfi faze (organickou fazi dole, interfazi uprostfed a vodni fazi
nahote) byla odebrana vodni faze. Do nové mikrozkumavky s odebranou vodni fazi bylo
ptidano 0,5 ml isopropanolu. Nasledn¢ byla mikrozkumavka protfepana, inkubovana 10 minut
pii teploté 4 °C a dale centrifugovana pii teploté 4 °C a 12 000 g po dobu 10 minut.

Promyti RNA

Tekutina vzorku byla odebrana tak, aby v mikrozkumavce zbyl jen usazeny sediment na dné.
K ziskanému sedimentu byl pfidan 1 ml 75% etanolu a dale byl vzorek kratce zamichan. Tento
vzorek byl centrifugovan pii teploté 4 °C na 7 500 g po dobu 5 minut.

Rozpusténi RNA

Vsechna tekutina vzorku byla znovu odebrana tak, aby byl ziskan usazeny sediment. Ten byl
dal susen v oteviené mikrozkumavce (ne déle nez 10 minut). Dale bylo pfidano 100 ul DEPC
vody a v§e bylo promichéno.

Oseti‘eni RNA pomoci kitu ,,NuCleo spin RNA“ (Macherey-Nagel)

Do mikrozkumavky s roztokem RNA se 100 pul vzorku bylo pfidano 600 ul pfedem ptipravené
smési (300 pl pufru RA1 + 300 pl 100% etanolu). Vysledna tekutina byla pfesunuta
do ptilozené mikrozkumavky se silikonovou membranou (NucleoSpin RNA Column). Vzorek
byl dale centrifugovan 30 sekund pii 11000 g za pokojové teploty. Po stoCeni byla
mikrozkumavka dana do nové sbérné zkumavky. Pro odstranéni soli ze silikonové membrany
bylo nasledné pifidano 350 pl pufru MDB a dale byl vzorek centrifugovan 1 minutu
pti 11 000 g za pokojové teploty. Sbérna zkumavka byla vyprazdnéna a vracena zpét. Déle
byla ptipravena smés slozena z 10 pl rDNazy a 90 pl reakéniho pufru pro rDNazu.
Z piipravené smeési bylo ke vzorku napipetovano 95 pl tekutiny. Nasledné byl vzorek
inkubovan 15 minut v pokojové teploté. K inaktivaci rDNazy bylo ptidano 200 pl pufru
RAW?2, a poté byl vzorek centrifugovan 30 sekund pti 11 000 g za pokojové teploty.
Po stoceni byla mikrozkumavka ddna do nové sbérné zkumavky. K promyti vzorku bylo
nejdiive pouzito 600 ul pufru RA3. Po centrifugaci na 30 sekund pii 11 000 g za pokojové
teploty byla opét dana nova sbérna zkumavka. K dalSimu promyti vzorku bylo napipetovano
250 pl pufru RA3. Nasledné byl vzorek dilkladné centrifugovan 2 minuty pfi 11 000 g

za pokojové teploty. Vzorek byl umistén do sterilni 1,5ml mikrozkumavky. Na zavér bylo
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napipetovano 40 ul sterilni vody bez obsahu RNA, coz bylo ponechéno inkubovat 1 minutu
za pokojové teploty. Dale byl vzorek centrifugovan 1 minutu pii 11 000 g za pokojové teploty.
Pro vétsi vytézek byla vysledna tekutina napipetovana zpét do mikrozkumavky se silikonovou
membranou. Vzorek byl znovu inkubovan a centrifugovan. Vysledny vytézek byl ovéfen
spektrofotometrem ,,NanoDrop 2000“ (Thermo Scietific) pii 260 nm. Poté byl uchovan
pfi teplote -80 °C.

4.5 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla nasledné vykonana podle protokolu: RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo scientific). Ze zjisténé koncentrace RNA ve vzorkach bylo vypocteno
mnozstvi potfebné templatové RNA k reverzni transkripci o hodnoté 1000 ng/ul. K danému
mnozstvi RNA byl pfidan 1 ul oligo (dT)1s primer. Vysledny objem reakce 12 ul byl lehce
promichan a sto¢en na stolni centrifuze. Po inkubovani reakce pii teploté 65 °C po dobu
5 minut v termocykleru Gene Pro Thermal Cycler (BIOER) byly vzorky dany na led a sto¢eny
v stolni centrifuze. Ke vzorku byly dale pfidany slozky o vysledné koncentraci: 1x reak¢ni
pufr, 1 U/ul ,,RiboLock RNase Inhibitor“, 1 mM dNTP, 10 U/ul ,,RevertAid H Minus
M-MulV 3’ Transcriptase. Reakce o celkovém objemu 20 pl byla lehce promichana, sto¢ena
na stolni centrifuze a dale inkubovana pii teploté 42 °C na dobu 60 minut a dale pfi teploté

70 °C po dobu 5 minut. Vysledna reakce byla ulozena v teploté -20 °C.

4.6 Kvantitativni PCR

Pro tuto metodu byly pouZity sterilni Spicky s filtrem a automatické pipety pro co nejpiesné;si
vysledky. Reakce byla namichiana ze slozek nasledujici koncentrace v 20ul reakci:
1x ,.SolisBiodyne* Mix, 5" a 3" primer 0,25 uM, templat v podobé 5 pl ddH.O jako
beztemplatova kontrola, nebo vytézek zreverzni transkripce 25x fedény. Reakce byla
promichana a sto¢ena na stolni centrifuze. Nasledné byla reakce dana do termocykleru Rotor-
Gene Q (QIAGEN) na program:

Predenaturace (Inicializace Hs Taq): 95 °C na 15 minut

Denaturace: 95 °C na 15 sekund

,ZAnnealing“: 60 °C (nastavena podle primerti) na 30 sekund 45 cykld

Elongace: 72 °C na 20 sekund

Vysledek dat byl analyzovan dale (kapitola 4.16).
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4.7 lzolace DNA

4.7.1 Rychla izolace z malého vzorku (Single Fly Genomic DNA Prep)
Protokol pouzit od G. Dietzl (2002). Nejdiive bylo namichano 100 pl izola¢niho (Squishing)
pufru podle rozpisu. Koncentrace jednotlivych slozek byla nasledujici: 10 mM Tris—HCI
pH=8; 1 mM EDTA pH=8; 25 mM NaCl a 200 g/ml Proteinazy K (Geneaid). Nasledné byl
roztok promichdn a stocen v stolni centrifuze. Ze vzniklého roztoku bylo odpipetovano
pistovou pipetou 50 pl izola¢niho (Squishing) pufru do 1,5 ul mikrozkumavky, a poté byl
pridan vzorek daného organismu. Tkén¢ organismu byly zhomogenizovany ru¢nim tlouckem.
Dale byl vzorek inkubovan pii teploté 37 °C v termobloku (Elite EL-02) po dobu 30 minut
a pro inaktivaci Proteinazy K byl vzorek zahtat pti teploté 95 °C po dobu 3 minut. Poté byl
vzorek stocen centrifugou po dobu 5 minut pfi teploté 4 °C na 16 100 g. Tekutina vzorku bez
pevnych Castic byla odpipetovana do sterilni mikrozkumavky a vzorek byl uchovan pii teploté
4 °C.

4.7.2 Purifikace DNA pomoci standartniho kitu

Byl pouzit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). K izolaci byly pouzity vzorky uchované
v teploté -80 °C nebo uchované ve 100% etanolu. Vzorky z etanolu byly nejdfive ususeny,
poté dvakrat promyty pufrem 1xPBS, nez bylo pokracovano dale. K organismu
v mikrozkumavce bylo pfidano 180 pl pufru ATL a nasledné byl vzorek rucnim tlouckem
zhomogenizovan. Nasledné bylo pfidano 20 pl Protendzy K. Po zamichani byl vzorek dan
do vodni lazné o teploté 56 °C na 6-8 hodin. Poté bylo pfidano 4 pl RNazy A (100 mg/ml),
a po smichani byl vzorek inkubovan 2 minuty za pokojové teploty. Po inkubaci byl obsah
promichan 15 sekund. Byla pfipravena smés obsahujici 200 ul pufru AL a 200 pl etanolu (96
az 100%). Z ptipravené smesi bylo napipetovano 400 pl do daného vzorku a nasledovalo
promichani. Dale byl veskery obsah vzorku pfemistén do pfilozené mikrozkumavky se
silikonovou membranou (DNeasy Mini spin Column) a sto¢en na centrifuze pii 6 000 g
po dobu 1 minuty za pokojové teploty. Po centrifugaci byla pouzita nova sbérna zkumavka.
Bylo ptidano 500 pl pufru AW1la dale byl vzorek centrifugovan pii 6 000 g po 1 minutu
za pokojové teploty. Nasledné byla opét vzata nova sbérna zkumavka. Po ptidani 500 pl pufru
AW?2 se vzorek centrifugoval pii 20 000 g 3 minuty za pokojové teploty. Dale byla
mikrozkumavka se silikonovou membranou vlozena do 1,5ml mikrozkumavky. Nasledné bylo
napipetovano 150 pl pufru AE. Tento vzorek byl ponechan inkubovat 1 minutu v pokojové

teploté a nasledné byl centrifugovan pii 6 000 g po dobu 1 minuty za pokojové teploty.
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Pro maximalni vytézek DNA byl posledni krok zopakovan. Nasledny zisk 150 ul ve dvou
mikrozkumavkach byl smichan. Vysledek byl ovéten spektrofotometrem ,,NanoDrop 2000
(Thermo Scietific) pii 260 nm. Nasledné byl tento vysledek ulozen pii teploté -80 °C a Cast
pii 4 °C pro pozd¢jsi pouziti.

4.8 PCR
4.8.1 PCR s Dream Taq polymerazou

Potiebné chemikalie pro polymerazovou fetézovou reakci byly nejdiive rozmrazeny, lehce
promichény a stoCeny ve stolni centrifuze. Reakce byla namichana z jednotlivych slozek
s nasledujici koncentraci v 10 pl vzorku: 1x DreamTaq PCR Master Mix (Thermo Scientific),
0,5az 1 uM 5°/3" primer. Ve vzorku byl také pfidan 1 pl templatové DNA. Poté byl vzorek
promichan, sto¢en ve stolni centrifuze a dan do termocykleru Gene Pro Thermal Cycler
(BIOER). Pro zjisténi piipadné kontaminutace byl u kazdé reakce namichan kontrolni vzorek,
kde byla ptidana sterilizovana destilovana voda namisto templatové DNA.

Program PCR pro termocykler byl nasledujici:

Piedenaturace: 95 °C na 3 minuty

Denaturace: 95 °C na 30 sekund

,ZAnnealing“: teplota podle primert na 30 sekund 35 cyki

Elongace: 72 °C na 1 minutu pro vzorky mensi nez 1 000bp

Postelongace: 72 °C na 5 minut

Uchovani vzorku: 16 °C

Po PCR byly vysledné vzorky ovéfeny na elektroforéze a pro piipadné dalsi pouziti byly

uchovany pfi 4 °C.

4.8.2 PCR s TaKaRa Ex Taq polymerazou

Potfebné chemikalie na polymerazovou fetézovou reakci byly rozmrazeny, lehce promichany
a stoceny ve stolni centrifuze. Reakce byla namichana ze slozek 0 koncentraci 1x pufru
Ex Taq, 0,2 mM dNTP Mix, 0,8 uM 5°/3" primeru, 0,025 U/ul enzymu (TaKaRa Ex Taq).
K pfipravené smési byl ptidan 1 pl templatové DNA. Pro zjisténi piipadné kontaminace byl
u kazdé reakce namichan kontrolni vzorek pfidanim ddH.O namisto templatové DNA. Vzorek
byl promichan, sto¢en na stolni centrifuze a vlozen do termocykleru Gene Pro Thermal Cycler
(BIOER).
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Program PCR pro termocykler:

Denaturace: 94 °C na 30 sekund

,ZAnnealing*: teplota podle primert na 30 sekund 35 cykld
Elongace: 72 °C na 1 minutu pro vzorky mensi nez 1 000bp

Postelongace: 72 °C na 5 minut

Uchovéni vzorkt: 16 °C
Vznikly vysledek byl ovéten elektroforézou a dale uchovan pii 4 °C pro ptipadné pozdéjsi

vyuziti.

4.9 Elektroforéza

Pro gelovou elektroforézu byl pfipraven 1,5% agarézovy gel rozpusténim potiebného

mnozstvi agardézy (Lonza) v daném objemu 1x TAE pufru. TAE pufr byl sloZen ze slozek
0 vysledné koncentraci 0,04M Tris, 0,01M EDTA a 0,02M kyseliny octové. Mnozstvi pufru
se odvijelo od velikosti elektroforetické vanicky. Agardza byla rozpusténa zahtatim tekutiny
v mikrovinné troub¢ za obfasného michani. Poté byla tekutina zchlazena na 50-60 °C a do ni
byl pfimichan ethidium bromid v ur¢itém poméru (ke 100 ml gelu pfimichany 3 ul ethidium
bromidu). Vysledna tekutina byla nalita do pfipraveného ramecku s hiebenem a 15 az 20 minut
byla ponechana tuhnout na vodorovné podlozce. Po ztuhnuti gelu a opatrném odejmuti
hiebenu byl agar6zovy gel dan do vanicky na horizontalni elektroforézu. Gel byl ponoten
do 1x TAE pufru tak, aby hladina pufru byla asi 5 mm nad gelem. Poté byly do jamek gelu
aplikovany vzorky. Pted aplikaci na gel byly vzorky obarveny kapkovou metodou: na parafilm
byly naneseny kapicky nanasSeciho pufru, které byly promichany s ur¢itym mnoZzstvi vzorku.
Mnozstvi ,,Loading Dye* a mnozstvi vzorku se odvijelo od koncentrace nanaseciho pufru (6x
TriTrack Loading Dye od Thermo Scientific nebo Gel Loading Dye Purple (6x) od New
England BioLabs). Napftiklad pro 6x nanaseciho pufru: 1 pl nanaseciho pufru + 5 pul PCR
produktu. K urceni velikosti fragmenti DNA byl do jedné jamky dan velikostni standart
,GeneRuler< 100 bp (Thermo Scientific). Po naneseni vzorki byly k elektroforetické vanic¢ce
pfipojeny kabely s elektrickym napétim se zdrojem (PowerPac Basic Power Supply BIO
RAD). Mira napéti se odvijela od velikosti dané elektroforetické vanicky (5-8 V na 1 cm
délky). Vysledek elektroforézy byl ovéten pomoci UV svétla Vv transiluminatoru SMARTS
(VWR).
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4.10 PreciSténi PCR produktii pomoci ExoSAP
Metoda probéhla podle protokolu Werle a spol., 1994. K piecisténi PCR produktu byla

namichana reakce S koncentraci slozek 0,154 U/ul Shrimp Alkaline Phosphatase (Thermo
Scientific), 1,538 U/ul Exonuclease | (Thermo Scientific) s 5 ul PCR produktu. Tato reakce
byla nasledn¢ promichdna a stoCena na stolni centrifuze. Vzorky byly nésledné déany

do termocykleru (BIOER) s pouzitim programu:

37 °C na 15 minut
85 °C na 15 minut

16 °C pro uchovani vzorki

Vysledek byl ptimo pouZzit do sekvenaéni reakce nebo uchovan piti 4 °C.

4.11 Sekvenovani

Reakéni smés pro sekvenovani byla pfipravena S nasledujici koncentraci slozek 5 uM 5°/3”
primeru a 20-80 ng/ul piec¢istétného PCR produktu. Takto pfipravena reakce byla
po promichani a stoceni na stolni centrifuze odeslana na sekvenovani, které provedla firma

Biogen Sangerovou metodou.

4.12 lzolace DNA fragmentu z agar6zového gelu

Metoda byla vykonana podle postupu v protokolu MinutElute Gel Extraction Kit (QIAGEN).
Vsechny centrifugacni kroky byly provedeny pii 10 000 g za pokojové teploty. Nejdiive byl
zvazen dany agarozovy gel. Ke gelu byl ptidan pufr QG o objemu trojnasobku objem gelu (ke
100 mg gelu by bylo pfiddno 300 pl pufru). Pro rozpusSténi gelu byl vzorek inkubovéan
pti 50 °C po dobu 10 minut. V pribéhu inkubace byl vzorek nékolikrat promichan. Nasledné
byl ptidan isopropanol o stejném objemu jako byl objemu gelu. Po promichani oto¢enim dnem
vzhlru byl obsah pfemistén do mikrozkumavky se silikonovou membranou (MinElute
column), a poté byl centrifugovan 1 minutu. Sbérna zkumavka byla vyprazdnéna a vracena
zpét. Déle bylo ptidano 500 pl pufru QG s naslednym centrifugovanim po dobu 1 minutu.
Sbérna zkumavka byla opét vyprazdnéna a vracena zpét. Na promyti bylo ptidano 750 ul pufru
PE. Po inkubaci po dobu 5 min byl vzorek centrifugovan 1 minutu. Sbérna zkumavka byla
do tfetice vyprazdnéna a vracena zpét. Pro dikladné odstranéni tekutiny bylo znovu
centrifugovano 1 minutu. Mikrozkumavka se silikonovou membranou byla poté umisténa
do 1,5 ml mikrozkumavky. Nasledné¢ bylo napipetovano 10 ul pufru EB tésné nad stied
silikonové membrany. Vzorek byl ponechén stat 1 minutu, a poté byl centrifugovan 1 minutu.
Pro vétsi zisk byla vysledna tekutina napipetovana zpét do mikrozkumavky se silikonovou
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membranou. Vzorek byl znovu inkubovan a centrifugovan. Vysledny vytézek byl ovéten
spektrofotometrem ,,NanoDrop 2000 (Thermo Scietific) pti 260 nm. Vytézky byly ulozeny
pii teploté 4 °C.

4.13 Klonovani PCR produktu do bakterialniho plazmidu

4.13.1 Priprava média
Pro rust bakterii bylo pfipraveno Tuhé LB médium s Ampicilinem do plastovych Petriho
misek se slozkami o nasledujici koncentraci 1% Trypton, 0,5% Yeast extract, 1% NaCl a 1,5%
Agar. Chemikalie byly podle rozpisu navazeny a rozpusStény v deionizované vodé€. Po upraveni
pH na pH = 7,0 byl roztok pftelit do odmérného valce a doplnén po pozadovanou rysku. Poté
bylo médium sterilizovano pfi teploté¢ 121 °C po dobu 20 minut. Po ochlazeni média na 55 °C
byl pfidan ampicilin o vysledné koncentraci ve vzorku 0,1 mg/ml. Nasledn¢ bylo médium
nalito do Petriho misek. Po ztuhnuti média byly misky skladovany pti teploté 4 °C dnem
vzhtiru pro pozdéjsi pouziti v nejblizsich dnech.

Tekuté¢ LB médium bylo pfipraveno shodnym zptsobem jako tuhé LB médiu, pouze
do roztoku nebyl pfimichan agar. Po sterilizaci média bylo dale uchovano zaviené v pokojové

teploteé.

4.13.2 Ligace PCR produktu do bakterialniho plazmidu

Bylo postupovano dle protokolu PCR Cloning Kkitu (Qiagen). Pfed ligaci se
na spektrofotometru zméfila koncentrace pozadovaného PCR produktu ve vzorku a bylo
Vypocitano mnoZzstvi vzorku pro pouziti na liga¢ni reakci. Samotnd reakce byla pfipravena
s vyslednou koncentraci slozek: 5 ng/ul klonovaciho vektoru, PCR produkt, 1x lega¢niho
smési. Koncentrace PCR produktu se odvijela od velikosti daného useku, napf. pro usek 200
bp bylo pouzito mezi 13 a 26 ng PCR produktu. Po namichéani reakce do celkového objemu
10 pl byla inkubovana pfi teplot¢ 4 °C po dobu 30 minut. Poté byl vysledek pouzit

do transformace bakterii, nebo dale uchovan v teplot¢ -20 °C.

4.13.3 Transformace bakterii Escherichia coli

Pro transformaci bylo pouzito 100 pl kompetentnich bunék Escherichia coli TH5a ve 1,5 ml
mikrozkumavce, do které bylo pfidano 5 pl z ligac¢ni reakce. Po opatrném promichani
krouzenim byly vzorky ponechany 15 min na ledu. Poté byly vzorky dany na 45 sekund

do vodni 1azn€ o teploté 42 °C a dale byly vzorky umisténé zpatky na led. Po pfidani 0,5 ml
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sterilniho tekutého LB média byly vzorky michany pfi teplot¢ 37 °C po dobu 45-50 min.
Na misky s tuhym LB médiem bylo sterilné rozetieno 50 pl X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-
indolyl-D-galaktozid, 20 mg/ml od Carl Roth) a 10 ul IPTG (lzopropyl-thio-D-galaktozid,
100 mM od Fisher Scienntific). Nasledné bylo sterilné naneseno 200 pl transformovanych
bunék Escherichia coli na pfipravené misky S médiem. Misky byly pii teplot¢ 37 °C
ponechany dnem vzhtru rust 15-18 hodin. Kolonie byly vybirany po dvoufazové selekci. To
znamena, ze¢ mohly vyrust jen ty kolonie, které ptijaly plazmid a jsou proto rezistentni vici
antibiotiku na misce. Modré kolonie pfijaly sice plazmid, ale neni v ném pozadovany insert,
zatimco bilé kolonie obsahuji vlozeny insert. Bilé kolonie byly pfeneseny na novou sterilni
misku s tuhym LB médiem, a byly ponechany 15—18 hodin rist, a ¢ast jednotlivych kolonii
byla pienesena do 10 pl sterilni vody. Vzorky kolonii pfenesené do vody byly vlozeny do
teploty 98 °C po dobu 2 minut. Poté byly pfeneseny na led a promichany pro uvolnéni DNA.
Pro ovéteni, zda dané kolonie obsahovaly plazmid se zadanym insertem, byla pouzita metoda

PCR (viz kapitola 4.6.1) se specifickymi primery a nasledn¢ elektroforéza (viz kapitola 4.10).

4.14 1zolace plazmidové DNA z Escherichia coli

Izolace byla provedena protokolem ,,NucleoSpin Plasmid“ (Macherey-Nagel). Pted izolaci
byla do 3 ml tekutého LB média ptenesena pozadovana kolonie Escherichia coli a ponechana
rast 15-18 h pii teploté 37 °C. Cely vznikly obsah byl postupné centrifugovan na 11 000 g
po dobu 30 sekund za pokojové teploty. Tekutina byla vzdy odsata, aby v mikrozkumavce
zbyl pouze sediment. Pro 1yzi bunék bylo k sedimentu pfidano 500 ul pufru A1l. Po dikladném
michani bylo pfidano 500 pl pufru A2. Poté byl vzorek jemné promichian obracenim dna
vzhlru, a to S opakovanim Sestkrat aZz osmkrat. Nasledné byl vzorek inkubovan 5 minut
za pokojové teploty. Poté bylo pifidano 600 ul pufru A3, nacez byl vzorek opét jemné
promichan obracenim dna vzhtru, dokud neztratil barvu. Pro ocisténi vzniklé tekutiny byl
vzorek centrifugovan pii 11 000 g na 10 minut za pokojové teploty. Ziskany supernatant byl
ptepipetovan do mikrozkumavky se silikonovou membranou (NucleoSpin Plasmid Column)
a nasledné centrifugovan pii 11 000 g na 1 minutu za pokojové teploty. Sbérna zkumavka byla
vyprazdnéna a vracena zpé&t. Pro omyti silika membrany bylo pfiddno 600 pul pufru A4. Dale
byl vzorek centrifugovan pii 11 000 g na 1 minutu za pokojové teploty. Sbérna zkumavka byla
vyprazdnéna a vracena zpé&t. Pro Uiplné odstranéni nezddoucti tekutiny byl vzorek centrifugovan
pii 11 000 g na 2 minuty za pokojové teploty. Na zavér byla mikrozkumavka se silikonovou

membranou umisténa do 1,5ml mikrozkumavky. Poté bylo napipetovano 50 ul pufru AE.
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Vzorek byl inkubovan 2 minuty pfi teploté 70 °C, a dale byl centrifugovan pii 11 000 g
1 minutu za pokojové teploty. Pro zvySeni kvality vysledku byla ziskana tekutina
napipetovana zpét do mikrozkumavky se silikonovou membranou. Poté byl vzorek znovu
inkubovan a centrifugovan. Vysledek byl ovéfen spektrofotometrem pii 260 nm a nasledné

ulozen pfi teploté 4 °C.

4.15 Vytvareni fylogenetickych stromii

Po ziskani nukleotidovych sekvenci byly sekvence zkontrolovany podle BLAST (Altschul
a spol., 1990) zda se jedna o pozadovany usek, a zda nepatii jinému druhu organismu. Poté
byly sekvence uspofadany v programu Mega 6 (Tamura a spol., 2013). Pro transformaci
do pozadovaného formatu byl pouzit program BioEdit 7.2 (Hall, 1999). Nasledn¢ byl tento
format pouzit k vytvofeni fylogenetickych stromu algoritmem PhyML 3.0 (Guindon a spol.,
2010) maximume-likelihood metodou s pouzitim ,,aBayes branch support test”. Tato metoda
byla pouzita proto, Ze porovnava pouze sekvence, které jsou pro dané misto dostupné. Tudiz
pokud né&jaky druh nemél osekvenovany urcity exon, vysledek to nijak neovlivnilo.
Pro jednotlivé stromy byl nalezen model snejmensi hodnotou ,,Bayesian information
criterion* (BIC) a ,,Akaike information criterion* (AIC) podle SMS, ,,smart model selection*
(Lefort a spol., 2017). Vysledné stromy byly zobrazeny v programu Mega 6.

Byly vytvoteny fylogenetické stromy shrnujici vSechny ziskané sekvence, pak také
stromy zvlast pro sekvence 1dgf2 a Idgf4. Vzdy byly vytvoreny stromy podle nukleotidové
a aminokyselinové sekvence. Pro lepsi porozuméni dosazenych zmén ve findlnich stromech

byly vytvotreny fylogenetické stromy pro kazdy exon zv1ast.

4.16 Zméreni exprese ldgf po hlistovkové infekci

Z dat ziskanych Real-Time kvantitativni PCR byla zkontrolovana mira kvality vzorkid podle
variace vzorkl a Cistota reakce odeCtend z negativni kontroly. Z vysledkii byly pouzity
hodnoty priméru Ct tii repetic daného vzorku. Pro kazdou hodnotu daného organismu byla

vypoctena ACt pro urcity referenéni gen a 1dgf2 nebo 1dgf4 podle nasledujiciho vzorce:

2Ct referenéniho genu

ACt

= 2Ct Idgf2nebo ldgf4
Jelikoz se hodnoty u kontrolnich organismu liSily, byla z dosazenych hodnot vypoctena
prumérna ACt, a to pro uréitou kombinaci kontrolniho genu a piislusného genu ldgf. Rtiznost

hodnot pro kontrolni vzorek nastala kvili pouziti organismi z volné ptirody. Mohli totiz
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bojovat s né&jakym poranénim nebo s nemoci z ptirody, a tak ovlivnit vysledky. Pomoci
vypoctené prumémé hodnoty ACt pro kontrolni vzorek byla vypoctena AACt podle

nasledujiciho vzorce:

AACE — ACt (x)
ACt (C)
ACt (X).oeunnnne. hodnota pro ACt vypoctenou pro dany vzorek (C, Sc6, Sc24, Sc48...)
ACt (C)......... priamérna hodnota pro ACt vypoc¢tenou na kontrolnim organismu pro uréitou
kombinaci genti
AACt............ realativni mira exprese oproti kontrole

Ze ziskanych hodnot AACt byla statisticky vyhodnocena mira signifikance vysledka
v programu R (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).
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5 VYSLEDKY

5.1 Exprese Idaf po hlistovkové infekci

Vypocétené hodnoty AACt (Ptiloha ¢. 3 a 4) byly pouzity do statistického vyhodnoceni hodnot
zvlast pro 1dgf2 a pro ldgf4. Pouzitymi hodnotami byly vypoétené vysledky pro vSechny

referencni geny urcitého vzorku.

5.1.1 1dgf2

Z diive vypocétenych hodnot byla provedena statistickda analyza. Nejdfive byla ovétfena
homogenita varianci Barlettovym testem. Po provedeni Barlettova testu na homogenitu
varianci vysla hodnota testové statistiky 56,096 a hladina signifikance 2,783x107° pii Sesti
stupnich volnosti. Z hodnoty hladiny signifikance vyvozujeme, Ze lze zamitnout nulovou
hypotézu o homogenité varianci vSech skupin na 5% hladin¢ vyznamnosti. Pfi nesplnéni
ptedpokladu pro jednocestnou ANOVu byla pouzita neparametrickd obdoba této operace, a to
Kruskal-Wallisiv test. Pro Kruskal-Wallistiv test vysla hodnota testové statistiky 37,73
a hladina signifikance 1,268x107 pfi $esti stupnich volnosti. Z vyslednych hodnot 1ze usoudit,
ze lze zamitnout nulovou hypotézu, ze infekce slunécek nema vliv na miru exprese 1dgf2.
Pro zjisténi signifikantnich rozdild mezi jednotlivymi skupinami byl vypocten Wilcoxonlv
test. V porovnani s kontrolou se prokéazaly byt signifikantni vzorky Sc06 s 0,0205 hladinou
signifikance, Sc24 s 7,4x107 hladinou signifikance a Sf24 s 1,4x10° hladinou signifikance.
Nutno dodat, ze vzorek Sc48 se neprokéazal signifikantni velice tésné. Jeho hladina

signifikance byla 0,0519. Vysledky byly zobrazeny také do nasledujiciho grafu (Obrazek ¢. 6).
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Obrazek ¢. 6: Graf relativni exprese 1dgf2 u jednotlivych vzorku. C je zkratka

pro kontrolni organismus bez napadeni hlistovkou, Sc je zkratka vzorku

po napadeni hlistovkou S. carpocapsae, Sf po napadeni S. feltiae. Cisla zna¢i

dobu ¢eleni infekei (6, 24 a 48 hodin). Hvézdicky oznaduji miru signifikance

vysledku.
Vysledky byly normalizovdny na tii referen¢ni geny. Z obrazku je patrné, ze 1 pfes
nesignifikantni zvySeni po 48 hodinach je celkové reakce 1dgf2 na infekci po S. carpocapsae
vétsi nez po infekci S. feltiae. Dale lze pozorovat velice silnou expresi 1dgf2 po 24 hodin

po napadeni u obou hlistovek.

5.1.2 ldgf4

Nejdiive byl znaméfenych hodnot vypocten Barlettiv test pro shodu varianci. Hodnota
testové statistiky byla vypoctena 38,257 s hladinou signifikance 1,001x10°® pii Sesti stupnich
volnosti. Z vysledku lze odecist, Ze 1ze zamitnout nulovou hypotézu o homogenité varianci.
Dale byla vyuzita neparametricka obdoba jednocestné ANOVy, tudiz Kruskal-Wallisiiv test.
Vysledek testové statistiky Kruskal-Wallisova byl 25,548 s hladinou signifikance 2,70210*
pfi Sesti stupnich volnosti. Z vysledku je patrné, Ze 1ze zamitnout nulovou hypotézu, a to ze

infekce slunécek nema vliv na expresi ldgf4. Pro zjisténi miry signifikance jednotlivych
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vzorkll byl vypocten Wilcoxonuv test. Tento test vyhodnotil signifikantni vysledek u Sc06
s 0,2234 hladinou signifikance, Sc24 s 0,00011 hladinou signifikance, Sc48 s 0,001 hladinou
signifikance a dale Sf24 s 0,00451 hladinou signifikance. Vysledky byly dale zobrazeny
do nasledujiciho grafu (Obrazek ¢. 7).
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Obrazek ¢. 7: Graf relativni exprese 1dgf4 u jednotlivych vzorku. C oznacuje
kontrolni organismus bez napadeni hlistovkou, Sc je zkratka vzorku
po napadeni hlistovkou S. carpocapsae, Sf po napadeni S. feltiae. Cisla
urcuji dobu cCeleni infekci (6, 24 a 48 hodin). Hvézdicky vyznacuji miru
signifikance vysledku.
Z obrazku lze pozorovat prokazatelné zvyseni exprese ldgf4 ve vSech casovych usecich
po infekci hlistovkou S. carpocapsae. Po infekci S. feltiae bylo zvyseni exprese ldgf4

signifikanti pouze po 24 hodin.

5.2 Evoluce Idgf
5.2.1 Ovéreni kvality DNA

K ovéfeni kvality DNA poslanych od pracovnikii CZU v Praze byly vyuzity primery
LCO1490 a HCO2198 bézné pouzivané pro tyto ucely u bezobratlych. Tyto primery nebyly
pro dan¢ vzorky vhodné, protoze se nevytvofil Zzadany fragment DNA. K ovéfeni DNA byly
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tedy navrzeny primery v kddujici sekvenci pro cytochrom ¢ oxidézu I, lezici v mitochondrialni
DNA, podle jiz znamych sekvenci daného useku na slunéckach. S nové navrzenymi primery
HA1145Fw a HA1987Rev bylo mozné ovérit dané DNA s nasledujicim vysledkem (Obréazek
¢. 8).

12 13 14 15 16 17
-

Obrazek €. 8: Ovéfeni prvnich 20 vzorkit DNA s HA1145Fw a HA1987Rev
primery. Vzniklé useky maji 842 bp. Cisla zastupuji nazvy druht podle
Tabulky €. 1. N je oznaceni pro negativni kontrolu, coz byla reakce PCR bez
DNA templatu
Vzorky oznacené Cisly 5, 8, 9, 11, 15 nereagovaly danymi s primery. Kvalita téchto DNA byla

proto ovétena ve spektrofotometru s nasledujicimi zméfenymi hodnotami (Tabulka €. 9).
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Tabulka ¢. 8:

Hodnoty DNA naméfené v nanodropu

vzorek |koneentrace |, 080 |260/230
[ng/ul]
5 13,9 2,73 1,65
8 76 3,69 1,23
9 8 2,06 0,57
11 66,1 2,21 2,2
15 97,5 2,01 2,03

Idealni hodnota poméru absorbance pii 260/280 nm a 260/230 nm se pohybuje okolo 1,8.
Jelikoz vzorky €. 5, 8 a 9 mély zejména pomér 260/230 velice nizkych hodnot lze odecist, ze
tyto vzorky byly zdegradované. Vysoké hodnoty pomérti 260/280 naznacuji, Ze DNA byla
kontaminovana RNA. Toto tvrzeni podpofila i nizka koncentrace DNA ve vzorkach. Vzorky
¢islo 11 a 15 se podle hodnot zdaly byt v potadku. Tyto dva vzorky byly oSetfeny RNazou,
avSak to nepomohlo. DNA vsech téchto vzorki byla ziskana izolaci z organismt uchovanych
v etanolu. Vyjimkou byl vzorek ¢. 15 (Sospita vigintiguttata) — tento druh je ponékud t&ézké
ziskat, proto se nakonec s timto druhem nepracovalo. Nové vyizolované DNA ¢tyf druht
(zastoupené Cisly 5, 8, 9, a 11) byly ovéfeny ve spektrofotometru. Dale byla provedena PCR
s primery HA1145Fw a HA1987Rev (Obrazek ¢. 9).

Obrazek ¢. 9: DNA nové vyizolovanych DNA s HA1145Fw a HA1987Rev
primery. N oznacuje negativni kontrolu bez teplatové DNA
Je patrné, Ze az na jeden vzorek organismu ¢islo 9 byla vyizolovana DNA v dobrém stavu.

Lze vidét 1 slabsi prouzek u DNA cislo 11, ¢ehoz se v nésledujici PCR zlepSilo pouzitim
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nafedéné DNA v poméru 1:1 s deionizovanou vodou. DNA c¢islo 5 a 8 stale nefungovaly.
Zajimavé bylo zjisténi, ze tyto vzorky Cislo 5 a 8 fungovaly s ,,obecnymi‘ primery LCO1490
a HCO2198 na rozdil od vsech ostatnich druhi (Obrazek ¢. 10).

Obrazek €. 10: DNA ¢. 5 a 8 funguji s ,,obecnymi* primery za vzniku Gseku
dlouhého 710 bp. N je zkratka pro negativni kontrolu bez templatu. Dale
zkratka Haxy oznacCuje Harmonii axyridis, u které se nevytvofil prouzek

Vv reakci s témito ,,obecnymi‘ primery

Bylo pozorovano, ze vzorky ¢. 5 Chilocorus bipustulatus a ¢. 8 Exochomus quadripustulatus
nefungovaly s HA1145Fw a HA1987Rev primery jako ostatni druhy, ba naopak jako jediné
fungovaly s ,,obecnymi“ primery. Toto zji§téni naznacuje, ze zminéné dva druhy jsou

vyvojove vzdalené od ostatnich druhi skupiny Coccinellidae.

5.2.2 Ziskavani sekvenci

5.2.2.1 Idgf2

Hlavnim cilem prace bylo ziskat co nejvice sekvenci pro pozdéjsi analyzu. Se ziskdvanim
sekvenci se zacalo u exonu 2 genu ldgf2. Piecistény produkt PCR reakce byl osekvenovan
u péti druhti, dale tii sekvence byly ziskany osekvenovanim piecisténé reamplifikované PCR
reakce. U nékterych dalSich vzorkti bylo potfeba produkt zPCR reakce vyfiznout
z agarozového gelu a piedistit kitem (viz kapitola 4.12). Vysledek po izolaci DNA z gelu byl

piimo osekvenovan nebo byl zabudovan do bakteridlniho plazmidu. Osekvenovanim
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izolované DNA z gelu byly ziskdny tii sekvence, dalsi dvé sekvence po zabudovani
do plazmidu. Celkem se z exonu 2 podafilo ziskat 13 sekvenci. Jedna sekvence byla pozdé&ji
vyfazena, protoZze se nejednalo o pozadovanou sekvenci. Jelikoz byl usek ohranicen
specifickymi primery, lze usoudit, ze se zfejmé jednalo o pseudogen. Jinymi slovy jde
0 sekvenci, ktera ztratila schopnost kodovat funkéni protein.

Exony 4 a 5 genu 1dgf2 byly amplifikovany dohromady. Ackoliv hrozilo, ze nékteré
druhy mohou mit dlouhy intron, a tudiz nebude mozné je amplifikovat dohromady, obavy se
u vétSiny druhti nepotvrdily. Mezi ¢tyifmi druhy, které s témito primery nefungovaly, byly
druhy Chilocorus bipustulatus a Exochomus quadripustulatus. Pravdépodobné mély vétsi
intron nez ostatni. Co se ty¢e ziskani sekvenci tohoto useku, pét vzorkl bylo osekvenovano
po precisténi PCR reakce, dalsi ¢tyfi po preisténi reamplifikované PCR reakce. | zde bylo
u nékterych vzorkli zapotiebi vyfiznou urcity prouzek DNA z agarézového gelu a precistit
kitem. Ctyfi vzorky byly ziskany osekvenovanim vzniklého vzorku. Jeden vzorek bylo potieba
vyizolovat z agar6zového gelu a zabudovat do bakteridlniho plazmidu. Po zkontrolovani
spravnosti osekvenovaného tseku byla jedna sekvence vytazena. Zajimavé bylo, Ze sekvenci
druhu Subcoccinella vigintiquatorpunctata bylo nutné otoéit, aby byla spravné. Zaroven
u zminéného druhu byl usek exonu 4 pseudogenem, proto byla z toho tseku pouzita jen
sekvence exonu 5. Uhrnem tedy bylo ziskano 13 sekvenci tseku s exony 4 a 5, piicemz
u exonu 4 bylo o jednu sekvenci méné.

Primery pro exon 6 genu 1dgf2 mély pomérné hodné degeneraci. Kvili tomu se ¢asto
tvofily 1 dal$i Giseky nez onen pozadovany. Z toho diivodu bylo u kazdého vzorku potieba dany
prouzek v agar6zovém gelu vyfiznout a DNA vyizolovat kitem. ProtoZe navrzené primery
nebyly vhodné na sekvenovani, vyizolované useky z gelu byly zabudovany do bakteridlniho
plazmidu a osekvenovany s primery pro plazmidovou sekvenci. Timto zptisobem bylo ziskano
12 sekvenci exonu 6. Bohuzel po ovéfeni spravnosti useku v programu BLAST bylo 5
sekvenci vytazeno.

Primery exonu 7 genu 1dgf2 m¢ly hodné degeneraci. Pro vSechny vzorky bylo potieba
udé¢lat reamplifikaci produktu PCR reakce, aby byl poZzadovany prouzek viditelny. U kazdého
vzorku bylo dale nutné vytiznout pozadovany prouzek z agar6zového gelu, vyizolovat DNA
pomoci kitu a zabudovat do bakterialniho plazmidu. Bohuzel klonovani tseku do plazmidu

nebylo Gspésné, a proto z tohoto exonu nebyla ziskana zadna sekvence.
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5.2.2.2 Idgfd

U genu ldgf4 bylo zacato exonem s primery, které mély nejméné degeneraci. Jednalo se
0 exon 6. Po piecisténi PCR reakce bylo osekvenovano pét vzorki, dale tfi byly osekvenovany
po precisténi reamplifikované PCR reakce. Nasledné 12 vzorki bylo osekvenovano po izolaci
urcitého useku DNA z agar6zového gelu. Diky vysoké specifité primert bylo ziskano celkem
20 sekvenci z23 moznych. Nakonec po ovéfeni spravnosti useku byla jedna sekvence
vyfazena. Tudiz k vytvoreni fylogenetickych stromi bylo pouzito19 sekvenci.

Dale byl amplifikovan exon 7 genu ldgf4, rovnéz se specifickymi primery S malo
degeneracemi. Po piecisténi PCR reakce bylo osekvenovano Sest vzorki, dalSi cCtyfi
po preciSténi reamplifikované PCR reakce. Déle dva vzorky byly vyfiznuty z gelu a preciStény
kitem, pficemz jeden vzorek byl rovnou osekvenovan, zatimco druhy byl osekvenovan az
po zabudovani do bakterialniho plazmidu. Dohromady bylo ziskano 12 sekvenci exonu 7.

Prehled vysledki PCR jednotlivych exonti byl ptilozen v pfiloze (Pfiloha €. 5). Ziskani
sekvenci exont u jednotlivych druhil byl zaznamenan do nasledujici tabulky (Tabulka €. 10).

Tabulka ¢. 9: Prehled ziskanych sekvenci exond u jednotlivych druhi.
+ znamena ziskani sekvence, * je symbol pro ziskanou sekvenci, ktera byla
po ovéfeni vyfazena, - oznacuje, Ze dany druh nefungoval na primery daného

exonu. Pozn. u druhu Sospita vigintiguttata nebyla pouZzitelna DNA

Cislo Druh dgf2 Idof4
Exon 2 |Exon 4 |Exon 5 [Exon 6 [[Exon 6 |Exon 7

1. Harmonia quadripunctata + + + + + +
2. Hippodamia variegata + + +
3. Tytthaspis sedecimpunctata - 1 + + 1
4. Psyllobora vigintiduopunctata + - - +
5. Chilocorus bipustulatus - - - - +
6. Subcoccinella vigintiquatuorpunctata * * * - + -
7. Coccinula quatuordecimpustulata + + + + + +
8. Exochomus quadripustulatus - - -
9. Coleomegilla maculata + - - +
10. Calvia quatuordecimguttata + +
11. Propylea quatuordecimpunctata + * * -
12. Anatis ocellata + -
13. Hippodamia convergens - + + -
14. Hippodamia (Ceratomedgilla) notata + + + + +
15. Sospita vigintiguttata - - - - - -
16. Coccinella quinquepunctata + * + +
17. Cynegetis impuctata = - - - +
18. Hippodamia (Ceratomedgilla) undecimnotata + A
19. Coccinella magnifica + + + + +
20. Myrrha octodecimguttata A T + * =
21. Adalia bipunctata - + + * + -
22, Adalia decempunctata - + + * + +
23. Calvia decemguttata + + * + -
24, Halyzia sedecimguttata 1 + * 1 +

37



5.2.3 Fylogenetické stromy

Ze vsech ziskanych sekvenci vSech exoni byl vytvofen fylogeneticky strom podle
nukleotidové (Obrazek ¢. 11) a aminokyselinové sekvence (Ptiloha €. 6). Diive byly zminéné
dvé fylogenetické studie, podle kterych se da pouze porovnat zafazeni druht do jednotlivych
skupin. Pro srovnani s fylogenetickym zafazeni druhti do skupin byly druhy ve vysledcich

opatieny barvami podle fylogeneze od Nattier a spol. (2021).

o9— Propylea japonica

— Propvlea quatuordecimpunctata

—————— Harmonia axyridis * -

Calvia quatuordecimguttata

—— Psyllobora vigintiduopunctata

Calvia decemguttata

Anatis ocellata

Adalia decempunctata

Halyzia sedecimguttata

I__— Myrrha octodecimguttata
o 99‘ Adalia bipunctata
ré ga—— Harmonia quadripunctata e N\
67 ————  Coleomegilla maculata -
_|_— Hippodamia convergens e

100 97| ——— Hippodamia variegata e

100 —— Hippodamia (Ceratomegilla) undecimnotata e
100 \ 97— Hippodamia (Ceratomegilla) notata e /
r Tytthaspis sedecimpunctata e
100——— Coccinula quatuordecimpustulata

L Coccinella septempunctata
Coccinella magnifica e

—— Coccinella quinquepunctata «

Cryptolaemus montrouzieri

_

0.10

Obrazek €. 11: Fylogeneticky strom (SBL = 2,83651515) vytvofeny podle
vSech ziskanych nukleotidovych sekvenci Idgf. U jednotlivych vétvi je

uvedena aBayes statisticka hodnota nad 50 %. Pouzitym modelem byl

GTR + G.
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Z vytvoreného stromu podle aminokyselinové sekvence (Ptiloha €. 6) bylo zfejmé, ze zmény
na trovni aminokyselin nebyly dostacujici pro vytvoreni ditvéryhodnych vysledki. Proto bylo
pracovano pouze s fylogenetickymi stromy vytvorenymi podle nukleotidové sekvence.
Natomto vysledku (Obrazek ¢. 11) lze pozorovat hned nékolik zmén. Je patrné, ze tyto
vysledky zachovavaji skladbu jednotlivych druhd monofyletickych skupin podle fylogeneze
s nékterymi vyjimkami. Mezi n¢ patii zafazeni druhi Harmonia axyridis a Coleomegilla
maculata. Geny Idgf se u téchto druhi evidentné vyvijeji nezavisle na zbytku skupiny. Dale
je zajimavé, Ze dva druhy rodu Adalia se od sebe také do jisté miry li§i. V neposledni fadé si
nelze nev§imnout, Ze monofyletickd skupina ozna¢ena modrou barvou neni na stejné vétvi.
Abychom zjistili, kde se vSechny tyto zmény odehraly, byly vytvoreny fylogenetické stromy
pro jednotlivé geny 1dgf2 (Obrazek ¢. 12) a 1dgf4 (Obrazek ¢. 13).
100 [ Propviea japonica

75 L Propylea quatuordecimpunctata

Calvia quatuordecimguttata

53

Calvia decemguttata

Psyllobora vigintiduopunctata
62
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Anatis ocellata

Halyzia sedecimguttata

62 | ——— Myrrha octodecimguttata

Adalia bipunctata
100 L 4dalia decempunctata
88 | ] — Harmonia axyridis
L Harmonia quadripunctata
56— Hippodamia (Ceratomegilla) undecimnotata ©

_r Hippodamia convergens e
TR |_’7 Hippodamia variegata e
1) S Hippodamia (Ceratomegilla) notata
. Tytthaspis sedecimpunctata «
L Coccinula quatuordecimpustulata
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Coleomegilla maculata «

Coccinella septempunctata

W Coccinella quinquepunctata e
L— coccinelia magnifica

Cryptolaemus montrouzieri

—_—

0.10

Obrazek ¢. 12: Vytvoreny fylogeneticky strom (SBL = 3,05005733) podle
ziskanych nukleotidovych sekvenci 1dgf2. U jednotlivych vétvi je uvedena
aBayes statistickd hodnota nad 50 %. Pouzitym modelem byl GTR + G + I.
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Obrazek ¢. 13: Fylogeneticky strom (SBL = 2,79967107) podle dosazenych
nukleotidovych sekvenci dvou exonti 1dgf4. U jednotlivych vétvi je uvedena

aBayes statisticka hodnota nad 50 %. Pouzitym modelem byl GTR + G + .

Strom podle 1dgf2 zachoval sloZeni jednotlivych skupin podle fylogeneze oproti vyslednému
stromu (Obrazek ¢. 11). Na druhé strané u 1dgf4 Ize pozorovat dvé zasadni zmény (Obrazek
¢. 13). Prvni je zafazeni druhu Coleomegilla maculata do ¢ervené oznacené skupiny. Druhou

vyraznou zménou je zatazeni druhu Coccinula quatuordecimpustulata ke skupiné zelené
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oznacené. Tato zména nebyla pozorovatelna ve vysledném fylogenetickém stromu, ziejme
s ptidanim dalsich sekvenci zanikla jeji vyraznost.

Vytvorené vysledky stale neodhalily néktera mista, ktera nejvice ovlivnila oddéleni
nékolik druhti ze skupin ve vysledném fylogenetickém stromu (Obrazek ¢. 11). Z toho divodu

byly vytvoreny fylogenetické stromy jednotlivych exont (Obrazek ¢. 14 az 19).

99— Propvlea japonica
99 L Propylea quatuordecimpunctata

Calvia quatuordecimguttata
Psyllobora vigintiduopunctata
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4 100 Harmonia axyridis e N
72 —— Harmonia quadripunctata e

'jgl_— Hippodamia (Ceratomegilla) undecimnotata e
l Coleomegilla maculata -

74 |\— Hippodamia variegata e -/
| — Coccinella septempunctata

‘ 99 Coccinella quinquepunctata »

— Coccinella magnifica e
Coccinula quatuordecimpustulata «

Cryptolaemus montrouzieri

—
0.10

Obrazek ¢. 14: Fyl. strom (SBL = 2,28281675) podle nukleotidovych
sekvenci 1dgf2 exonu 2. U jednotlivych vétvi je uvedena aBayes statisticka

hodnota nad 50 %. PouZzitym modelem byl TN93 + G +I.
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Obrazek ¢. 15: Fyl. strom (SBL = 2,79955476) podle nukleotidovych

sekvenci 1dgf2 exonu 4. U jednotlivych vétvi je uvedena aBayes statisticka
hodnota nad 50 %. PouZzitym modelem byl HKY85 + G.
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Cryptolaemus montrouzieri

Obrazek ¢. 16: Fyl. strom (SBL = 2,35150993) podle nukleotidovych

sekvenci 1dgf2 exonu 5. U jednotlivych vétvi je uvedena aBayes statisticka

hodnota nad 50 %. PouZzitym modelem byl HKY + G.
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Obrazek ¢. 17: Fyl. strom (SBL = 1,90956294) podle nukleotidovych
sekvenci 1dgf2 exonu 6. U jednotlivych vétvi je uvedena aBayes statisticka
hodnota nad 50 %. Pouzitym modelem byl GTR + G + I.
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Cynegetis impuctata
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Obrazek ¢. 18: Fyl. strom (SBL = 1,03583228) podle nukleotidovych

sekvenci ldgf4 exonu 6. U jednotlivych vétvi je uvedena aBayes statisticka

hodnota nad 50 %. Pouzitym modelem byl HKY + G + I.
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Obrazek ¢. 19: Fyl. strom (SBL = 1,73788418) podle nukleotidovych

sekvenci ldgf4 exonu 7. U jednotlivych vétvi je uvedena aBayes statisticka

hodnota nad 50 %. PouZzitym modelem byl GTR + G + I.
Z jednotlivych exonli lze vycist, Ze ve vSech exonech vétSinou zustaly zachované
monofyletické skupiny podle fylogeneze, pouze se liSily vzdjemné vztahy skupin. Co se tyce
jednotlivych zmén, rozdilnost druhu Halyzia sedecimguttata oproti zbytku stejné skupiny byla
zaznamenana v exonu 6 ldgf2. Nejvétsi zmény se evidentné odehraly v exonu 6 u ldgf4
(Obrazek ¢. 17). Tam doslo k oddéleni Harmonie axyridis od zbytku Cervené oznacené
skupiny, pficemz se do této skupiny vmezetila Coleomegilla maculata. Nutno podotknout, ze
druh Coleomegilla maculata se do cervené oznacené skupiny ptidala i v exonu 2 genu ldgf2.
V exonu 6 genu ldgf4 se také od ostatnich své skupiny lisil druh Coccinula
quatuordecimpustulata, ale tato odliSnost se ve vysledném fylogenetickém stromu
neprojevila. Co se ty¢e modie oznac¢ené skupiny, v jednotlivych exonech se ¢asto oddélovaly
druhy rodu Coccinella od ostatnich stejné skupiny. Tento rozdil je zptisoben ziejmé i jistou
odli$nosti zkoumanych druhti v ramci monofyletické skupiny ve fylogenezi. V neposledni

fad¢ rozdilnost druhti rodu Adalia ve vysledném stromu nebyla pozorovana v zadném z exonu.
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Pro ovéfeni, zda tuto odlisnost nezptisobuje ziskani sekvence exonu 7 genu ldgf4 jen jednoho
ze dvojice druhti, byl vytvoren fylogeneticky strom bez této sekvence. Vysledek i po vypusténi
této sekvence se vSak nijak nezménil. Do vysledkii nebyla zafazena sekvence druhu
Subcoccinella vigintiquatuorpunctata, protoze se vzdy zafazovala mezi pod¢eled
Coccinellinae, ackoliv mezi né nepatii. Protoze jednotlivé exony stale nevysvétlily naptiklad
rozdéleni druhid rodu Adalia ve vysledném stromu, na zavér byl vytvofen strom bez druhu

Cryptolaemus montrouzieri (Obrazek ¢. 20), ktery mohl mit vliv na celkové vysledky.

S
<
o " S\'
. N
2 . §
= S S -8 °
P, = = S ¥
é % = S S § o
o < = S ) & o
) Z S 2 S J N
S 2 = = > Q N
2, 2 > N & R\
> Z Y S R\ A\
% E 3 -3 3 ¥
[~ 3 "
ey A ] W
% R o
e W
“Z s
%, A0
~N
o PR\S
. V)
C/Z;
Zey, "

2¢¢, A\
477 w4
S 4is @ C

nti duo punctatd

Coccinell, oravig
= nella "‘7)1(‘/71/)1111('Ia[,, P 5.‘”0b

al| a g a
(& Vi )
a /(’(EIII(, Ullaly

ta
oilla) notd
- nlL’tJ”
(( e)al()

ia
. HiVP"dam P
7
,\0“ “ =
i€ ey,
wd g
S,
0‘\\0\ 7y
(4]
rL\\o“‘ o d %,
9 4
; O X
1 ~N [
¢ SO S
10‘\0‘ \‘\\k =
\.‘\\\" \b\'\ N ] =4
3 L 2 =
WY S B =
W O 8 2 =
. .\)\' g 3 o
N 3 A
S 3 =
Ny N 3
S N S
LN S =
N N S
Q N 3
e " =
S S
g s
Q S
Y =
S s
S X

Obrazek ¢. 20: Fylogeneticky strom (SBL = 2,52994913) podle
nukleotidovych sekvenci ldgf uzsi skupiny Coccinellinae. U jednotlivych
vétvi je uvedena aBayes statisticka hodnota nad 50 %. Pouzitym modelem
byl GTR+ G + 1.
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Z vysledného stromu (Obrazek €. 20) je patrné, ze jednotlivé skupiny podle fylogeneze
zustavaji zachované, avSak vztahy mezi nimi zGstavaji odlisné od fylogeneze druhu.
Po odstranéni sekvence druhu Cryptolaemus montrouzieri doslo k vyrazné zméné, a to
sefazeni druhti rodu Adalia k sobé. Jelikoz v zadném z exonu nebyl pozorovan vyrazny rozdil
mezi témito druhy, je patrné, ze sekvence druhu Cryptolaemus montrouzieri ovliviioval
nékteré vztahy. Ddle se ucelila modfe oznacend skupina. AvSak nékteré vyznamné zmény
zustaly zachované, a to zafazeni druht Harmonia axyridis a Coleomegilla maculata mimo

ostatni druhy své fylogenetické skupiny.
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6 DISKUZE

Z vysledku 1ze vyvodit, ze i u zastupce fadu Coleoptera, Harmonia axyridis, patii 1dgf2 a Idgf4
mezi geny indukované imunitni odpovédi podobné jako u D. melanogaster (De Gregorio
a spol., 2001) a u Anopheles gambiae (Shi, Pakewitz, 2004). U brouku byla doposud popsana
pouze vyvojova funkce, a to ucast IDGF4 pii kukleni (Zhu a spol., 2008). Co se tyce
hlistovkové infekce, byla zkoumana odpovéd na Heterorhabditis bacteriophora u larev
D. melanogaster (Arefin a spol., 2014). Sest hodin po infekci byly ze Sesti gent ldgf
indukované jen geny Idgfl, Idgf3 a Idgf4. Z vysledkt odpovédi 1dgf2 a 1dgf4 na hlistovkovou
infekci u Harmonia axyridis je patrné, ze v tomto ptipadé reaguji oba geny.

Dale bylo zjisténo, ze 1dgf2 reaguje na hlistovkovou infekci vice nez 1dgf4. To mutize
naznacovat, ze IDGF?2 je protein, ktery je vice zapojen do procest imunitni odpovédi. Ackoliv
byl gen 1dgf2 pojmenovan podle sekvena¢ni podobnosti s Idgf2 u D. melanogaster (Zhu
a spol., 2008), je znamé, Ze se nejedna o homologické geny. Duplikace genu ldgf u brouk je
nezavisla od duplikaci genu Idgf u podiadu kratkorozi z fadu dvoukiidlych (Diptera:
u D.melanogaster se podili na hojeni ran (Broz a spol., 2017). Jelikoz se ldgf2 u Harmonia
axyridis vice ucastni imunitni reakce, mohlo by jit o konvergenci funkce i sekvence.

Exprese 1dgf2 i 1dgf4 po infekci hlitovkou S. carpocapsae byla vyssi nez odpovéd’
2016). Nejprokazatelnéjsi zvySeni exprese jak 1dgf2, tak Idgf4 nastalo po 24 hodinach
od hlistovkové infekce u obou druhti. Signifikantni zvyseni exprese 1dgf2 i 1dgf4 po napadeni
S. feltiae bylo pozorovano pouze po 24 hodinach. Naproti tomu, signifikantni zvySeni exprese
Idgf2 i 1dgf4 po infekci S. carpocapsae bylo po 6 a 24 hodinach, u 1dgf4 i po 48 hodinach.
Ackoliv nékteré vysledky po napadeni S. feltiae nebyly signifikantni, je mozné i u téchto
vysledku vidét urcity trend zvySené exprese. Dynamika odpovédi 1dgf2 i Idgf4 byla tedy
U obou genu stejnd. Jind dynamika odpoveédi gent Idgf byla naopak popsana u dospélci
D. melanogaster na bakterialni infekci (De Gregorio a spol., 2001). Bylo zjisténo, Ze
bakterialni infekce u D. melanogaster indukovala pouze tfi geny, konkrétné¢ 1dgfl, 1dgf2
a 1dgf3. Tyto geny se lisily i v dobé zvysené exprese. 1dgfl byl indukovan brzo po infekei,
zatimco 1dgf2 az pozdéji po infekci. Avsak jak jiz bylo zminéno dfive, u slunécka Harmonia
axyridis podobné zmény dynamiky exprese gend Idgf sledovany nebyly. Exprese gend 1dgf2

a ldgf4 se lisily pouze v mife odpovédi.
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Zajimavy je poznatek, ze S. feltiae Jakub pronika do hostitele mnohem efektivnéji nez
S. carpocapsae 1343, jak uvadi V. Puza a spol. (2021). Navzdory ocekévani je to praveé
S. carpocapsae, kterd ma na mortalitu hostitele vétsi dopad. Vysledek prace potvrzuje vyssi
imunitni odpovéd’ na infekci prave této hlistovky.

V soucasné dob¢ neni zndm prubéh hlistovkové infekce u broukt ¢eledi slunéckoviti.
Nicméné studie védci M. Ch. Roy a Y. Kim (2020) popsala prabéh infekce hlistovkou
S. feltiae na brouku Tenebrio molitor. Pfi pokusu se hlistovky do hostitele dostaly ustnim
otvorem. Jakmile se hlistovky dostanou do stfeva hostitele, zacnou uvolnovat bakterie
Xenorhabdus nematophila, které pomahaji narusovat epitely hostitele pro snazsi kone¢né
proniknuti hlistovky do hemocoelu (Sicard a spol., 2004). Po 6 hodinach po infekci byly
hlistovky zaznamenany pouze ve stfev€, odkud se snazily dostat do hemocoelu hostitele,
pticemz je zacinaly obklopovat hemocyty (Roy, Kim, 2020). Po uplynuti 24 hodin od infekce
se hlistovky dostaly ze stfeva do hemocoelu. Agregace hemocytti zapocata jiz po 6 hodinach
od infekce vede k celkovému zapouzdieni hlistovek hemocyty. Po 24 hodinach od infekce je
nejvice indukovany imunitni systém. Pokud je efektivita imunitniho systému dostacujici,
48 hodin po infekci jsou vSechny hlistovky zabity hemocyty. Tato dynamika pribéhu infekce
je porovnatelna s dosazenymi vysledky po hlistovkové infekci slunééka Harmonia axyridis.
Pravé 24 hodin po infekci u obou druhii hlistovek dosahla exprese 1dgf2 i 1dgf4 nejvyssich
hodnot.

Co se ty¢e evolucni ¢asti prace, bylo zjisténo, ze druhy Chilocorus bipustulatus
a Exochomus quadripustulatus jsou evolu¢né velice odlisné od zbytku pokusnych druht
z Celedi Coccinellidae. Bylo potfeba navrhnout specidlni primery pro brouky celedi
slunéckoviti na usek kodujici cytochrom oxidazu I, aby bylo moZzné ovétit kvalitu DNA
danych vzorkd. Tyto dva druhy jako jediné nefungovaly S navrzenymi primery. Naproti tomu
tyto odlisné druhy fungovaly s ,,obecnymi‘ primery LCO1490 a HCO2198 fungujici pro celou
fadu bezobratlych (Folmer a spol., 1994). Dalsi druh mimo pod¢eled Coccinellinae,
Subcoccinella vigintiquatuorpunctata, se sice zdala, ze funguje podobné jako ostatni druhy,
avsak po ovéfeni osekvenovanych usekil bylo zjiSténo, Ze se Casto jednalo o pseudogeny. Tyto
useky v prubéhu evoluce ztratily schopnost kodovat funkéni protein a obsahuji vétsi mnozstvi
stop kodont. Z dal$iho druhu mimo podceled’ Coccinellinae, druhu Cynegetis impuctata, se
podafilo ziskat sekvenci exonu 6 genu ldgf4. Sekvenci tohoto exonu se také podatilo ziskat
od druhu Chilocorus bipustulatus. Nicméné sekvence téchto druhii byly zahrnuty pouze
do vytvoreni fylogenetického stromu exonu 6 1dgf4 a dale exonu 6 spolu s exonem 7 1dgfa.

Dutvodem bylo to, ze po piidani téchto sekvenci ke vSem sekvencim ostatnich druht tyto dva
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druhy neudrzely svou pozici mimo pod¢eled’ Coccinellinae. Tim mohly ovlivnit vztahy jinych
druht stejné tak, jak bylo prokazano u druhu Cryptolaemus montrouzieri.

Ve fylogenetickych stromech bylo pozorovano nejvice zmén u exonu 6 genu ldgf4.
Pro tento exon byly navrzeny nejvice specifické primery ze vSech exonu. Piesto, ze se zdal
byt tento exon nejkonzervovanéjsi, pravé v tomto exonu se odehraly dilezité zméeny, které se
promitly i do vysledného fylogenetického stromu. V genovém stromu exonu 6 1dgf4 se druhy
Harmonia axyridis a Coleomegilla maculata vyrazn¢ vydé€lily mimo své fylogenetické
zatazeni (Tomaszewka a spol., 2021, Nattier a spol., 2021). Exon 6 Idgf4 u celedi
Coccinellidae koduje a77 doménovou inzerci. Jedna se o misto vlozené domény podilejici
se na vazbé substratu a tepelné stabilité proteinti podobnych chitindzam. Podle M. Zurovcova
a spol. (2019) bylo zjisténo, Ze je tato oblast Casto pozitivné selektovana. Z predchozi studie
na citlivost druhtt Harmonia axyridis a Coleomegilla maculata vici hlistovkové infekei je
znamo, ze druh Harmonia axyridis je velice odolny vici hlistovkové infekci (Shapiro-llan,
Cottrell, 2005). Naopak Coleomegilla maculata je vice zranitelna napadenim hlistovkami.
Jelikoz pravé tyto druhy se nejvice 1isi v exonu 6 1dgf4 od ostatnich druht své skupiny, je
mozné, ze tento usek je pozitivné selektovan v souvislosti s imunitni reakci.

V této praci bylo tedy dokazano, ze 1dgf2 a 1dgf4 patii mezi geny indukované imunitni
odpovédi. V dalsim zkoumani by bylo zajimavé zjistit, zda funkce proteinii IDGF je spojena
spiSe s pasivni imunitou, tedy zda se proteiny IDGF podileji na stavbé epiteld, ¢i zda se jedna
o imunitu aktivni, kdy by proteiny IDGF mohly pfimo ovliviiovat hemocyty a jejich aktivaci.
Co se tyCe evoluce gent ldgf2 a Idgf4 u broukd celedi slunéckoviti, vyzkum by mohl
pokracovat piidanim dalSich sekvenci vSech exonli za ucelem provedeni kompletni
fylogenetické analyzy a selekénich testd zaloZzenych na synonymnich a nesynonymnich

substitucich.
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7 ZAVER

Byla dokazana indukce gent 1dgf2 i 1dgf4 u slunécka Harmonia axyridis v prubéhu
hlistovkové infekce. Jedna se o prvni diikaz v ramci skupiny Coleoptera, ze proteiny IDGF2
a IDGF4 jsou soucasti imunitni odpovédi. Z vysledkt je patrné, Ze S. carpocapsae u dané¢ho
slunécka vyvolava silnéjsi indukci exprese genti IDGF nez S. feltiae. Dale bylo zjisténo, ze
gen 1dgf2 je po infekci u obou druhl hlistovek vice exprimovan nez gen ldgf4. Nejvyssi
indukce exprese byla pozorovana po 24 hodinéach.

Povedlo se amplifikovat a néasledné osekvenovat exony genu koduji proteiny IDGF
vétsiny druhti. Jelikoz dva druhy, Chilocorus bipustulatus a Exochomus quadripustulatus,
nefungovaly na stejné ,,obecné” primery jako ostatni druhy celedi slunéckoviti, bylo
dokazano, ze tyto druhy jsou evoluéné¢ odlisné od zbytku zkoumanych druhii.

Nésledné bylo zjisténo, ze nckteré sekvence druhu nepatficich do podceledi
Coccinellinae, naptiklad Cryptolaemus montrouzieri, mely vliv na vztahy jinych druht
ve fylogenetickém stromu. Déle byla zkoumana evoluce genli kddujici proteiny IDGF2
a IDGF4 u brouku celedi slunéckoviti. Bylo zjisténo, ze zejména geny druhd Harmonia
axyridis a Coleomegilla maculata se vyvijeji nezavisle na zbytku skupiny. Vyrazn¢ se odlisuje
zejména exon 6 genu ldgf4, jenz koduje oblast, kde se u jinych druhtt hmyzu ¢asto vyskytuji

pozitivné selektované zmény.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AV CR = Akademie véd Ceské republiky

PiF = Ptirodovédecka fakulta

CZU = Ceskéa zemédélska univerzita

S2 =, Schneider line-2*

DNA = Deoxyribonukleova kyselina

RNA = Ribonukleova kyselina

RNAI = RNA interverence

PCR = Polymerazova fetézova reakce

RT gPCR = Real-Time kvantitativni Polymerazova fetézova reakce
dNTP = deoxyribonukleosidtrifosfaty

ExX0SAP =, Exonuclease 1 (Escherichia coli), ,,Shrimp Alkaline Phosphatase*
°C = stupné Celsia

DEPC voda = Voda bez nukleaz, steriln¢ filtrovana s pfidavkem DEPC (diethyl pyrokarbonat)
a autoklavovana.

ddH20 = deionizovana voda

rDNéza = deoxyribonukledza bez piimési ribonukledz
RNaza = ribonukleaza

Tris = tris(hydroxymethyl)aminomethan

HCI = kyselina chlorovodikova

EDTA = kyselina ethylendiamintetraoctova

NaCl = chlorid sodny

TAE pufr = Tris-acetat-EDTA pufr

UV = ultrafialové zatfeni

LB médium = ,,Lysogeny broth* médium

pH = vodikovy exponent

napf. = naptiklad

Ct = prahova hodnota cyklu

ANOVA = analyza rozptylu

bp = par bazi

a spol. = a spoluautofi

¢. =(islo

Pozn. = poznamka
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BLAST =, basic local alignment search tool*

SBL = ,,Shared Branch Length*

Fyl. strom = fylogeneticky strom

GTR = ,General Time Reversible* model sproménnymi hodnotami frekvenci bazi
a proménnymi hodnotami piemén

TN93 = ,Tamura and Nei (1993)* substitu¢ni model s riznymi hodnotami promén pro
tranzice a pro transverze, prfeménu purinu a pyrimidini a proménnymi hodnotami frekvenci
bazi

HKY85 = ,Hasegawa-Kishino-Yano* substitu¢ni model srtiznymi hodnotami promén
pro tranzice a pro transverze a proménnymi hodnotami frekvenci bazi

+ G = s gamma distribuci

+ | = ,Invariable sites* model

Q.plant = substitu¢ni model pro nuklearni proteiny zaloZeny na Q matrici

+ R ='s gamma distribuci s relaxovymi predpoklady
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10 PRILOHY
Pfiloha ¢. 1

V nasledujicich dvou tabulkdch byly zapsany evidencni Cisla pouzitych sekvenci k navrzeni

primert.

Evidencni Cislo

Druh

JABFTP010000071.1

Cryptolaemus montrouzieri

BHEC01008642.1

Coccinella septempunctata

BHEC01031170.1

Coccinella septempunctata

Contig275 Contig275:184870..190048 |Harmonia axyridis

Contig275 Contig275:179589..183448 |Harmonia axyridis

JACDNR010001074.1

Propylea japonica

CMO024239.1 Propylea japonica
Evidencni Cislo Druh
KX087296.1:2249-3754 |Harmonia quadripunctata
KJ965564.1 Hippodamia variegata
KU910147.1 Tytthaspis sedecimpunctata
KU917998.1 Psyllobora vigintiduopunctata
KU918089.1 Chilocorus bipustulatus
KU917285.1 Subcoccinella vigintiquatuorpunctata
KM442499.1 Coccinula quatuordecimpustulata
KM450902.1 Exochomus quadripustulatus
KR486311.1 Coleomegilla maculata
JF888337.1 Calvia quatuordecimguttata
KY846705.1 Propylea quatuordecimpunctata
KU918775.1 Anatis ocellata
HQ984421.1 Hippodamia convergens
HQ948244.1 Hippodamia notata
KJ963950.1 Sospita vigintiguttata
KU918783.1 Coccinella quinquepunctata
KU908528.1 Cynegetis impunctata
KU917933.1 Hippodamia undecimnotata
KM439619.1 Coccinella magnifica
KU919438.1 Myrrha octodecimguttata
KY492359.1 Cryptolaemus montrouzieri
HQ984397.1 Coccinella septempunctata
KM207067.1 Propylea japonica
MF973573.1 Harmonia axyridis
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Ptiloha €. 2

Nasleduje shrnuti zarovnani sekvenci S primery vyznacenymi rameckem pro kazdy exon.
OranZovou barvou jsou oznaeny mista primeri, které byli ve vysledku pouzity. Sedé ramecky
oznacuji mista navrzenych primert, které nefungovali a bylo potieba najit jiny primer, ktery

pozdéji fungoval.

Idgf2

Exon 1 80 90 100 110 120 130 140

CAGTCAGTTTATCACAGTATTTCGIGCAAGACAGATCGAAATGAGGCTGITATTTGCTTGTITTAGCCTTG
ATGAGGCTGTTATTTGCTTGTITTAGCCTTG
TTTCAGICAGTTTATCACAGTATTTCATGCTAGACGGGTCAGOATGAGGTGGATCATTTGTATAGCCTTG
ATGAGGTGGATCATTTGTATAGCCTTG

150 160 170 180 190 200 210
[ [ [ | Sl | | | [
Cm
Cm-cd
c7
C7-cd
Ha TATCTAACTGTGGTTAGCACGGGCGAGGCCAAAAC AGATTCGCAGAAAGCGTCAAGAGTGGTTT
:ERI T AT CTAACTGTGGTTAGCACGGGCGAGGCCAAAAC AGATTCGCAGAAAGCGTCAAGAGTGGTTT]
Pj GAGGCTAAAACCTTGTCAGATTCGCAGAAAGCATCAAGAGTAGTTT
Pj-cd GAGGCTAAAACCTTGTCAGATTCGCAGAAAGCATCAAGAGTAGTTT,
220 230 240 250 260 270 280
| [ | [ | [ [ | | | [ | [
Cm
Cm-cd
c7
C7-cd
Ha GCTATTATAATTCTGCGGCCCACACCAGAGATGGTAAGTTACATCATCGACAAACCTGATTATTTTGAAT
:CRI S W GC TATTATAATTCTGCGGCCCACACCAGAGAT(
Pj GCTACTATAATTCTGCCGCCCACACCAGAGATGGTAAGTTACATCATCGCCAGAACCGAAAATCGCCGTT]
SRS Wl GCTACTATAATTCTGCCGCCCACACCAGAGATG
Pj-cd
Exon 2
6450 6460 6470 6480 €490 6500 5510
B T N T I IR I (P [P | TR IR IR I
Cm CTEATATATT CARAIGA CTT TMOATTET T@NCAGGYCAGGCAAATTCACCCTTGINE
Cm-cd GGYCAGGCHAAATTCACCCTTGHE
c7 TTRT[EONSCCAAGH C®TAATTTTTTICAGGYCAGGCAAAATTCACCCTTGEE
C7-cd GGYCAGGCAAAATTCACCCTTGEE
Ha [CRT T T TIA TI T TIC AACINGACTTTTAAT T T TTiRRRIA GGlE CAGGCAAZ—\TTCACCTTG
Ha-cd GGECAGGCAAAETTCACHCTTG

Pj GTTCCATCCAGCIATTAEETASTINNele Al AI T CETIAINT TTTTECAGG CAEGC AAATTHACBICTTG

Pj-cd GGHCARGCEAAATTIACINCTTG
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6520 6530 6540 6550 6560 6570 6580

GACCTCGAGTCTGCTCTTCC‘TATTGTACCCATGT ATCTACGG WTGCTGGTATCAATG AATTCA
GACCT@GAGTCTGCTCTTCCRTATTGTACCCATGTIRATCTACGGINTINTGCTGGTATCAATG AATTCA

AGAAAAT[GA
AGAAAAT]

AGAAACTGATGCCI®TTGA.
AGA TGATGCC®TTGA. GAAAACTT GATGTCACCCAACAACATTACAAAAAAGTG TR

AZ—\ACAG‘TTGAATAAC‘G‘CTACCGAAACCTAA‘‘TCATTCTATC*GTTGGCGGTGG GCAGATATCAGT]
AGATAGACTGAATAATAAATATGRGAAACCGAAATTIMRT®CTTTCTGTTGGTGGTIGG] ®CATETCAGT]
AGATAGACTGAATAATAAATATGEGAAACCFAAATT TTGCTTTCTGTTGGTGGTGGI GATGTCAGT
AGACHE CT‘ TAATAAATATGCHA. OAAATTCATCCTTTCTGTTGGTGGEGGTGCAGAT®T CAGT]
AGACE TAATAAATATGCHA. GAAATTCATCCTTTCTGTTGGTIGGEGGTGCAGAT®T CAGT]

6730 6740 6750 6760 6770 6780 6790
T L o I I P o A e IO IR IO
Cm GG @GATGAAAAAAATATICAATACAGGGACTTGGTGAGK INONET AN Te C ARVAT AN Tile
Cm-cd
c7 GGAGAAGATGATG
C7-cd GGAGAAGATGATGiE
Ha GGAGAAGETGATGAAAAGAATAT
- CRL Wl G GAGAAGETGATGAAAAGAATAT
Pj
Pj-cd
Exon 3
€810 9820 9830 9840 9850 9860 9870
T o o o o I I (O S U ey
Cm GAATCINGCAGCCTTCGTACAACRTTCIITIAATTCTGCATAT GAMAGINGTGAAGAAATATGGET|
Cm-cd BAGINGTGAAGARATATGGET]
c7 CAGCTTGANTCTGCEGCTCTTCGRACAACKT TIRGTCAATTCAGCITATGATATGGTGAAGAAATATGGTT]
C7-cd GCTTGAQTCTGCEGCTCTTCGRACAACHTTIGTCAATTCAGCTATGATATGGTGAAGAAATATGGTT
Ha CAGCTTG"TCTTCAGCTCTTCGTACAAC\TTCGTEAATTCTGCATATGATATEGTGAAGCGATATGG‘T
Ha-cd TCTTCAGCTCTTCGTACAACETTCGTEAATTCTGCATATGATATEGTGAAGEEATATGGY
Pj
Pj-cd
- |
Cm A A
(o S B TR A TGCIATTGATTTAGC TTGGGAATTCCClGAAACSAAGCCAAARAAAATTCGTTCAAAR
c7 TCGAAGGTATTGACTTAGCTTGGGAATTTCCGGAGACTAAACCAAAG‘AAATECGATCE: »
oy B Wl T CGAAGGTATTGACTTAGCTTGGGAATTTCC§GAGACTAAACCAAAJAAAATISCGATC
Ha TcGAAGGTATTGATTTEGCETGGGAATTCCCAGAGACTAAACCAAAAAAEATTCGTTCAAAGATTGG »
) CRN Wl T CGAAGGTATTGATTTIEGCRTGGGAATTCCCAGAGACTAAACCAAAAAAATTCGTTCAAAGATT
Pj TCGATGGTATTGACTTAGCTTGGGAETTTCCAGAAACHAAGCCEAAJAAAATTCGATCARAGATIGGTIEA

| Rl le W T CGATGGTATTGACTTAGCTTGGGATTTCCAGAAACIAAGCCEAAJAAAATTCGATCAAAGATIN
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Exon 4
22480 22490 22500 22510 22520 22530 22540
.|

BAAGGTTATTGGRCCIATCAGTTATCGACAR
CAAGGTTETE®GCGTCCTTCEGTTATCGATAA
CAAGGTTETEGGTCCTTCGGTTATCGAT"
CAAGGTIRATTGGTCCOTCIGT®ATCGATAA
CAAGGTE?TTGGTCCETCTGTEATCGAT"

CAAGGTTATRAGGEACTTCA

AAAAGCTGAAGATCATCGACAECAATTCRTTGCTTTAGTIRAGAGAATTGAAGAGGACCIATI®GCCATGGAT
[EAAAGCEGAAGATCATCGTGEOACAATTCGTTGCTTTGGTGAGGGAACT] GCEATGGAC
GAAAGCCGAAGATCATCGTGEACAATTCGTTGCTTTGGTGAGGGAACTE?AGAGAACCTTCGCAATGGAC
AAAAGCRGAAGAIRCATCGTGAACAATTCGTIRGCIO®TTGGTGAGGGAACTGAAGAGAACTTTTGCCATGGAC
‘AAAGC‘GAAGiECATCGTGAACAATTCGTEGCETTGGTGAGGGAACTGAAGAGAACTTTTGCCATGGAC
AAAAGCTGANGATCATCGACAACAATTCGTITGCTTTAGTGAGAGAATTIAGAAGGACTTTTICCATGGAT]
AAAAGCTG. TGATCATCGACAACAATTCGTTGCTTTAGTGAGAGAATTAEG‘AGGACTTTTTCCATGGAT

22620 22630 22640 22650 22660 22670 22680
S N I (P

Cm TTACCAAATGTGAACAGTACAGGTAINCGINNGT/SElSA Cleilnen ThYNe

Cm-cd
c7 AACCICATGGT] TCGTACGGTTTGCCAAATGT AAACAGTICAGGTATIREGGTT®AAANC ANSNT[®AT]
oy BBl A\ CCTCATGGT®T CEGTEACGGTE®TTGCCAAATGTIAACAGTH
Ha AACCTCATGGT]
Ha-cd
Pj
Pj-cd
Exon 5
22690 22700 22710 22720 22730 22740 22750
P A S e e T T I e
Cm WA TTEGAAR ATGACHET/EINNIS T T#CAGTT
Cm-cd
c7 GAT[ETGleleAIN®A TAGCATGAATAATTCCTAAETGAA TTTCAATTTCAGTTATTAGACCC
C7-cd CAGTETATTANGACCCTAAGCTC
Ha AT TR AGAATTTTCG AATTTCAGTITATTACGATCCEAAGCTC
Ha-cd CAGTBTATTACGATCCEAAGCTC
Pj GRSV THNA A AR A €T TCAATINGENNAT T CRINT T TCAGTTTATTACGACCCTAAACT(E
Pj-cd CAGTTTATTACGACCCTAAACTE
22760 22770 22780 22790 22800 22810 22820
Cm
(o0 EYS IO T2 GCACCACATETGGACTTCGTAACCTTATGGCSTACGARTTTTATACTCCTGOMGIAATCCTGAAG
c7 ATRGCHCCECABGTTGATTTTGTGAARCT@ATGGCTTACGATTTTTACACCCCIBAGCGTAACCCE
C7-cd ATGCCCC:EGTTGATTTTGTGA;ECTATGGCTTACGATTTTTACACCCCTEQGCGTAACCC
Ha ATAGCACCMCATGIGGACTTCGIGAACCTTATGGCATATGATTTTTACACCCCTGAGCGTAATCCTGAAG
Ha-cd ATAGCACCCZ—\TGTGGACTTCGTGAACCTTATGGCETATGATTTTTACACCCCTGAGCGTAATCCTGAAG
Pj ATRGCACCACATGITGATTTTGTIGAACHT{EATGGCTTATGATTTETATACTCCTGAGCGEAACCCTGAAG

I Elels M/ TIGCACCACATGTTGATTTTGTGAACHTEATGGCTTATGATTT®TATACTCCTGAGCGEAACCCTGAAG]

22830 22840 22850 22860 22870 22880 22820

N N I o L I L I T I AT e T
Cm AGTTGACAGAAGATTCGACGAGAAATI@GATTTCCAAGT
Cm-cd GTTGACAGAAGATTCGACGAGAAMATEMGATTTCCAAGT]
c7 AAGCIGATTATACATCGCCATTATTCGAGTTGGTTGACAGAAGATTCGATGAAAATGTIMGATTTTCAAGT]
C7-cd AAGCEGATTATACATCGCCATTATTCGAGTTGGTTGACAGAAGATTCGATGAAAATGTPGATTTTCAAGT
Ha AINGCAGATIACACATCICCATTE®TTTGAGTTGGTTGATAGAAGARGAGATGAAAATGT@MGATTTCCAAGT]
Ha-cd ‘NGCAGATEACACATC!CCATTETTTGAGTTGGTTGATAGAAG INONCGATGAAAATGTEGATTTCCAAGT]
Pj AAGCAGATTACACATCGCCARTATTCGAGTTGGTE®GATAGAAGATTIGACGAGAATGTIGATTTTCAAGT]
I Rlele W/ AGCAGATTACACATCGCCAIMTATTCGAGTTGGT®GATAGAAGAT TIGACGAGAATGTIGATTTTCAAGT
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22900 22910 22920 22930 22940 22950 22960

B T S L T B I S LN [P I Iy
Ne~ Gl T T/€ G TN T G C CR T TS T C 2 e T C I CiN ~ . CIRS TR~ G TR G

Cm
Cm-cd
c7 nGTACAAERAGAEAGESNA 7 I A TR S Til TSleN T AT T TT T TG TALVNSINele n ¢ TINe
C7-cd
Ha @A TTACTGGTAMGTATAANAAAWAET A TGN AIA®ATCAIT®OT AL A A T[EAT TG T{EINER GIEINA AT T Gl
Ha-cd
P3 3 N Y R o R o 1B ol B - R
Pj-cd
6EXIF

Exon 6 —

26470 26480 26490 26500 26510 26520 26530

N N Y N e o o I e o IS It I
Cm GTAGTAAAATTTCAGAGTATATTACTAAGAATATGCTT AGGACTAGAAATGGEGCTC

Cm-cd

c7 TIN®T T T
C7-cd
Ha
Ha-cd

Pj A AACACTCGAGCAAATGTTTTCAAATAATACAATTTGTTC AGGACTAGAAATGGTGCECUINGCTT]

Pj-cd

26540 26550 26560° W G5 7)) 26580 26590 26600

; ATAC]
C7-cd G ATAC]

Cm-cd
Cc7 AATACCTCCTWTAACTGTTGATGGACCAGGCGAACAAGGACTTTTCACAAGAGATGCAGGEATATTGAGT
C7-cd A ATACCTCCTTAACTGTTGATGGACCAGGCGAACAAGGACTTTTCACAAGAGATGCAGG

Ha AATICCTCCTCTAACTGTTGATGGACCIGGGGAACAAGGACTCTTCACIAGAGATGCTGGAARACTGGE®T
Ha-cd AATICCTCCTCTAACTGTTGATGGACCIGGGGAACAAGGACTCTTCACT‘GAGATGCTGGA?EACTGGE
Pj
Pj-cd

26680 26690 26700 26710 26720 26730 26740

Cm
Cm-cd
Cc7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

2678) 26790 26800 26810
B e e
LT T eI T T

AATIT TAASOINCAATAT CCIENTINT CAT G2

Cm
Cm-cd
c7
C7-cd
Ha CTTCCTTCGTTAGiE 1 2EACCAGTCGCAGAAGAGGT EAAITTTTET TCAGT Tele IR CIN TN
:CRI S W C TTCCTTCGTIATAG AGAGACCAGTCGCAGAAGAGG

Pj
Pj-cd

AATCTTATINT@NNARA TCTICTETCATGA
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Exon 7
31440 31450 31460 31470 31480 314¢0 31500
B O P P P EP o P P L IR ISP IR I o

Cm CINeAAAATIEAT T T T[ETIN® T TCAGGACCCTATGCGTIMICTGCTTCCTGGACCHAAACA 4
Cm-cd ACCCTATGCGTRMNCTGCTTCCTGGACCEAABAEHA

c7 TeA TRATASINATET TTINT T GINCAGGACCETACGCGTTCCTHCEACCTGGACCAAATAAAAS
C7-cd ACCIgTACGCGTTCCTMC®ACCTGGACCAAATAAAAS

Ha A TeATAAATINT TTTTTGRCAGGACCCTACGCRTTCRTGRATTC CRGRARCAAATAAAA?
Ha-cd AcCCTACGCETTCITGRTTCCRCIANCAAATAAAA?
Pj TCAIAEAT AWET T TTET T TTCAGGACCIATATGCGTTCCTCTACCTGGACCAAATINEAA

Pj-cd ACCIATATGCGTTCCT@CTACCTGGACCAAATINOAA]

31510 31520 31530 31540 31550 31568

iEAGTCCCGAAT?EGCAGCAGCCAAAGGAA TACGCTAAAAGCAAAGGACTE®GGTGGC]

A MAGTCCCGAATA@GCAGCAGCI®MAAAGGAAAEGTACGCTAAAAGCAAAGGACT®GGTGGC
OTCCTACINOGAATCCRGAATATGCAGCHGCRAAAGGAACIRTACGCINAAGAGCAAAGGACTEGGTGGHN
OTCCTACINOGCAATCCRGAATATGCAGCHGCIAAAGGAACINTACGCIMAAGAGCAAAGGACTE®GGTGGHY

31580 31590 31600 3161( 31620 31630 31640
-
Cm
o BT W€ 11 G CTATIRAATGATTTGACATTGGACGACTTCAAAGGANCHTGTTCATATGANAEATACCCAAL TTTING
c7 ATCGCTATCAGTGATETGACTTT@GACGACTTCAAAGGTABITGTTCATARGAGAARTATCCTEIrTRTEA
C7-cd ATCGCTATCAGTGATTGACTTTGACGACTTCAAAGGT:E TGTTCAT:EGAGA TATCCT(Sl T
Ha ATCGCTATCAATGATTTRACARTGGACGARTTHAAGGGTAC
Ha-cd Z—\TCGCTZ—\TCAATGATTTEAC Al TGGACG:ETTAAGGGTAC
Pj
Pj-cd
TEXTRAREV
31650 31660 31670 31680 31690 31700 31710

P R o E N I |
Cm AAGCAGIMNTISA AR TR TT G A ATIA GEA I TISl8 A A iNele T{eR T T/ER TIN TRV A TI T
(o BT WA G CA G T A AT T T GRC T AR CCTTACTIA
c7 GAGCGCATTGACT Ale TTGGCAGTCCTTACTGA ArcrRceTTANENNAT TGHTATAATHTATTCAA
oy B Wl ;2\ GCIGCATTGACTAGITTGGCEAGTCCTTACTGA
Ha GAGCAGCATTGACTACYTTAGCTAGTCCETACTGAA GARSTTGINEA AT TIETA TIRGAC T(elele
) CRY Wl GAGCAGCATTGACTACYTTAGCTAGTCCOTACTGAA GARSTTGHNEAAMT TIET A TINOAC T(dlele
Pj GAGESGCATTAWCTACE TTAGCTAGECCRTACTGAAL TEGAARTIEA ARAWT{SIN T Sele T ClENeE T (¢

| Rl lc B CAGE®CCATTAWCTAC§TTAGCTAGECCINTACTGA
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Idgf4

Exon 1

Cm-cd
c7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

Cm
Cm-cd
c7
C7-cd
Ha
Ha-cd
P
Pj-cd

Cm
Cm-cd
c7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

Exon 2

Cm
Cm-cd
c7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

Cm
Cm-cd
Cc7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

GTIGTTTATTTTGCCAGITGTITCAGIGCGTATCGTACAAATAACATGGGGGTCCTTAAATATTTCGCCTTT]
ATGGGGGTCCTTAAATATTTCGCCTTT]
ATATTTGTTTTGTCAGTTGTTATAAGCGATTCGATAGAATAAGATGGGGGTCCTCCGGTATTTCACCGTA
ATGGGGGTCCTCCGGTATTTCACCGTA

TTTCTATTTGTGCTAGICAACTACAATTTCGCCACTGCGGATAATAAAGTCGTTTGTTATTATGACAGTT]
TTTCTATTTGTGCTAGICAACTACAATTTCGCCACTIGCGGATAATAAAGTCGTTTGTTATTATGACAGTT]
TCCTTGTTTTTGCTATGCAATTATAACTTCGTTACAGCTGATAATAAAGTGGTNTGCTATTACGACAGCT]
TCCTTGITTTTGCTATGCAATTATAACTTCGTTACAGCTGATAATAAAGTGGTNTGCTATTACGACAGCT]

CTTCAAGCTATAGAACCGGTAAGTACTCAATGACCTCAATTATACAAAATAAGTATATGACATATTGGAG
CTTCAAGCTATAGAACC
CTGCAAGCTACAGAACCGGTAAGTCAAAAAAAATTTTTTTATTTTTCCATTTTGTATTATATTTTTTGTT
CTGCAAGCTACAGAACC

5120 5130 5140 5150
R P S N IR (N IPUPNRNS (PO
A2 TA A TAS T/SRNNele T/eRVA A J§ T T A&\ (@ T T T T@ATTT]
rofp o @l N e Ao HC

eleTnlen A TilivNelen el T T8 A T TATTA T TT{@ET[EAT T T

5190 5200 5210 5220 5230 5240 5250

CTTAGACAGTGCTICTTCAATTCTGTTCGCATCTCATHTATGGATATGCTGGAATINGATGAAAAAACTAAC
CTTAGACAGTGCICTITCAATTCIGTTCGCATCICATHTATGGATATGCTGGAATIGATGAAAAAACTAAC

CTTAGACAACGCCCTTCAGTTCIGTITC CTCATCTACGGATATGCIR\GGEATCGATGAAAAAAC
CI@TAGACAGTGETCTTCAGTTTTGTTCGCATCIGATIATATGGATATGCEGGEATCGCGATGAAAACACTACHS
CI@TAGACAGTGETCTTCAGTTTTGTTCGCATCIGATINTATGGATATGCEGGEATCCGATGAAAACGACTACHS

CTTZ—\GZ—\CZ—\ACGCCCTTCAGTTCTGTTCCQECTCATCTACGGATATGCGGATCGATGAAAAAACEﬁ
eC
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Cm-cd
c7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

Cm
Cm-cd
c7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

Exon 3

Cm-cd
c7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

Cm
Cm-cd
Cc7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

Cm
Cm-cd
Cc7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

5270 5280 5290 5300 5310 5320

N N I T I I o o o E e TSl ITTR PNt [Ty [P
AAACTENAAANCANTINACGAAGCTCTAGATCTCAGCIAWCACAANTINGNAGAAAGT®ACAGAMCTCAAAL

AAACTAAAAGCACTTGACGAAGCETTGGATCTIAACCAGCATAACTATCAGAAEGGTIMACAGATCTCAAGA
AAACTAAAAGCACTTGACGAAGCETTGGATCTIAACCAGCATAACTATCAGAAEGTIA

AAGGCHCT®GACGAAGTE®CTAGAMCTCAACCAINCACAACTATC
AGGCHCT®GACGAAGTECTAGAGCTCAACCARCACAACTATC

NAGGATTCCCIGGTETRAAAATCCTIS

GAAGATTTCCRGGTCTHAAGATCCTECTE®TCTGTTGGCGGEGCAAGAGACGGEECATATGACGAAG

GAAGATTTCCEGGTCTTAAGATCCTG

GATTCCCTIGGTCTCAAGATCT TN

GTCTGTTGGCGGﬁGGAAGAGACGGGGCATATGACGAAG‘C“G
G

NTCTGTTGGAGGAGGAAAAGACGGAACATATGACGATGA
ATCTGTTGGAGGAGGAAAAGACGGAACATATGACGATGA

GEiGATTCCCTGGTCTCAAGATCTT

WTCAGTTGGAGGIGGIAGAGATGGAACATATGACGATGA
WTCAGTTGGAGGCINGGIAGAGATGGAACATATGACGATGA!

5420

R N T o T I I L L [ e I I
NAAAGT@GAGAAATATTTI@NARTTGGTANGT TTIROT CABCETT T TGTIA AN TSNS NIUNehNe (6~ ¢ 2}
AAAAGTEGAGAAATATTTIGAARTT
NAAAGTTGCGAAATATCTAGAGTTGGTAAGTTAATEAAAAATINTINT TIEAT TT THNTSlelon A ORICuNIMNA ALY
AAAAGTTGCGAAATATCTAGAGTT
AAAGTGC AATATCTGA \TTGGT{EAGT[E€AA THMREAA 2

C C

AAAAGT@GCMAAATATCT@GARTT
ICAACITINT TGINTAAT TT T THMNE A ARSI~ INShYe

5430 5440 5450 5460

AAAAGTTGA@AAATATTTAGA
AAAAGTTGAAAATATTTAGAR

TTGGTAAGTTTAA
TT)|

11700 11710 11720 11730 11740 11750 11760
S 1 [ L P
TGGAATCETCHGATAACGABTTGCCTTCATAANST CCIREGATTC
T TGCCTTCATAA ST C8CIREGATTC
AcAATCRECECABAAACGAATTGCTTTCATIAATTCHGCAGACTC
TEGAATCGCCGGAEAAACGEATTGCTTTCATEAATTCTGCAGACTC
TGGAATCACAGATAAACG ACTTTCATAAATTCAGCGATTC

cG T

ECAGATAAACGAGIGINCTTTCATAAATTCAGCINGATTC]

11770 11780 11790 11800 11810 11820 11830

ATTTCTGAGAACOTATGGETTCGACGGEOTTGGATCTTGGTTGGGAATTTCCAGAGACA

ATTTCTGAGAACOTATGGETTCGACGGOTTGGATCTTGGTTGGGAATTTCCAGAGACA

A TTCCTGAGAACTT:EGGATTCGATGGTTGGATCTGTTGGGZ—\ATTCCCAGAZ—\ACA
C

ATTCCTGAGAACTTAMGGATTCGATGGNTTGGATCT@®RAGTTGGGAATTCCCAGAAACA

11850 11860 11870 11880

T I I o o B L I L I
TTTETTTAAANAIKETEA AMAA A THNET AR GGEATGT TR TC

11890 11900
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Exon 4

14080 14090 14100 14110 1z120 14130 141LO
B S e T I
Cm TT ccﬂ TGGTTGGTTCAACT m
Cm-cd AA AL
c7 T TyiNe T/eAINA T T T TC T TAGGGGATGGTTCA
C7-cd
Ha T T[e AN ThNEA A T T TTINT YT A GGEGGATGGTTCAACE
Ha-cd
Pj TTCACTACATACATATTAACATAT TINGAWESNAMA A[@NT{@C] CHGHTT AANNN ST CAL
Pj-cd ITGGTTGGTTCAATA AGTGA2
14150 14160 14170 14180 14190 14200 14210
A N N R T N T e e e e
Cm GAAGAAMGT(EGTAGGEGAMGATGANGT CGATGAAAAAGCHAGCGAACACAAAGAAGAATTCACAGCIEITA

(o Ll N CAAGAAGT[EGTAGGOGARGAT GAlNGTCGATGAAAAAGCIAGCGAACACAAAGAAGAATTCACAGC [T A

c7 MAAGATOGCTTGGEGAGRATGABGTAGACGARAA. GCAAMCGAGCACAACGAGGAGTTCACCGCACTA
C7-cd TheAeyNiCleidifeleClerNe  NuierGlenyNerNeer\GrV:y GCAABCGAGCACAACGGACGAGTTCACCGCACTA
A\ JAY

Ha GAAGATIGTTGGAGARGATGARGTAGACGARAA. GCAGGINGAACACAAAGAAGAATTCACAGCECTA
Ha-cd GAAGATTGTTGGAGQEGATG AGTAGACGARAA GCAGGAGAACACAAAGAAGAATTCACAGCECTA
Pj

Pj-cd

14220 14230 14240 14250 14260 14270 14280

GTTAGAGAT®TGAAGAACAAGTTCAACCACGAEGGGACTATCTCT®ACATTGTCINATCCTGCCAAATGTH
GTTAGAGAT TGAAGAACAAGTTCAAEGCACGAEGGGACTATCTCT® TTGTCIRVATCCTGCCAAATGTY
ECATTTGAAGAACAAGTTCAAACACGAAGGICTTTCTETTTCATTINT CTGTEETGCCAAATGTY
GATTTFAAGAACAAGTTCAAACACGAAGG CTTTCTETTTCATTINTCTGT[ETGCCAAATGTH

19680 19690 19700 19710 19720 19730 19740
N PN P
TWCCCAATATTTGGATCTGATIMATTGTIAANGCET TCIA T TTilA|
TICCCAATATTTGGATCTGATIRATTGTIAAAIRGCEOT T CIAAT T THgRA
ETACTITG. S GCINCAATARTTGGACTTGATCATOMOTGAAGGCTTTCGATTTCCA
ETACTITGAGMCCAACAATISGCICAATAMTTGGACTTGATCATOOTGAAGGCTTTCGATTTCCA

i GCCCAGTATTTGGATCTMATCATTGTGAAGGCTTTCG:ETTCC A

[GCCCAGTATTTGGATCTRATCATTGTGAAGGCTTTCGAGTTCCA
[GCCCAGTATTTGGACTTGATCATTITGAAGGCTTTINGATTTCCA
IGCCCAGTATTTGGACTTGATCATTITGAAGGCTTTIGATTTCCA
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Cm-cd
c7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

Cm-cd
c7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

Cm
Cm-cd
Cc7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

Cm
Cm-cd
Cc7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

19750 19760 19770 19780 19790 19800 19810

CACINCCTAAGAGAAATCCIEA.

TACCCIACACCTCTATTTCCORTTTTTGACCGAAG
CACIMCCTAAGAGGAATCCAAAAGAAGCTGATTACCCAACHCCTICTIGTTTTCRGTTTTTGATAGAAGATTC
CACHCCTAAGAGGAATCCAAAAGAAGCTGATTACCCAACIMCCICTIGTTTTCIRGTTTTTGATAGAAGATTC]
INACCCCOAARAGAAATCCAAAAGAAGCTGATTATCCAACECCIECTATTTTCTGTTTTCGACCGEAGATTC]
AAINAGAAATCCAAAAGAAGCTGATTATCCAACIECCIECTATTTTCTGTTTTCGACCGEAGATTC]

CACIRCCTAAGAGAAATCCEAACGGAAGCEGAGTACCCIACACCTCTATTTCC TTTTTGACCGAAGG
G
G

1820 19830 19840 19850 19860 19870 19880
| I O O B I IR IR o ISR [P N RITS NSO
GCTGATTATCAAGTTAGATACTGGT®AGTTTORVAT T@A €T A El&)T TieleleleiNen . T Clelel Tk
GCTGATTATCAAGTTAGATACT

GCGACTATCAAGTTAGAT:ETGGT L TGTTCTOTTTEAATHT TCTiA A TENNA AleC/eiliNe |
i

GCOGACTATCAAGTTAGAT
GCGACTATCAAGTAGATACTGGT L\ TGTITTTTCITTAMATT]
C

GCBGACTATCAAGT,
GCTGATTATCAAGTTAGATHCTGGTAAGTTCINTTCOT TIT®TTCINTAAWT/SINAA T Ci¥A T2
GCTGATTATCAAGTTAGATHCT]

AGATACT]

27590 27600 27610 27620 27630 27640 27650

GTAATTTTGGCCATACCCTCATTCGCAAGAACATGG
GTAATTTTGGCCATACCCTCATTCGCAAGAACATGG
AT TTCTGGCAATTCCTTCCTTTGCAAGAACATGG
AT OTGGCAATTCCTTCOTTTGCAAGAACATGG

AAAATGACTGAAGATTCTGGACTCACTGGTGTTCCACCACTAACGETTGAAGGTGAAGGGGCTGAAGGAC
AAAATGACTGAAGATTCTGGACTCACHMGGIGTTCCACCACTAACGGTTGAAGGIGAAGGGGCIGAAGGAC]
AAAATGACTGAAGATTCAGGACTIACGGGAGTTCCCCACTAACAGTTGAAGGRGAAGGINGCAGAAGGAC
AAAATGACTGAAGATTCAGGACTHIACGGGAGTITCCI§CCACTAACAGTTGAAGGIGAAGGHGCAGAAGGAC

27730 27740 27750 27760 27770 27780 27790

CTTATACCAGAACACCAGGETTAGTINAGCCACCCIRAGAAGTTTGTAGMTAAAGTGACAAACATTGAAATCAA
CTTATACCAGAACACCAGGETTAGTIAGCCACCCIGAAGTTTGTAGMTAAAGTGACAAACATTGAAATCAA
CTTATACCAGAACECCAGGATTATTGAGCCATCCTIGAAGTTTGTAATAAGTTGACCAACATTG

CTTA@MACCAAAACACCAGGWTTATTGAGTCATCCTGAAGTTTGCAATAAGTTGACAAATATTGAAATCAA
CTTAMACCAAAACACCAGGWTTATTGAGTCATCCTIGAAGTTTGCAATAAGTTGACAAATATTGAAATCAA

CTTATACCAGAACECCAGGATTATTGAGCCATCCTGAAGTTTGTAATAAGTTGACCAACATTG
G

27800 27810 27820 27830 27840 27850 27860

I I o B Y T T I I e L I
ACATAAACTTGITAAEACTGGIGATCCPACTGGCAGACACGGTAACEATIRSLNNER A THNET TYNT T®@AATT

" CACAiE AGGEGATCCPACTGGTAGACACGGTAAGETTIT SO EA €A AWTSAMTIEAGTT
ACACA
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Exon 7

Cm
Cm-cd
c7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

Cm
Cm-cd
c7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

Cm-cd
c7
C7-cd
Ha
Ha-cd
Pj
Pj-cd

30250 10260 30270 30280 30290 30300 30310
R P U PP N IS NI (T Iy
TART TR ATATINT T@ATATTTCAGGAGTCTAMGCCTA
GGAGTCTA@GCCTA
€ATTTTAWTATTTTATI{ TTTCAGGEGTCTACGCCTA CGTACTGTTGATAACAAAACCCTE?
GGEGTCTACGCCTAFCGTACTGTTGATAACAANAACCCT]
TTT€ATAAT] JNT TWIT T'T CAGGIGTCTTCGCCTAFC

GEACTGTRAGATAACAACAACCCIGAAGGTAT
GGHGTCTTCGCCTAFCGOACTGTIRGATAACAACAACCCIRAGAAGGTAT

TTTTAINSATAINTITAAT@T TTCAGGAGTCTTEGCHTA

GGAGTCTT{EGCITA

30320 30330

30340

30350 30360 30370 30380

TTGGATAGCATACGAGGATGIGGATTCGRACEGGTTCAAAAGCOTCRTATGCMAGAGAAAAAGGATTAGGA
TTGGATAGCATACGAGFATGTGFATTCGECCGFTTCAAAAGPCTC TATGCEAGAGAAAAAGGATTAGG‘
TTGGATAGCATATGAAGATGTGGAMTCAGCHGGTTC GCTTCTTATGCTAGAGAAAGAGGATTAGGH
TTGGATAGCATATGAAGATGTGGiETCAGCTGGTTCEQAEGCTTCTTATGCTAGAGAAAGAGGATTAGGT
TTGGATAGCATATGAGGATGTGGATTCAGCAGGTTCAAAAGCTTCTTATGCTAGAGAE

TTGGATAGCATATGAGGATGTGGATTCAGCAGGTTCAAAAGCTTCTTATGCTAGAGACAACGGGAINTAGGA

30390 30400 30410 30420 30430 30440 30450

GGAATTGCCATTGACGATCTAACTTTAGATFATTTCAGGGG INTGTAGCGGIAATAAAT
GGAATTGCCATTGACGATCTAACTTTAGATGATTTCAGGGGETTINTGTAGCGGIAATAAAT

GGTATTGC‘ATTGACGATTTAACTTTAGQE ?ETTCAGIGGATTGTGTAGCGGAAATAAATATCCAGTTT

GGTATTGCIMATTGACGATTTAACTTTAG TTCAGIRGGATTGTGTAGCGGAAATAAATATCCAGTTT]

30480 30490 30500 30510 30520

f5Tan e TeTlen A TTTTTTAMT] ATGTéééf
STAAAASATINTATATAAAACETAGITINEETA TEAANSNTAATAAAATTT]
o S 0 DN
STEAAATIWAAT®TATTAAT TT TIGIANAATAT®TAT®AAETAAAAGET]

GAGAGCCGCAAGACTE®AAAT
AGAGCCGCAAGACT@AAAT
QAGAGCCGCAAGACTTAAAT
AGAGCCGCAAGACTTAAAT
QAGAGCCGCAAGACTTAAAT
AGAGCCGCAAGACTTAAAT

s TAAAATATAA
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Ptiloha €. 3

Piiklad vzniklych tabulek s vypocitanymi hodnotami ACt a AACt na genu 1dgf2 jedné izolace

hodnoty Ct
ldgf2  [L18 |act |priimér Act (C) [aAct
C 17,9400 27,7200 879,1710 1342,9375  0,6547
Sc6 17,1700 29,8300 6472,0184 4,8193
Sc24 16,1400 28,4100 4938,9889 3,6778
Scas 16,1700 26,7700 1552,0938 1,1557
sf6 17,8300 29,2600 2759,1344 2,0546
Sf24 16,1600 28,6400 5712,8701 4,2540
S48 17,4000 29,7200 5113,1619 3,8074
hodnoty Ct
Idgf2 ARF1 ACt pramér ACt (C) [AACt
C 17,9400 18,5200  1,4948 1,4927  1,0014
Sc6 17,1700 19,2300  4,1699 2,7935
Sc24 16,1400 18,4400  4,9246 3,2991
Sca8 16,1700 17,2300  2,0849 1,3968
Sf6 17,8300 19,2700  2,7132 1,8177
Sf24 16,1600 19,3300  9,0005 6,0297
Sf48 17,4000 19,5700  4,5002 3,0149
hodnoty Ct
Idgf2 ca4 ACt priimér ACt (C) [AACt
C 17,9400 15,5300  0,1882 0,1835  1,0255
Sc6 17,1700 15,7700  0,3789 2,0652
Sc24 16,1400 15,7200  0,7474 4,0735
Scas 16,1700 15,1300  0,4863 2,6505
Sf6 17,8300 15,7100  0,2300 1,2538
Sf24 16,1600 15,8300  0,7955 4,3357
Sfag 17,4000 15,8300  0,3368 1,8356
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Piiloha ¢. 4

Nasledujici tabulky shrnuji hodnoty AACt pro jednotlivé skupiny vzorkd.

Idgf2 +L18

vzorek I. Izolace |[lI. Izolace [lll. Izolace |IV. Izolace |primér AACt

C 0,6547 0,1637 1,8262 1,3555 1,0000
Sc6 4,8193 0,3893 4,2246 1,2735 2,6767
Sc24 3,6778 5,2011 5,6132 2,9873 4,3698
Sc48 1,1557 2,0546 7,0071 0,3184 2,6340
Sf6 2,0546 1,2216 1,2560 0,9651 1,3743
Sf24 4,2540 1,8971 7,0071 2,6369 3,9488
Sf48 3,8074 1,7701 1,2216 0,2930 1,7730

Idgf2 + ARF1
vzorek I. Izolace |lI. Izolace [lll. I1zolace [IV. Izolace |pramér AACt
C 1,0014 0,3769 1,6610 0,9607 1,0000
Sc6 2,7935 0,7485 2,3167 1,7196 1,8946
Sc24 3,2991 8,7670 6,0716 3,6353 5,4433
Sc48 1,3968 3,3452 4,3232 0,3350 2,3500
Sfé6 1,8177 2,1918 0,9877 0,8718 1,4672
Sf24 6,0297 1,9213 2,8721 1,6156 3,1097
Sf48 3,0149 2,4659 1,1504 0,4067 1,7594
Idgf2 + 54

vzorek I. Izolace |ll. Izolace [lll. Izolace [IV. Izolace |primér AACt
C 1,0255 0,4557 1,3161 1,2027 1,0000
Sc6 2,0652 0,6140 2,5602 2,8408 2,0200
Sc24 4,0735( 14,2835| 11,7637 6,0055 9,0315
Sc48 2,6505 4,9460 4,1304 0,6226 3,0874
Sf6 1,2538 1,6659 0,7102 0,7302 1,0900
Sf24 4,3357 1,3253 7,1417 2,2599 3,7657
Sf48 1,8356 2,7631 1,0398 0,4107 1,5123
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Idgfa +L18

vzorek I. Izolace |[ll. Izolace [lll. Izolace |IV. Izolace |primér AACt

C 0,5611 0,2186 1,5544 1,6659 1,0000
Sc6 6,1319 0,3223 2,9410 1,4009 2,6990
Sc24 1,6659 2,9006 4,9462 1,5119 2,7561
Sc48 0,9769 1,3532 8,2040 2,4055 3,2349
Sf6 2,7251 0,9502 0,8388 1,4009 1,4787
Sf24 4,2173 0,8959 4,4270 2,2916 2,9579
Sf48 4,5200 1,2238 1,2452 0,3527 1,8354

Idgf4 + ARF1

vzorek I. Izolace |lI. Izolace [lll. I1zolace [IV. Izolace |pramér AACt
C 0,8678 0,5089 1,4295 1,1938 1,0000
Sc6 3,5938 0,6266 1,6307 1,9126 1,9409
Sc24 1,5110 4,9434 5,4095 1,8603 3,4310
Sc48 1,1938 2,2276 5,1177 2,5589 2,7745
Sf6 2,4377 1,7237 0,6669 1,2794 1,5269
Sf24 6,0440 0,9173 1,8346 1,4196 2,5539
Sf48 3,6188 1,7237 1,1855 0,4950 1,7557
Idgfa + S4
vzorek I. Izolace |ll. Izolace [lll. I1zolace [IV. Izolace |pramér AACt
C 0,8604 0,5959 1,0967 1,4470 1,0000
Sc6 2,5724 0,4976 1,7449 3,0591 1,9685
Sc24 1,8064 7,7980| 10,1479 2,9755 5,6819
Sc48 2,1933 3,1890 4,7342 4,6047 3,6803
Sf6 1,6280 1,2685 0,4643 1,0375 1,0996
Sf24 4,2079 0,6126 4,4171 1,9227 2,7901
Sf48 2,1333 1,8701 1,0375 0,4840 1,3812




Priloha ¢. 5
Idgf2 Exon 2
Vysledek PCR reakce s primery pro 1dgf2 exon 2. Vyrazny produkt o velikosti 275 bp byl u

nékterych vzorkll pouzit rovnou na sekvenovani (€. 2, 10, 16 a 19). N zastupuje negativni

kontrolu bez templatu. Cislovani vzorkti odpovida druhtim podle tabulky &. 2.

Pro zvyseni produktu se slabym prouzkem byla vyuzita reamplifikace — v nové PCR reakci

byl pouzit jako templat produkt z reakce predeslé.

p—
Lo—
—
———
——
r—
——
—-
—
—-—
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Idgf2 Gsek s exony 4a 5
Amplifikovany tsek genu 1dgf2 o velikosti 400 bp obsahujici exony 4 a 5 viditelny u vétsiny
vzorkl. N zastupuje beztemplatovou negativni kontrolu. Jelikoz fada prouzka v prvni PCR

byla slaba, byla provedena reamplifikace téchto vzorki.

Idgf2 Exon 6
Amplifikace exonu 6 o délce 243 bp. N je zkratka pro negativni beztemplatovou kontrolu.

Dale Ha je zkratka pro DNA Harmonie axyridis pro ovéfeni spravnosti PCR reakce.

it

13 14 16 17 18 19 20
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Idgf2 Exon 7
Amplifikace exonu 7 1dgf2 s vybranymi vzorky. Jedna se o tsek o velikosti 143 bp. N je

zkratka pro negativni beztemplatovou kontrolu.
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Idgf4 exon 6
Amplifikace 1dgf4 exonu 6 o velikosti 243 bp vSech zkoumanych DNA druht. N je oznaceni

pro bezteplatovou kontrolu, Ha je zkratka pro DNA Harmonia axyridis na ovéteni funkénosti

PCR.

14 16 17 18 19 20 21 22

Idgf4 exon 7
Amplifikace 1dgf4 exonu 7 o velikosti 214 bp. N oznacuje kontrolu bez templatu.

13 14 16 17 18 19 20 21 22 23 24

L S—
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Piiloha €. 6

Fylogeneticky strom podle aminokyselinové sekvence ze vsech ziskanych usekt.

9a[ Propylea japonica

90 L Propylea quatuordecimpunctata

98 Calvia quatuordecimguttata

Harmonia axyridis e

29 [ Psyllobora vigintiduopunctata

| 9| L— cahvia decemguttata
79 ——— Anatis ocellata

95
I— Adalia decempunctata

5 I Myrrha octodecimguttata
| 9l — 4dalia bipunctata

Harmonia quadripunctata e
57 —I

Coleomegilla maculata

Hippodamia convergens e

t Halyzia sedecimguttata
L— Hippodamia variegata e
99 sl Hippodamia (Ceratomegilla) undecimnotata
I Hippodamia (Ceratomegilla) notata «
22 I Tytthaspis sedecimpunctata e
‘ 100 | Coccinula quatuordecimpustulata e

Coccinella septempunctata e
Coccinella magnifica «

53 L—— coccinella quinquepunctata ®

Cryptolaemus montrouzieri

i

0.050

Fylogeneticky strom (SBL = 1,59431060) podle aminokyselinovych
sekvenci Idgf. U jednotlivych vétvi je uvedena aBayes statisticka hodnota
nad 50 %. Pouzitym modelem byl Q.plant +R.
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