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Druhova identifikace korovnic (4delgidae) na zakladé molekularnich markert tvod

1. Uvod

MsSice korovnice (Sternorrhyncha, Aphidini, Adelgidae) tvoti samostatnou skupinu msic,
kterd je charakterizovana pifedevSim mimotadnym vnitrodruhovym polymorfismem a
slozitymi generacnimi cykly, zahrnujicimi stfidani pohlavniho a nepohlavniho rozmnozovani
a stfidani hostitelskych dievin.

Celed” korovnicovitych obsahuje vyznamné $kiidce jehliénatych dfevin. Citelng $kodi
piedev§im v mlad$ich porostech. Rada druhti silng poskozuje jehlice a vyhonky, které
v extrémnich pifipadech odumiraji. Svétova biodiverzita korovnic ¢ita piiblizné 70 druht, ale
existuje zde mnoho nejasnosti a ziejmé 1 kryptickych druhti (Havill a Foottit, 2007). Na
tizemi CR se vyskytuje 17 druhti (Havelka, Gistni sdéleni).

Morfologické znaky tuto skupinu vyrazné odliSuji od ostatnich msic, avS§ak mezidruhové
rozdily jsou malé a jsou jest¢ komplikovany velkym poctem Zzivotnich forem a vyvojovych
instarti, které jsou si Casto velmi podobné v disledku konvergentni a paralelni evoluce.
Zejména larvalni stddia jsou morfologicky velmi homogenni a nelze je od sebe prakticky
rozlisit. Generaéni vyvojové cykly jsou slozité. Uplny vyvojovy cyklus (holocyklus) znamych
druhii korovnic je dvoulety. Cast cyklu obvykle probiha na primarni hostitelské dieving,
kterou jsou vzdy riizné druhy smrku (Picea) a zbyla ¢ast na sekundarnim hostiteli, kterym je
rovnéz jehlicnan, ale patfi do jiného rodu (Abies, Larix, Pinus, Pseudotsuga, Tsuga).
Jednotlivé generace a stadia maji specialni oznaceni a zabyvala se jimi v nedavné dob¢ cela
fada autortt (Lampel, 1968; Steffan, 1972; Carter, 1971, Eichhhorn, 1989, Blackman, Eastop,
1994). Nehledé¢ na to, jsou pii blizS§im ohledani patrné jak rozdily v nazvoslovi, tak i
nejasnosti v popisu cykli u jednotlivych zndmych druhl. Jako piiklad druhu s dobfe
prostudovanym genera¢nim vyvojovym cyklem je mozné uvést korovnici pupenovou

(Adelges laricis Vallot) (obr.1).
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Obr. 1 Generacni vyvojovy cyklus korovnice pupenové (Adelges laricis Vallot) (Havelka, Biologické centrum
AV CR, ENTU)

Vysvétlivky: FXL....... Larva zakladatelky FX .o Zakladatelka (fundatrix)

ALGAL . Alatae gallicolae (okfidle- NSISL........... Neosistens (hiemales) (larva pre-
na samice) zimujici na sekundarnim hostiteli)

SIS ......... Sistens (neokfidlend sami- PGRE ........... Progrediens (neoktidlena samice si-
ce sidlici na sekundarnim hosti- dlici na sekundarnim hostiteli a produkujici okii-
teli) dlené partenogenetické potomstvo)

ALSXP .. Alatae sexupara (okfidlena ML................ Samec
samice produkujici sexualni po-
tomstvo)

FL ... Samice

Prvni prace, vénované taxonomii a bionomii korovnic ve svété se objevily na pielomu
20. stoleti (Cholodkovsky, 1896; Borner, 1908; Burdon, 1908; Marchal, 1913). Podstatné;si
publikace vSak vysly az po roce 1950. Jde o shrnujici taxonomicka studia Inouye (1953),

Borner, Heinze (1957), Heinze (1962), Carter (1971, 1976), Covassi, Binazzi (1981),
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Pashchenko (1988), Binazzi, Covassi (1991), Blackman & Eastop (1994) a Binazzi (2000).
Pro uzemi Ceskoslovenska je diilezitd souhrnna publikace Paska (1954). V soucasné dobé byl
v ramci Casopisu Lesnické prace vydan soubor informacnich letdkl s fotografiemi a zékladni
informaci o vybranych druzich korovnic (Kapitola, 2003, 2005).

Velké mnozstvi kvalitnich dil¢ich publikaci bylo vénovano korovnicim podrodii Adelges,
Sacchiphantes a Dreyfusia na smrku a jedli (Balch ,1952; Pschorn-Walcher, Zwolfer, 1958;
Stefan, 1962; Eichhorn, 1956, 1957, 1964, 1968, 1975, 1991). Divodem tohoto zaméteni
vyzkumniki byly ptedevSim Skody zplisobené zminénymi korovnicemi v porostech
jehlicnani mladSich a stfednich vékovych kategorii. Nékolik druhii korovnic zpiisobuje
rozsahl¢ deformace vyhonii a v pfiznivych podminkiach mize dochéazet k hromadnému
odumirani napadenych kultur (Havelka, Gstni sd€leni).

Zakladem jakéhokoliv vyzkumu zaméfeného na biologii, ekologii a kontrolu populacni
hustoty skodlivého hmyzu je dikladna biosystematickd informace - spravné urceni
zkoumaného druhu. Nehled¢€ na to, Ze fada praci o korovnicich je smérovana na vypracovani
systému determinace druhd, je urovani korovnic stile velmi obtizné a nespolehlivé. Prvni
urcovaci kli¢e na druhové urovni byly sestaveny podle morfologickych rozdili (usporadani
praducht a voskovych zlaz) u larev prvniho instaru (Bérner & Heinze, 1957), nebot’ jejich
autofi byli presvédceni, ze morfologické znaky jsou praveé u tohoto instaru dostate¢né stabilni
a tedy vhodné k determinaci. Na tomto zaklad¢ byly vymezeny dva rody Pineus a Adelges (se
Sesti podrody) (viz obr. 2). Podrobngjsi analyzu na zaklad¢ morfologie a biologie doplnénou o
analyzu poc¢tu chromozomt provedl v roce 1968 Steffan et al. (viz obr. 2). Pti praktickém
urovani druhii se vSak ukazalo, ze urCeni druht pouze podle larev je obtizné a nékdy
dokonce nemoZzné. Z tohoto diivodu provedl Carter (1971) detailni morfologickou studii
oktidlenych forem (gallicolae a sexuparae) vsech britskych druht korovnic a sestavil urovaci

kli¢. Z tohoto klice vysel také Binazzi (2000) pii zpracovani italskych korovnic.
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Obr. 2 Grafické podani rekonstrukce fylogenetickych vztahii v ramci Celedi Adelgidae Borner & Heinze
(1957) na zékladé morfologie a biologie a Steffan (1968) zalozené na morfologii, poctu chromozomi a vztazich

s endosymbionty.

Studium generacnich vyvojovych cykld popsanych druht korovnic vSak ukézalo
nesrovnalosti mezi druhy uvadénymi v determinacnich kli¢ich, rozliSitelnymi na zakladé
morfologickych znaki a druhy morfologicky nerozliSitelnymi, avSak s evidentné odliSnymi
genera¢nimi vyvojovymi cykly (Havelka, tstni sdéleni).

Obdobné problémy se objevily pfi zavleCeni nékterych druhti korovnic do nového
zoogeografického arealu. Napiiklad korovnice douglaskova Adelges (Gilletteella) cooleyi,
kterd pochazi ze Severni Ameriky, kde ma uplny dvoulety cyklus na dvou hostitelskych
dfevinach (holocyklus). Primarnim hostitelem jsou rtizné¢ druhy smrku, sekundarnim pak
Pseudotsuga. Po zavleCeni do Evropy doslo k redukci vyvojového cyklu (sexudlni generace
na smrku byla vyfazena) a zkraceny vyvoj probihd pouze na sekunddrnim hostiteli —
douglasce (Pseudotsuga menziesii Franko). Takovéa redukce cykli a vyfazeni nékterych
vyvojovych stadii je pro nckteré dalsi druhy korovnic typickd, coz zna¢né komplikuje
druhovou determinaci. Podobné zmény vznikaji pii importu okrasnych jehli¢natych dievin,
kdy se na uzemi nasi republiky objevuji druhy korovnic s rizné¢ modifikovanymi genera¢nimi
vyvojovymi cykly (Havelka, Gstni sd€leni).

Rozhodujici vyznam pro druhovou determinaci a k vyjasnéni generacnich vyvojovych
cyklti mohou mit v tomto ptipad¢ spolehlivé molekularné-biologické metody. Vyuziti metod
molekularni biologie v biosystematice a taxonomii msic bylo zahajeno v 80. letech 20. stoleti.
Jednalo se o studium polymorfismu isozymi metodou elektroforézy ve Skrobovém gelu.
Predbézna studia isoenzymti zhruba 400 druhG msSic ukdzala, Ze metoda je vhodna pro
druhovou identifikaci jen nékterych rodt, v jinych piipadech poskytuje neprikazné vysledky
(Eggers-Schumacher, 1987; Tomiuk, Wohrmann, 1984; Lampel, Burgener, 1987). Na zaklad¢

genetickych vzdélenosti, uréenych podle rozdili frekvenci isoenzymii, byly zrekonstruovany



Druhova identifikace korovnic (4delgidae) na zakladé molekularnich markert tvod

taxonomické vztahy nékterych skupin msSic. Tyto udaje byly rovnéz vyuzivany ke stanoveni
genetické struktury populaci msic v souvislosti s riznymi ekologickymi vlastnostmi.

Na pifelomu 90. let 20. stoleti se objevily prvni prace, vyuzivajici fragmenty
mitochondridlni DNA v systematice msSic (Powers et al., 1989). Metoda ,.DNA
fingerprinting* byla uspéSné pouzita pro stabilni oznaceni biotypt kyjatky osenni (Sitobion
avenae) (De Barro et al., 1994). Lushai et al., (2004) prokazali, Ze metoda ,,microsatellite
DNA flanking sequences® je vhodna jak pro studium fylogenetickych vztahti, tak i pro
rozliSeni populaci mSic. Pfevazna vétSina projekti vyuzivajicich DNA markert u mSic je vSak
zamétena na ¢eled’ Aphididae (Moran et al., 1999; von Dohlen, Teulon, 2003).

Korovnicim jsou vénovany tfi nove¢jsi publikace. Prvni (Mantovani et al., 2002) popisuje
dil¢i vysledek pouziti useki mitochondrialnich genti cyth a ND4 pii definovani druhové
ptislusnosti korovnic v ramci rodu Adelges (Dreyfusia). Z ni vyplyva, Ze minimalné tii druhy
z péti (pro podrod Dreyfusia) uvadénych z jehlicnant na uzemi Itlie, jsou pochybné. Tato
prace je zaroven prvotni studii zabyvajici se variabilitou mitochondridlni DNA korovnic a
dokazuje pouzitelnost metody pro analyzu druhové pfislusnosti u dané skupiny Zzivocicha.
Druhé publikace (Havill et al., 2006) popisuje analyzu mitochondrialni DNA pfi stanoveni
mezipopula¢nich rozdilti u druhu A. funitecta (= A. tsugae). K analyze byly pozity 3 useky
mitochondrialniho genomu. Usek genu pro 2. podjednotku Cytochrom oxidazy (COII), &ast
genu pro cytochrom b (cyth) a oblast obsahujici ¢ast genu pro 1. podjednotku NADH
dehydrogenazy, gen pro tRNA Leucinu navazujici na ¢ast useku pro transkripci rRNA velké
ribozomalni podjednotky (16S). Konecnym cilem tohoto vyzkumu bylo zjisténi
geografického pivodu vysoce agresivni populace, ktera zpisobuje velké skody na americkém
druhu dfeviny Tsuga canadensis na severo-vychodé USA. Tyto vysledky jsou rovnéz uloZeny
v databazi DNA sekvenci (genetic sequence database, GenBank, NIH, USA). Nejnovéjsi
publikace (Havill et al., 2007) se zabyva evoluci zivotnich cykla a paraziticko-hostitelskych
vztahl ¢eledi Adelgidae a jejich hostitelskych difevin na zakladé molekularnich markert COI,
COIl, cytb a EFla. Jednim z cili bylo téZ analyzovat taxonomické vzahy v ramci celedi
Adelgidae, konkrétn¢ prisluSnost skupin do podceledi Adelginae a Pineinae a jejich

fylogenezi (viz obr. 3).
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Obr. 3 Grafické podani vztaht v rdmci Celedi Adelgidae na zakladé molekularnich markertt COI, COII, cytb a
EFla a paraziticko-hostitelskych vztahd (Havill et al., 2007)

Molekularni markery

Molekularni markery jsou nejmoderngj§im typem genetickych markerti a jsou pouzivany
jako nastroj k odhalovani genetické variability na tirovni proteinii a DNA sekvenci. Zv1asté
vhodné se jevi pii zjiStovani taxonomickych vztahti u skupin rychle se vyvijejicich
organismt, které obvykle vykazuji nizkou morfologickou variabilitu, a jedinym zptsobem,
jak je lze od sebe odlisit, je na zakladé DNA sekvenci. S vyhodou je Ize pouZzit, mame-li
k dispozici omezené mnozstvi materialu nebo pfi analyze starych ¢i suchych vzorka (Loxdale
et. al, 1998).

DNA markery se lisi podle stupné variability a miizeme je tak aplikovat pro diskriminaci
organismil na riznych taxonomickych trovnich. V zédsad¢ Ize rozlisit 2 typy DNA markert -
mitochondrialni a jaderné. Za nejpouzivanéjsi jaderné markery jsou pokladany ribozomalni
RNA, nejcastéji 18S rRNA, dale ,,Internal Transcribed Spacer” (ITS) a kdédujici Elongaéni
faktor 1 o (EFla) (Caterino et al., 2000). Mitochondrialni genom mutuje 20 x rychleji nez
jaderny a zvolené¢ markery se pouzivaji pro diskriminaci skupin na niz$ich taxonomickych

urovnich (Loxdale et. al, 1998). Nejcastéji pouzivanymi markery jsou Cytochrom Oxidaza,
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podjednotka I a IT (COI, COII), 16S rRNA a 12S rRNA (Caterino et. al, 2000). Variabilita
obou typti markerti zavisi na tom, jedné-li se o kodujici ¢i nekddujici sekvenci.
Pro druhovou diagnostiku korovnic jsme proto na zéklad¢ udaji z literatury vytypovali

celkem c¢tyfi vhodné markery, a to 2 jaderné a 2 mitochondrialni.

Jaderné markery

Internal Transcribed Spacer (vmezerené nekodujici oblasti, ITS)

Jedna se o kratké intergenové nekodjici oblasti oddé€lujici strukturni ribozomalni rRNA,
konkrétné 18S, 5,8S a 28S rRNA. Tyto oblasti se nachdzeji pouze na transkripcnim
prekurzoru, protoze béhem posttranskripénich Gprav dochazi k jejich excizi a nasledné rychlé
degradaci. Ribozomalni RNA je jednou z nejpocetnéjSich molekul v buiice a je tfeba zajistit
nepietrzitou transkripci co nejvétsiho poctu kopii, proto jsou geny pro rRNA, véetné ITS,

uspotradany v bunice tandemové za sebou v mnoha tisicich kopiich. ITS jsou diky své vysoké

cvwr

vrwe

vystaveny. Velky pocet kopii na bunku usnadiiuje amplifikaci a to i z malého mnozstvi
analyzovaného materialu. ITS jsou Siroce pouzivany v molekularni taxonomii a fylogenetice,
zvlasté pro rozliSovani velmi blizce ptibuznych druhii a blizce ptibuznych rodt (Loxdale at

al., 1998).

Elongacni faktor 1 alfa (EFla)

EFla je gen, kodujici protein, ktery Ize najit ve vSech eukaryotickych organismech. Je
velmi hojny v cytosolu a ucastni se GTP dependentniho procesu vazani aminoacyl-tRNA do
A mista ribozomu 2. kroku translace mRNA. Jednd se o velmi vyhodny marker z hlediska
taxonomické determinace a to z nékolika diivodl : konzervovana aminokyselinova sekvence
dovoluje analyzu druhti v Sirokém taxonomickém méftitku, diferenciace na tietich variabilnich
kodonovych pozicich umoznuje determinaci i na druhové trovni. Nékteré jeho vlastnosti
s sebou ale pfinaseji i ur¢ité komplikace. Degenerace 3. pozice spolecné s pritomnosti intronti
znesnadiluji vyvoj univerzalnich primerd, maly pocet kopii (2 na builkku u diploidnich
organismi ve srovnani se stovkami az tisici kopii u mitochondrialnich ¢i ribozoméalnich
markertt) komplikuje amplifikaci. Paralogni kopie a heterozygositu (biparentalni dédi¢nost

nukledrnich markert) je tfeba brat v tvahu pii amplifikaci 1 naslednych fylogenetickych a
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taxonomickych analyzach, které jimi mohou byt vyrazné zkresleny. Vyskyt, pocet, pozice a
délka introni vyrazné kolisé a to 1 v ramci Celedi. V nadceledi Aphidoidea nalézdme 2 introny
a to na pozicich 1 492/493 a 1 753/754 vzhledem k sekvenci D. melanogaster (Djernaes et al.,
2006). Délka intronid v ramci Adelgidae se pohybuje v rozmezi 65-73 bp respektive 57-65 bp
(Havill et al., 2007).

Mitochondridlni markery

AT-Rich

AT-Rich je rozsahla kontrolni nekodujici oblast mitochondridlniho genomu obsahujici
vysoky podil AT bazi. U savct je také n€kdy uvadéna pod jménem ,,D-loop* (Taylor et al.,
cilenych mutacénich tlakd. Oblast je u bezobratlych sekvencné i délkové velmi variabilni a
muze obsahovat tandemové repetice. Tandemové repetice ziejm¢ podstoupily
synchronizovanou evoluci a pocet kopii ukazuje na vysokou mutaéni rychlost. S tim
vSak kontrastuje rychlost nukleotidovych substituci, kterd je redukovana pravé vysokym
obsahem AT bazi a cilenymi mutaénimi tlaky. Podle vSeho se i1 pfesto nejedna o
nejvariabilnéjsi oblast genomu a lze ho jesté pouzit jako marker pro molekularni taxonomii a
fylogenetické studie, nejcastéji je aplikovan pro analyzy blizce ptibuznych taxonli (Zhang et

al., 1997).

Cytochrom oxidadza - podjednotka 1

Mitochondrialni enzym Cytochrom oxidadza (CO) je soucasti dychaciho fetézce, kde
katalyzuje redukci kysliku na vodu. Podjednotky I-IIl vytvafi funkéni jadro enzymového
komplexu, pricemz COI je katalyticka podjednotka tohoto jadra. Protoze se jedna o esencialni
bunécny enzym, jeho sekvence musela byt schopna celit vyraznym selek¢nim tlakiim a proto
ji lze aplikovat jako molekularni marker pro taxony napfi¢ celym zZivoc¢iSnym spektrem.

Vyhodou pouzivani mitochondridlni DNA jako markeru je pfedevSim jeji maternalni
dédicnost resp. haploidni konstituce zajistujici mt DNA omezenou rekombinaci. Velky pocet
kopii na bunku navic usnadituje PCR amplifikaci, rychla evoluce ¢ini marker variabilngjsi,
sekvence bez intront usnadnuje tvorbu alignmentti. Mitochondridlni DNA je také na rozdil od

jaderné robustnéjsi vici degradacim (Avise et al., 1987, Hebert et al., 2002).
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DNA barcoding

Tzv. ,,DNA barcoding® je relativné novd metoda, ktera umozinuje rychle a spolehlivé
identifikovat jedince na zédklad¢ molekuldrnich markert s vhodné rozloZenou vnitrodruhovou
a mezidruhovou variabilitou. Stejné tak ji lze pouzit k identifikaci morfologicky Spatné
rozliSitelnych druhii. Ke stanoveni variability je mozné pouzit jakékoli vyvojové stadium
sledovaného taxonu, Ize identifikovat druhy v Sirokém taxonomickém métitku, metodu navic
neovlivituje fenotypova variabilita na rozdil od morfologické taxonomie. V nékterych studiich
se diky barcodingu podaftilo identifikovat invazivni, kryptické ¢i nové druhy. (Hebert et al.,
2003).

»~DNA barcoding” je zaloZzen na 658 bp sekvenci na 5° konci 1. podjednotky
mitochondrialniho genu Cytochrom oxidazy (COI). Podstatou tohoto pfistupu je myslenka, ze
kratka standardizovana sekvence muze odlisit jednotlivé druhy, protoze geneticka variabilita
mezidruhova pievySuje variabilitu vnitrodruhovou (Hajibabaei et al., 2007). U COI je
primérnd vnitrodruhova variabilita mensi nez 1 %, vzacné vic nez 2 %, zatimco mezidruhové
je obvykle vic nez 10 %. Ve vyjimecnych piipadech se nepodafi jednotlivé druhy pomoci
COI vymezit, ale obecné je celkova tspéSnost identifikace v ramci Zivocisné fiSe kolem 95 %
(Waugh, 2007). DNA barcoding se bézné¢ pouziva pro uréovani vztahl u nizsich taxond a to
zejména na druhové urovni (Hebert et al., 2003). Identifikace vysSich taxonti vykazovala nizsi
statistickou prukaznost.

Pro barcodovou analyzu je ziskdna standardizovana sekvence COI tesovaného jedince.
Tato sekvence je porovnana s knihovnou referenc¢nich barkodovych sekvenci ziskanych

z jedincti znamého taxonomického zatazeni (Hajibabaei et al., 2007).
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2. Cile prace
Hlavnim tkolem bylo najit vhodné markery pro spolehlivou identifikaci druhG z celedi
Adelgidae, coz zahruje nasledujci ukoly:
1. Najit nejefektivnéjsi zplsob extrakce DNA, vybrat vhodny metodicky pfistup pro
uspesnou amplifikaci, purifikaci a sekvenovani DNA.
2. Amplifikovat a osekvenovat vybrané fragmenty mitochondrialni i nuklearni DNA u

dobfte prostudovanych druhii korovnic.

3. Pomoci vybranych shlukovacich analyz ovéfit pouZzitelnost vybranych markerti pro

vérohodnou druhovou identifikaci.
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3. Material a metody
3.1. Material
3.1.1 Analyzované organismy

Vzorky byly sbirdny na riiznych lokalitich na uzemi CR (viz Tab. 1) a uchovavany
v 98 % etanolu. Veskery sbér a morfologickou identifikaci provadél dr. Jan Havelka
(Biologické centrum AV CR, Entomologicky ustav).

Tab. 1 Seznam analyzovanych druhti. Modie oznaéeny jsou vzorky, ze kterych se nepodafilo ziskat sekvence.

Vysvétlivky k instarim viz Obr. 1.

druh I ¢islo vzorku I lokalita I instar I
A. laricis 993,994,995 Ceské Budgjovice al-gal
A. laricis 2797 Jilové u Zelezného Brodu | al-gal
A. tardus 1283,1284,1285,1286,1287,1288 Ceské Budéjovice fund
A. tardus 1433 Ceské Budgjovice al-gal
A. tardus 2553,2554 Novy Dvur al-gal
D. merkeri 444 445,449 Buchlovice al-gal
. 1401,1402,1403,1404,1405,1406, .
D. nordmannianae Chvalcov al-ex
1407,1408,1409,1410,2480, 815-17
D. nordmannianae 2685 Buchlovice al-gal
D. prelli 706,707,708,939 Novy Dvur al-gal
D. prelli 812,813,814 Buchlovice al-ex
D. prelli 854,2693,2701,1963-74,1764,1765 Buchlovice al-gal
D. prelli 2633 Lednice al-gal
G. cooleyi 1739,1740,1741,1742,1743, Ceské Budgjovice al-gal
1744,1745,1746,1788,1789
G. cooleyi 1270,1273,1279 Ceské Budgjovice prog
G. cooleyi 1293,1294 Straz nad Nezarkou prog
P. orientalis 2514,2515,2486,2487,2488,2489 Buchlovice al-gal
P. orientalis 922,923,924 Novy Dviir al-gal
P. orientalis 1620,1621,1622,1623 Lednice al-gal
P. pini 2263,2264,2265,2266,2267,2269,2270 Praha-Bifevnov sys
P. pini 2353 Bystfice pod Hostynem sys
P. strobi 2457,2458,2459,2460 Ceské Budgjovice prog
P. strobi 2462,2463,2464,2465 Novy Dvur prog
P. strobi 2215,2217,2219,2222,2223 Ceské Budgjovice Sys
S. abietis 1044 Zdiméfice al-gal
S. abietis 2416,2417,2418,2419,2420 Trojak fund
S. abietis 2887,2893 Certovo jezero al-gal
S. viridis 2375,2376,2377,2378,2379 Vrchy u Fulneku fund
S. viridis 846 Cesky Krumlov al-gal
S. viridis 1652 Strmilov, $kolka al-sxp
S. viridis 2849 Ceské Budgjovice al-gal
Poznamky :
A. laricis Adelges laricis G. cooleyi Gilletteella cooleyi
A. tardus Adelges tardus P. pini Pineus pini
D. nordmannianae Dreyfusia nordmannianae  P. strobi Pineus strobi
D. prelli Dreyfusia prelli S. abietis Sacchiphantes abietis
D. vitifoliae Daktulosphaira vitifoliae S. viridis Sacchiphantes viridis
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3.2. Metody

Béhem vsSech metodickych postupti byly pouzivany aerosolové Spicky, abychom
ptedesli kontaminaci cizorodou DNA z ostatnich analyzovanych jedinci.
3.2.1 Izolace DNA

Vzorky byly entomologickou pinzetou vytazeny z mikrozkumavky slihem a
ponechany na polStarku buni¢ité vaty oschnout od zbytku etanolu, ktery by mohl
negativné ovliviiovat prubéh dalSiho zpracovani tkané. Pro izolaci bylo testovano né€kolik

metod podle nasledujicich protokola :

Protokol Chelex — 100 resin (cat. No. 142-2832, BioRad) (Hoelzel, 1998)

1. Byl ptfipraven 10 % roztok chelexu za pouZiti deionizované vody (dale jen ddH,O).

2. Suspenze byla rozpipetovana po 250 pl do mikrozkumavek.

3. Do kazdé mikrozkumavky byl entomologickou pinzetou pienesen analyzovany
jedinec.

4. Kazdy jedinec byl v roztoku chelexu v mikrozkumavce rozdrcen homogenizatorem
pripravenym z 1000 pl $picky s natavenym a uhlazenym hrotem.

5. Ke zhomogenizovanému vzorku bylo piidano 250 pl ddH,O do kone¢ného objemu

500 ul a5 % vysledné koncentrace.

Vzorky byly inkubovéany pii 56°C 45 min.

Po kratkém zvortexovani byl chelex inaktivovan piti 98°C 10 min.

Vzorky byly vortexovany a centrifugovany pti 14500 otackach (dale jen ot.) 5 min.

© o N o

Izolované vzorky je mozno skladovat pti 4°C po kratkou dobu, dlouhodobé pii -20°C.
10. Vzorky bylo tifeba ptfed kazdym pouzitim zvortexovat a centrifugovat pii 14500 ot. 5

min.

Izolace extrakénim roztokem Chelex —Proteinaza K

1.

Do 250 pl 10 % roztoku chelexu byl pfenesen analyzovany jedinec a zhomogenizovan
homogenizatorem pfipravenym z natavené 1000 pl Spicky.

Mikrozkumavka byla doplnéna 250 pl ddH,O na vyslednou koncentraci 5 % roztoku,
zvortexovana a kratce ztoCena na centrifuze.

Do roztoku bylo ptidano 5 pl Proteindzy K a opét nasledovalo vortexovani a kratké
ztoCeni na centrifuze.

Vzorek byl inkubovan pii 56°C 45 min. — 3 h.

Extrakéni roztok byl inaktivovan pii 95-100°C 10 min.

12
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6. Pied pouzitim se takto extrahované vzorky vortexuji a centrifuguji pii 14500 ot. 5 min.

Izolace extrakénim pufrem podle Hubberta a kol.

izolaéni roztok :

1 x PCR pufr s MgCl, (TopBio) 100 pl

1 % TWEEN 20 10 pl
100 pl/ml Proteinaza K Sl
ddH,0O 885 ul

1. Do mikrozkumavky bylo napipetovano 100 pl extrakéniho pufru a pienesen 1
analyzovany jedinec.

2. Mikrozkumavka byla pienesena do mraziciho boxu na 15 min. pii —76°C.

3. Vzorek byl inkubovan pii 55°C 8 h i déle nebo pti 65°C 2 h.

4. Extrakéni pufr byl inaktivovan pii 94°C 15 min.

Izolace Squishing bufferem (SB)

izolaéni roztok :

TRIS-CL, pH 8,2 10 mM

EDTA 1 mM
NaCl 25 mM
Proteinasa K 200 pg/ml

1. Do mikrozkumavky byl pfenesen analyzovany jedinec.

2. Pipetou bylo nasato 50 ul SB a vzorek byl pomoci $picky s roztokem zhomogenizovan
(SB ze $picky béhem homogenizace samovoln¢ unika).

3. Po homogenizaci byl zbytek SB ze $picky vytlacen ke zhomogenizovanému vzorku.

4. Vzorek byl inkubovan pii 37°C 20-30 min.

5. SB byl inaktivovan pti 95°C 2 min.

Izolace DNeasy tissue Kit (QIAGEN) — dle ndvodu vyrobce

Izolace ZR Genomic DNA II kit (ZYMO RESEARCH) — dle ndvodu vyrobce

DNA byla déale uchovavana zmrazenim v -20°C.

3.2.2 Amplifikace DNA
Primery

Na tvod byly pouzity tzv. univerzalni primery, které umoziuji vzhledem ke svému

umisténi v konzervativnich oblastech genomu namnozit sekvence zastupcli vétSiny taxond

13
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zivocisné tiSe. Jejich prehled a udaje o publikacich, ze kterych byly primery prevzaty uvadi

Tab.2 .

Tab. 2 Seznam a popis testovanych primeru.

primer typ sekvence
Cytochromoxidaza (COI)
LCO1490" | F | 5-GGT CAA CAA ATCATA AAG ATA TTG G-3'
HCO 2198 " | R | 5-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3'
Elongation factor 1 a (EFla)
AdelEFIF1? | F 5'-GTA CAT CCC AAG CCG ATT GT-5'
AdelEFIR2? | R 5'-CTC CAG CTA CAA AAC CAC GA-3'
Elongation factor 1 a (EFla)
EF0-5'" F | 5-TCC GGA TGG CAY GGC GAG AAY ATG-3'
EF1-5b> | F 5'-GAC AAC GTT GGC TTC AAC GTG-3'
EF2-3b> | R 5-ATG TGA GCA GTG TGG CAA TCC-3'
Internal transcribed spacer (ITS) ITS
ITS5fY F 5-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3'
ITSr4 ¥ R 5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3'
ITS 1
ITSf1 > F 5-TAC ACA CCG CCC GTC GCT ACT A-3'
ITSr2 > R | 5-ATG TGC GTT CRA AAT GTC GAT GTT C-3'
ITS 2
ITSf2 © F 5-TGA ACA TCG ACA TTT YGA ACG CA-3'
ITSr1 © R 5'-CTT TTC CTC CSC TTA YTR ATA TGC-3'
AT Rich
SR-J-146127 | F 5-AGG GTA TCT AAT CCT AGT TT-3'
TIN-247 | R 5-ATT TAC CCT ATC AAG GTA A-3'

1) Folmer et. al, 1994

2) Havill et al., 2007

3) Dokumentace ,Insect nuclear primer set“, NAPS Unit, University of British Columbia (www.

michalsmith.nbc.ca/services/NAPS)

4) Simon et al., 1994

5) Jietal., 2003

6) Simon et al., 1994
7) Simon et al., 1994

Uspésné se podafilo naamplifikovat markery COI a EFlo. Pozice usp&iné

naamplifikovanych fragmentti a primerd jsou znazornény na Obr. 4. Primery LCO 1490 a

HCO 2198 lezi na pozicich shodnych s pozicemi u D. melanogaster. AdelEF1F1 lezi na

pozici 2193 a AdelEF14R2 na pozici 3299 opét shodné s pozicemi sekvence D. melanogaster.
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Primery pro EFla byly navrhnuty tak, aby byl naamplifikovan tusek ohranicujici pouze 1 ze 2

pritomnych intrond.

tRNA Tyr tRNA Leu

HCO 2195

Adel EF1F1 (2193)

Adel EF1RZ (3298)

Obr. 4 Umisténi primerti pro amplifikaci isekti genti COI a EFlo u D. melanogaster. Sipky ukazuji smér
syntézy DNA, napisy u Sipek informuji o ndzvu primeru a mistu jeho nasednuti. Tmavé useky oznacuji kodujici

useky/exony.

PCR reakéni smés

Byl pouzit standardni ptedpis (dle doporuceni vyrobce) s pouzitim 2 typt polymeraz :

Piedpis s Tag polymerdzou (FERMENTAS) (reakce 12.5 ul)

voda 7,25 ul
10 x pufr 1,25 ul
dNTPs (2,5 mM) 1 ul

primery F,R (5 uM) 0,75 ul
Taq polymerasa (5 U/ul) 0,5 pul
DNA 1 ul

Piedpis s Ex-Taq polymerazou (TAKARA)(reakce 12.55 ul)

voda 7,75 ul
10 x pufr 1,25 ul
dNTPs (2,5 mM) 1 ul
primery F,R (5 uM) 0,75 pl
Ex-Taq polymerasa (5 U/ul) 0,05 pul
DNA 1 ul
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PCR profil

Pro amplifikaci byly pouzity 3 typy PCR profill, pfi¢emz Touch-down a Step-up PCR

byly pouzity v ptipad¢€, nepodafilo-li se naamplifikovat DNA b&Zznym profilem a bylo tedy

tieba snizit specificitu podminek pii amplifikaci.

Pro vlastni PCR byly pouzity 3 typy pfistrojii. T3 Termocycler Biometra, T personal

Biometra, kde se lisily né¢které hodnoty od zakladniho programu - doba annealingu (40 s),

postelongace (420 s) a teplota uchovani (16°C) a Eppendorf Master Cycler.

Zakladni PCR profil

W CoOl1 EFla
krok teplota [°C] |doba [s]]teplota [°C]| doba [s]
1. predenaturace 94 60 94 60
2. denaturace 94 30 94 30
3. annealing 47 30 55 30
4. elongace 72 60 72 60
S. postelongace 72 120 72 120
6. uchovani 4 00 4 0
Krok 2-4 byl opakovén 35 x.

Step-up PCR profil

w COl EFlo

krok teplota [°C]] doba]s] |teplota[°C]| doba]s]
1. predenaturace 94 60 94 60
2. denaturace 94 30 94 30
3. annealing 37 30 45 30
4. elongace 72 60 72 60
5. denaturace 94 30 94 30
6. annealing 47 30 55 30
7. elongace 72 60 72 60
8. postelongace 72 120 72 120
9. uchovani 4 00 4 0

Krok 2-4 byl opakovan 20 x a kazdy cyklus se zvySoval o 0,5°C, krok 5-7 byl opakovan 15 x

a teplota zustavala konstantni.

16



Duhova identifikace korovnic (Adelgidae) na zakladé molekularnich markerd materal a metody

Touch-down PCR profil

w COl EF

krok teplota [°C]] doba]s] |teplota[°C]| doba]s]
1. predenaturace 94 60 94 60
2. denaturace 94 30 94 30
3. annealing 47 30 55 30
4. elongace 72 60 72 60
5. denaturace 94 30 94 30
6. annealing 47 30 55 30
7. elongace 72 60 72 60
8. postelongace 72 120 72 120
9. uchovani 4 00 4 o0

Krok 2-4 byl opakovan 10 x a teplota se kazdy cyklus snizovala o 1°C. Krok 5-7 se opakoval

20 x a teplota zlstavala konstantni.

3.2.3 Elektroforeticka verifikace

1 ul PCR produktu byl elektroforeticky rozdélen na 1,5 % agar6zovém gelu pii napéti
90 V po dobu 45 min. Gel byl pfipraven rozpusténim 1,2 g agarézy (SeaKem LE Agarose)
v 80 ml 1 x TAE pufru (zasobni 50 x TAE pufr: 242 g TRIS, 57,1 ml kyseliny octové, 100 ml
0,5 M EDTA, 1000 ml H,O, pH=8,0) a rozvafenim v mikrovinné troub&. Po ochlazeni na cca
50°C byl gel nalit do pfipravené formy a pak byly umistény hiebinky pro vznik jamek. Takto
ptipraveny gel byl ponechén pii pokojové teploté tuhnout cca 30 min. Pro porovnani velikosti
PCR produktu byl pouzit velikostni marker Lambda DNA/EcoRI+Hind III (FERMENTAS).
Gel byl nasledn¢ 20 min. barven ve 100 ml roztoku 1 x TAE pufru s ptfidavkem 5 pl roztoku
ethidium bromidu o koncentraci 0,5 pg/ul. Rozdéleny PCR produkt byl vizualizovan na UVP
transiluminatoru. Fotografickda dokumentace byla pofizena digitalni kamerou (UVP).

Ukazkové fotografie elektroforeticky rozdélenych PCR produktl jsou zndzornény na Obr. 5.
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1% TopMision”™ LE B0 Agarces (#R04G1)

0.5pg/lane, Sem lengih gel,
13 TAE, TVicm, 45min

a) by M1 2 3 4 5 6 7 8

bp ng/0.5p0 %

— 21226* 188 438

548 531 1
Zom 53 1
478 MD

— 30+ 364 7

=]
Ry

— 207 209 47
— 1904 {96 39
— 1584 163 33
—lars 142 28

— 947 9.8 195
— 831 86 17

= 5iid a8 12

Obr. 5 Vysledek elektroforézy PCR produkti.

a ) Lambda DNA/EcoRI+Hind III Marker

b) elektroforeticka verifikace ptitomnosti a velikosti PCR produktu.
M......Lambda DNA/EcoRI+HindIIl Marker

1-8....vzorky fragmentu COI (velikost 683 bp)

A-E...vzorky fragmentu EFla (velikost 602-618 bp)

3.2.4 Sekvenovani

Po ovéteni uspésnosti prvni amplifikace bylo naamplifikovano vétsi mnozstvi PCR
produktu podle trojnadsobku piedpisu PCR reakéni smési. Kvalita a kvantita byla ovéfena
pomoci elektroforézy a porovnanim s velikostnim markerem Lambda DNA/EcoRI+HindIII.
Nasledovalo precisSténi PCR produktu, a to bud kitem ,,QIA quick PCR purification
kit“ (QIAGEN) nebo kitem ,,DNA clean & concentrator clean-up* (ZYMO Research) nebo

Sephadex™ G-50 Superfine (Amersham Biosciences).

QIA quick PCR purification kit (QIAGEN) — dle navodu vyrobce

DNA clean & concentrator clean-up (ZYMO Research) — dle navodu vyrobce

Mnozstvi PCR produktu po ptecisténi bylo ovéfeno pomoci agar6zové elektroforézy a
velikost fragmentu byla zjiSténa porovnanim s markerem Lambda DNA/EcoRI+Hind III. Ze
zjisténé koncentrace bylo odvozeno mnoZstvi PCR produktu, které bylo pouZito do reakéni
smesi sekvenaéni PCR. Produkt sekvenacni PCR reakce byl piecistén Sephadexem nebo
isopropanolem a precistény vzorek byl vysusen ve vakuové suSicce Speed-VAC pii 30°C
nejméné¢ 20 min. Sekvence vzorkli byly analyzovany na automatickém sekvenatoru ABI
PRISM 3130x] (Applied Biosystems) (Biologické centrum AVCR, UMBR, Laboratof
genomiky) a ABI PRISM 310 Perkin-Elmer (Applied Biosystem) (Biologické centrum AVCR,
ENTU).
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Sekvenac¢ni PCR

Byl pouzit Big Dye® Terminator v 3.1. Cycle Sequencing Kit. Oba naamplifikované
templaty mély kolem 750 bp a proto byla do reakce pouZita koncentrace templatu 20 ng/pl

(podle doporuceni vyrobce).

Predpis pro sekvenaéni PCR reakéni smés (20 ul)

Ready Reaction Premix (RR smés) 2 pl

5 x sekvenacni pufr 3ul
Primer F/R (5 uM) 1 ul
ddH,O doplnit do 20 pl po pfidani DNA

Sekvenacni PCR profil

Reakce probihala na pfistrojich Eppendorf Master cycler, GeneAmp PCR System

2400 Perkin-Elmer nebo T3 Termocycler Biometra.

krok teplota [°C] | doba [s]
1. predenaturace 94 60

2. denaturace 94 15

3. annealing 50 20

4. elongace 60 240
6. uchovani 4 o0

Sephadex™ G-50 Superfine (Amersham Biosciences)

1. Sephadex byl hydratovan v poméru 0,05 g sephadexu : 800 ul ddH,O na 1 vzorek a byl
ponechan bobtnat minimalné 45 min. v chladnicce.

2. Suspenze byla nanesena do sloupecku ptipraveného ze sefiznuté 1000 pl aerosolové Spicky
a umisténého v 1,5 pl mikrozkumavce.

3. Nejprve bylo naneseno 400 pl, piebytecnd voda byla protlacena pipetovacim dudlikem,
pak bylo naneseno dalSich 300 pl, opét byla protlacena piebyte¢na voda a nakonec bylo
naneseno zbyvajicich 100 pl.

4. Sloupecky byly centrifugovany pii 1000 rcf 2 min. a piemistény do nové mikrozkumavky.

5. Na takto pfipraveny slupecek byl nanesen PCR produkt a zcentrifugovan pii 1000 rcf 2

min.
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PreciSténi isopropanolem

1. Vzorek (20 pl) byl smichén s 80 pl 75 % isopropanolu a ponechan 15-20 min. ve tmé pfi
pokojové teplote.

2. Po uplynuti doby byl vzorek zcentrifugovan pii max. ot. 20 min. pii 4°C.

3. Ze vzorku byla okamzité odsata veskera tekutina pipetou nebo pomoci vyvévy, pfiCemz
bylo tfeba davat pozor, aby nebyla odsata i DNA ptichycena na stén¢ mikrozkumavky.

4. Ke vzorku bylo pfiddno 250 pl isopropanolu a probéhla centrifugace pfi max. ot. 5 min. pfi
4°C.

5. vizbod 3

6. Oteviena mikrozkumavka se vzorkem byla umisténa na 1 min. na termoblo¢ek zahtaty na

90°C.

3.2.5 Vyhodnocovani DNA sekvenci

Sekvence byly upravovany v programu SeqMan (DNASTAR) a MEGA 4 (Tamura et
al., 2007). Kontrolni identifikace sekvenci byla provadéna srovnavanim se sekvencemi
dostupnymi v internetové databazi ,,National Center for Biotechnology Information BLAST”
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Program MEGA 4 byl také pouZit pro stanoveni zékladnich
charakteristik variability DNA tusek, tedy frekvence jednotlivych nukleotidii, primérna délka
sekvenci, pocet variabilnich mist a genetickd vzdalenost (model Kimura 2-Parameter).
Analyza haplotypi byla provedena pomoci programu DnaSP ver. 3. (Rozas & Rozas, 1999).

Pro statistické zhodnoceni spolehlivosti danych markerti pro druhovou identifikaci byla

pouzita distancni shlukovaci (klastrovaci) metoda Minimum Evolution s modelem Kimura-2
Parameter. Analyza byla statisticky ovéfena bootstrapovou analyzou (1000 replikaci).

Jako outgroup pfi tvorb& dendrogramu byla pouzita mSice Daktulosphaira vitifoliae ze
sesterské Celedi Phylloxeridae, jejiz sekvence je dostupnd v databazi GeneBank (GeneBank

Accesion Nos.: COI — EF073059, EFla — EF073221) (Havill et al., 2007).
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4. Vysledky

Z testovanych markerti se podatfilo naamplifikovat fragmenty COI a EFla. Celkem
bylo analyzovano 108 vzorkl, pfi¢emz se podatilo Gspésné osekvenovat 59 jedinci pro COI
marker a 39 jedinci pro EFla marker. Tento soubor pfedstavuje celkem zahrnujicich 11
druhti, 6 podrodl a 2 rody. S univerzalnimi primery pro EFla se nepodafilo naamplifikovat

vSechny jedince, proto byly pouzity také specifické primery z nedavno publikovaného ¢lanku

(Havill et al., 2007).

4.1 Charakteritika COI markeru
Sekvence COI markeru byly upraveny na jednotnou délku 683 bp. Pocet variabilnich
mist byl 172 (25,2 %). Obsah AT/CG v sekvecich byl 75,1/24,9 (viz ptiloha 1).
Vnitrodruhovd a mezidruhova variabilita byla odectena zmatice genetickych

vzdalenosti markeru COI zhotovené v programu MEGA 4 (viz Tab. 4 a Tab. 5).

Tab. 4 Prumérné vnitrodruhové genetické vzdalenosti u COI markeru. (S.E. - stfedni chyba praméru).

COl

druh | ¢ |sE
A. laricis 0,005 | 0,002
A. tardus 0,002 | 0,001
D. merkeri n/c n/c

D. prelli 0,002 | 0,001
D. nordmannianae | 0,014 | 0,004
P. orientalis 0,001 | 0,001
G. cooleyi 0,001 | 0,001
P. pini 0,003 | 0,001
P. strobi 0,003 | 0,001
S. abietis 0,004 | 0,001
S. viridis 0,029 | 0,004

Tab. 5 Primérmé mezidruhové genetické vzdalenosti u COI markeru. Modfe jsou oznaeny smérodatné
odchylky.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

A. laricis 1 0,001 0,013 0,013 0,013 0,012 0,013 0,012 0,014 0,011 0,002
A. tardus 2 0,004 0,013 0,013 0,013 0,012 0,013 0,012 0,014 0,011 0,002
D. merkeri 3 0,112 0,110 0,000 0,003 0,014 0,012 0,014 0,015 0,013 0,012
D. prelli 4 0,113 0,111 0,001 0,003 0,013 0,012 0,014 0,014 0,013 0,012
D. nordmannianae 5 0,116 0,114 0,011 0,012 0,014 0,012 0,015 0,015 0,014 0,012
P. orientalis 6 0,099 0,101 0,121 0,120 0,134 0,015 0,001 0,010 0,014 0,012
G. cooleyi 7 0,104 ,0102 0,088 0,086 0,096 0,130 0,015 0,014 0,013 0,012
P. pini 8 0,100 ,0102 0,124 0,123 0,136 0,002 0,132 0,010 0,014 0,012
P. strobi 9 0,124 0,123 0,122 0,122 0,136 0,068 0,127 0,070 0,015 0,014
S. abietis 10 0,079 0,080 0,110 0,112 0,120 0,126 0,099 0,127 0,140 0,009
S. viridis 11 0,017 0,016 0,109 0,110 0,114 0,104 0,099 0,106 0,125 0,069
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vysledky

Primérna hodnota vnitrodruhé varibility je 0,64 % a mezidruhové 9,7 %. RozloZeni genetické

variability 1épe znazoriiuje histogram (Obr. 6) vytvofeny z matice parovych srovnani .

Vnitrodruhova variabilita byla nejvyssi v kategorii do 2 %, zatimco mezidruhova kolisala

mezi 10 a 14 %.

vnitrodruhova variabilita markeru COI
120

-
o
o

[e:]
o
I

cetnost [%]
N oA O
S © o

o

2 4 6 8 10
kategorie [%]

mezidruhova variabilita markeru COI

N
o

w
o

Cetnost [%)]
N
o

-
o
I

o
I

kategorie [%]

Obr. 6 Znazornéni rozlozeni vnitrodruhové a mezidruhové variability COI markeru.

Analyza rozliSila 17 haplotypi, které viceméné korespondovaly s podrody (Tab. 6). Nekteré

haplotypy vsak sdilelo vice druhti v rdmci jednoho rodu.

Tab. 6 Seznam haplotypt COI markeru.

COl
haplotyp | frekvence druh Cislo vzorku

1 1 A. laricis 2797
2 4 A. laricis 993,1283,1284,1285
3 1 A. laricis 995

A. tardus 2553,2554,1286,1287
4 9 A. laricis 2379

S. viridis 2375,2377,2378,1652

D. merkeri 449
5 10 D. nordmannianae 1405

D. prelli 2685,2633,706,707,812,814,2693,1963-74
6 1 D. nordmannianae 1402
7 1 D. nordmannianae 1404
8 8 P. orientalis 2480,2486,2487,2488

P. pini 2353,2265,2269,2270
9 1 D. prelli 2701
10 6 G. cooleyi 1743,1270,1739,1740,1741,1742
11 6 P. strobi 2463,2215,2217,2457,2458,2462
12 3 S. abietis 2893,1044,2887
13 4 S. abietis 2419,2416,2417,2420
14 1 S. abietis 2418
15 1 S. viridis 846
16 1 S. viridis 2379
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Na zaklad¢ sekvenci COI markeru byl vytvofen dendrogram metodou Minimum
Evolution (viz Obr. 7). Jednotlivé uzly stromu jsou podpoteny bootstrapovou hodnotou (1000
replikaci) vyjadfujici procento vé€rohodnosti daného uzlu. Genetické vzdalenosti byly
vypocteny metodou Kimura 2-Parameter. Pozice obsahujici mezery a chyb¢jici data byly
eliminovany pomoci ,,Pairwise deletion option“. Strom je zakofenén pomoci msSice

Daktulosphaira vitifoliae ze sesterské ¢eledi Phylloxeridae.

31
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Obr. 7 Znazornéni vztahti v ramci Celedi Adelgidae na zakladé COI markeru. Jednotlivé druhy jsou odliseny

barevné.
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4.2 Charakteristika EFlo markeru
Sekvence EF1a markeru mély variabilni délku, ktera kolisala od 602 do 618 bp. Tuto
délkovou variabilitu zplisoboval vmezeteny intron, jehoz délka byla specifickd pro jednotlivé

podrody (viz Tab. 7).

Tab. 7 Délka intronu EF1a markeru v rdmci podrod celedi Adelgidae.

podrod druh délka intronu [bp]

Adelges laricis 82
tardus

Dreyfusia nordmannianae 67
prelli

Gilleetteella cooleyi 78
orientalis

Pineus pini 75
strobi

. abietis 83
Sacchiphantes Viridis 82

Pocet variabilnich mist byl 128 (20,7 %). Obsah AT/CG v sekvencich byl 55,9/44,1
(viz ptiloha 2).
Vnitrodruhovd  a mezidruhova variabilita byla odeftena z matice genetickych

vzdalenosti markeru EFla. zhotovené v programu MEGA 4 (viz Tab. 8 a Tab. 9).

Tab. 8 Primérné vnitrodruhové genetické vzdalenosti u EF1a markeru. (S.E. - stfedni chyba praméru).

EF1a
druh | d |S.E.
A. laricis 0,004 | 0,002
A. tardus 0,011 0,003
P. orientalis 0,003 | 0,001
D. nordmannianae n/c n/c
D. prelli 0,016 | 0,005
G. cooleyi n/c n/c
P. pini 0,001 | 0,001
P. strobi 0,001 | 0,001
S. abietis 0,008 | 0,002
S. viridis 0,041 0,006
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vysledky

Tab. 9 Prumérné mezidruhové genetické vzdalenosti u EFla markeru. Modfe jsou oznaceny smérodatné

odchylky
1 2 3

A. laricis 1 0,002 0,014
A. tardus 2 0,009 0,014
P. orientalis 3 0,103 0,107

D. nordmannianae 4 0,070 0,073 0,087
D. prelli 5 0,08 0,083 0,097
G. cooleyi 6 0,090 0,092 0,109
P. pini 7 0,104 0,107 0,002
P. strobi 8 0,101 0,103 0,024
S. abietis 9 0,081 0,081 0,114
S. viridis 10 0,027 0,029 0,107

Primérna hodnota vnitrodruhé varibility

4
0,011
0,011
0,012

0,011
0,077
0,087
0,089
0,072
0,073

5
0,011
0,011
0,013
0,003

0,080
0,097
0,100
0,086
0,081

je 1,06 %

6
0,014
0,014
0,016
0,013
0,013

0,107
0,125
0,099
0,090

7
0,014
0,014
0,001
0,013
0,013
0,016

0,024
0,116
0,108

8
0,014
0,014
0,006
0,013
0,014
0,017
0,006

0,107
0,102

9 10
0,011 0,004
0,011 0,004
0,014 0,013
0,011 0,010
0,011 0,010
0,014 0,012
0,014 0,013
0,014 0,013

0,008
0,059

a mezidruhové 8,2 %. Rozlozeni

genetické variability znazoriiuje histogram (Obr. 8) vytvofeny z matice parovych srovnani.

Vnitrodruhova variabilita byla nevyssi v kategorii 2 %, hodnoty mezidruhové variability jsou

nejvyssi v kategorii 12 %.
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Obr. 8 Znazornéni vnitrodruhové a mezidruhové variability EF1a markeru

Analyza rozliSila 28 haplotypil, jejichz zastoupeni u jednotlivych druhi je v Tab. 10.

Haplotypy jsou sdileny mezi druhy v rdmci téhoz podrodu ve dvou ptipadech; prvni dvojici

tvoti A. laricis a A. tardus, druhou pak P. orientalis a P. pini.
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vysledky

Tab. 10 Seznam haplotypti EF la markeru.

EF
haplotyp | frekvence | druh Cislo vzorku

1 1 A. laricis 2797
2 2 A. laricis 2796

A. tardus 1285
3 1 A. tardus 2554
4 1 A. tardus 1283
5 1 A. tardus 1284
6 1 A. tardus 1286
7 1 A. tardus 1287
8 1 A. tardus 2553
9 7 P. orientalis 2480,2487,2486,2488,2515

P. pini 2270,2263
10 1 D. nordmannianae 815-17
11 1 D. prelli 2633
12 1 D. prelli 1963-74
13 1 G. cooleyi 1270
14 1 P. orientalis 2514
15 1 P. pini 2265
16 1 P. pini 2269
17 1 P. strobi 2463
18 4 P. strobi 2217,2457,2458,2462
19 1 S. abietis 2893
20 1 S. abietis 2418
21 1 S. abietis 2420
22 1 S. abietis 2887
23 1 S. abietis 2419
24 1 S. viridis 2849
25 2 S. viridis 1652, 2378
26 1 S. viridis 2377
27 1 A. laricis 2379
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Na zakladé sekvenci EFla markeru byl vytvofen dendogram metodou Minimum
Evolution (viz Obr. 9). Jednotlivé uzly stromu jsou podpoteny bootstrapovou hodnotou (1000
replikaci) vyjadiujici procento vérohodnosti daného taxonomického wuzlu. Genetické
vzdalenosti byly vypocCteny metodou Kimura 2-Parameter. Pozice obsahujici mezery a
chybéjici data byly eliminovany pomoci ,,Pairwise deletion option“. Strom je zakotfenény

pomoci mSice Daktulosphaira vitifoliae ze sesterské ¢eledi Phylloxeridae.
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Obr. 9 Znazornéni vztahl v ramci Celedi Adelgidae na zakladé¢ EF1a markeru. Jednotlivé druhy jsou odliseny
barevné.
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vysledky

Na zavér byl vyvoien dendrogram na zakladé obou markert, a to opétovné metodou
Minimum Evolution, genetické vzdalenosti byly vypocéteny modelem Kimura 2-Parameter
(bootstrap 1000 replikaci). Pozice obsahujici mezery a chybéjici data byly eliminovany

pomoci ,,Pairwise deletion option®.
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Obr. 10 Znazornéni vztahl v ramci Celedi Adelgidae na zakladé COI a EF1a markeru. Jednotlivé druhy jsou
odliseny barevné.
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5. Diskuze

5.1 Sbér a skladovani vzorki

K dispozici byly vzorky uchovavané v 98 % etanolu. Vzorky sbirané v letech 2005 a 2006
bylo tieba rychle zpracovat, protoze etanol penetruje mekké tkan€ a DNA by mohla rychle
degradovat. Tento nas predpoklad se potvrdil u nekterych starSich vzorkd, nebot’ u téch, které
byly skladovany déle nez 10 mésict, se jiz z&dnou ztestovanych metod nepodafiilo
amplifikovatelnou DNA vyizolovat. Sezéona 2007 byla neptizniva na sbér Cerstvych vzorku a
tudiz se nam nepodafilo ziskat DNA vzacnéjSich druht. K analyze jsme pouzivali instary, u
nichz je determinace na zdkladé morfologie nejméné problematické, a to alata galicola, alata
exulans, systens, progrediens, fundatrix (vysvétlivky viz Obr. 1). Presto se morfologicka
identifikace u nékterych instarti ukazala jako zna¢né komplikovana a nékteti jedinci byly

identifikovani pti prvnim pfedbézném urcovani nespravné, jak se ukazalo pti pozd¢jsi analyze.

5.2 Extrakce DNA

Z porovnani jednotlivych metod se jevi jako nejlepsi izolace pomoci ZR Genomic DNA 11
kit (Zymo Research). Na pocatku projektu byla pouzivana levnéjsi a rychlejsi metoda
chelexové izolace, ale DNA v extraktu béhem pul roku degradovala i pfes uchovavani
ve zamrazeném stavu. Izolace extrak¢nim kitem od QIAGEN i1 ZymoResearch fungovaly

bezchybné, nicméné kit od ZymoResearch je financn€ méné narocny.

5.3 Purifikace sekvena¢nich PCR produkti
Produkt sekvenacni PCR jsme zkouseli purifikovat dvéma metodami — isopropanolem a
sephadexem. Precisténi sephadexem se ukdzalo byt rychlejsi a Setrnéjsi zhlediska zachovéni

kvality a kvantity PCR produktu.

5.4 Testovani markeri

Pti amplifikaci markerd ITS 1 a ITS 2 vzniklo po rozdéleni gelovou elektroforézou
mnozstvi nespecifickych produktl, coz ukazuje, ze pouzité univerzalni primery nebyly pro
amplifikaci ITS oblasti u korovnic vhodné a bude tfeba navrhnout primery specifické pro tuto
skupinu hmyzu, poptipadé se pokusit produkty klonovat. Primery pro AT Rich byly nejspise
malo konzervované a amplifikace se nezdafila u zddného z testovanych druht.

U markerd EFla postradime 30 sekvenci ziskanych u COI markeru. 18 z téchto
chybéjicich sekvenci se nezdatilo ze vzorkl izolovanych chelexem a je tedy mozné, ze u nich

doslo k rychlé degradaci. Zbylych 12 sekvenci se nepodafilo naamplifikovat nejspiSe kvili
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polymorfismu pfitomnému v oblasti nasedani primert téchto analyzovanych jedinct. U COI
markeru postrddame 4 sekvence zanalyzy EFla markeru, coz si opét miizeme nejlépe

vysvétlit jako sekvenéni polymorfismus.

5.5 Tvorba dendogramii, analyza sekvenci
K tvorbé dendogramti byla pouzita distancni shlukovaci metoda Minimum Evolution na
zaklad¢€ modelu genetické vzdalenosti Kimura 2-Parameter. Metoda Minimum Evolution byla

v

zvolena jako spolehlivéjsi varianta metody Neighbour-Joining nebot’ pracuje na zakladé¢
aniz by se tim vyrazné prodlouzila doba analyzy (Svécha, ustni sdéleni). Model Kimura 2-
Parameter porovnava rozdily vztazené na délku sekvence, piiCemz pocitd s rtiznou
pravdépodobnosti transverznich a tranzi¢nich substituci. Tento model je standardné pouzivan
pro ,,DNA barcoding®, tedy marker COI, a pro moznost srovnani jsem ho pouzila i pfi

vyhodnocovani markeru EFla.

5.6 Hodnoceni vhodnosti markert

Pomeér obsahu bazi u obou markerti souhlasi s hodnotami prace Havill et al., 2007. Pti
porovnéavani obsahu variabilnich mist obou markerti byl zjistén nesoulad u variability COI
markeru, kdy prace Havill et al. (2007) uvadi variabilitu 32,3 %, zatimco naSe analyza
prokazala variabilitu pouze 25,2 %, Tato odliSnost muze byt zplisobena vét§im druhovym
zastoupenim, které Havill et al. (2007) zkoumali (Slo o druhy zcelého aredlu rozsifeni
korovnic) Ve své praci jsem se naproti tomu vice zaméfovala na jednotlivé druhy, a cely
soubor reprezentuje korovnice pouze na tizemi CR.

Pfi srovnani vnitrodruhové a mezidruhové variability u obou markert vidime, ze
mezidruhova variabilita je zhruba 10 x vys$$i nez variabilita vnitrodruhova. Muzeme tedy fici,
ze jak marker COI tak EFla splituji pozadavky spolehlivého molekuldrniho markeru v této
skupiné organismt.

Prace Havill et al. 2007 vypustila pti hodnoceni EF1a markeru pfitomny intron, ¢imz
by se m¢éla vyrazné snizit jeho variabilita, nicméné pfi porovnani variabilit markeri z obou
praci byl zjiStén pokles variability jen o cca 4 %.

Vnitrodruhovd a mezidruhova variabilita markert COI se pohybovala v ramci
predpokladanych hodnot. V grafu mezidruhové variability si mizeme vSimnout vyssi ¢etnosti
hodnot v kategorii 0-2 %, mezidruhova variabilita by se vSak podle odhadii méla pohybovat

prevazné v kategoriich od 10 do 14 %. Toto je zplsobeno nejspiSe faktem, ze nékteré druhy
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vramci svych podrodi vykazuji velmi nizkou mezidruhovou variabilitu. Jsou to druhy
morfologicky nerozliSitelné a geneticky témeét identické. Daji se identifikovat pouze na
zaklad¢ jejich biologie. Takto lze rozliSit nékolik druhovych komplexti, v ramci kterych
muzeme rozliSit druhy holocyklické a anholocyklické, tedy jedince ktefi migruji na
sekundarniho hostitele a nachdzime u nich okfidlené migracni formy a druhy, které uzaviraji
svij zivotni cyklus na primarnim hostiteli. Molekularni znaky nejsou schopny tyto druhové
komplexy rozliSit, v nékterych ptipadech dokonce sdileji stejné haplotypy. Jedna se
ptedevsim o druhy A. laricis (holocyklicky) a A. tardus (anholocyklicky) jejichz mezidruhova
variabilita se pohybuje v hodnotach 0-0,8 %, dale jsou to druhy D. prelli a D. nordmannianae
(oba holocyklické, ale 1isi se druhem sekundérniho hostitele) s mezidruhovou variabilitou 0-
2,4 %, P. orientalis (holocyklicky) a P. pini (anholocyklicky) s rozmezim mezidruhové
variability 0-0,3 % a kone¢né S. abietis (anholocyklicky) a S. viridis (holocyklicky)
s mezidruhovou variabilitou 0,5-1 %.

RozloZeni vnitrodruhové variability markeru EF1a odpovidd odhadovanym hodnotam,
avsak mezidruhova variabilita se rozmnélnila prakticky do vSech kategorii variabilit, pfi¢emz
ptedpoklddané kategorie variabilit svymi hodnotami jen mirn¢ pievySuji hodnoty ostatni.
Z toho vyplyva, ze tento marker je pro rozliSeni druhti méné spolehlivy, vykazuje nizsi
variabilitu a ani zahrnuti intronu neni v tomto ohledu velkym vylepSenim. Vysoka Cetnost
mezidruhové variability v rozmezi 0-2 % je nejspiS opét zpiisobena identickou morfologii a
velmi podobnou sekvencni strukturou druhlt v rdmeci podrodd, liSicich se jen na zdkladé
biologie (viz odstavec vyse). Vysoké Cetnosti variabilit v rozmezich 2-4 % a 6-8 % je
zpisobena niz§imi hodnotami mezidruhové variability oproti pfedpokladiim a to i mezi druhy,
které u markeru COI vykazovaly hodnoty normalni. Jedna se opét o druhy v ramci stejného
podrodu, lisici se svou biologii (holocyklus x anholocyklus a rizné druhy sekundarnich
hostitelit). Jsou to dvojice druhlt P. orientalis, P. strobi a dvojice P.pini a P.strobi, oba
s hodnotami mezidruhové variability 2,3-2,7 %. V tomto ohledu vSak neni bez zajimavosti
druhova specificita délky intronu. Pokud by se toto zjisténi potvrdilo, pak by zifejmé tento
usek mohl slouzit jako velmi dobry druhovy marker i pro uvedené druhové komplexy.

Pfi porovnavani dendrogramii obou markeri zjiStujeme viceméné shodné pozice
jednotlivych skupin. U dendrogramu zhotoveného na zakladé markeru EFla si mizeme
vS§imnout odliSného zatazeni druhu G. cooleyi, coz miZeme s nejvétsi pravdépodobnosti
vysvétlit jako disledek nedostatecného zastoupeni jedincl tohoto druhu v analyze markeru

EFlo.
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Druhy A. laricis a A. tardus se shlukly do jedné skupiny a podobné se seskupily i
druhy P. pini a P. orientalis. Tento vysledek je podporovan dendogramy obou markert a byl
potvrzen i dendogramem vytvofenym analyzou obou markert. Opét se jedna o druhy,
spadajici do druhovych komplexti, které se 1iSi jen svou biologii (holocyklické x
anholocyklické druhy) a stoji ziejmé na pocatku faze speciace.

Vzorky €. 2375, 2376, 2377 a 2378 puvodné identifikované na zakladé¢ morfologie
jako S. viridis se v dendogramu vytvotreném z molekularnich znakt (COI marker) ptifadily do
podrodu Adelges. Po konzultaci s dr. Havelkou jsme dospéli k zavéru, ze byly tyto vzorky
s nejvetsi pravdépodobnosti nespravné identifikovany, protoZze se jedna o instar fundatrix,
ktery je morfologicky identicky se stejnym instarem u druhu A. laricis, navic oba tyto instary
obyvaji stejny druh primarniho hostitele a to ve stejnou dobu, coz jest¢ vice jejich
morfologickou identifikaci znesnadnuje. Molekularni marker COI je vSak byl schopen rozlisit.
Vzorek 1652 byl rovnéz identifikovan s nejistotou jako S. laricis, ptestoze se jednalo o
relativné dobfe rozpoznatelny instar sexupara. Nejistota v urceni tohoto jedince vyplyva
nejspiSe z nedostatecného poctu preparovanych vzorkil pti predbézné identifikaci. Ve stejné
analyze se vzorek 449 identifikovany jako D. merkeri ptitadil do klasteru k D. prelli a D.
nordmannianae a po nasledné dodatecné morfologické analyze byl pfifazen k druhu D.
nordmannianae. Tyto zavéry se potvrdily 1 pii1 nasledné detailnéj$i morfologické analyze.

Stejny problém nastal pii analyze dendrogramu vytvofeného na zédkladé EF1a markeru
opét u vzorka ¢. 2376, 2377 a 1652 (zdména A.laricis za S.laricis). Nasi doménku navic
potvrzuje i neshoda v délce intronu, kterd je u ostatnich druhti specificka v rdmci podrodi, jen
v podrodu Sacchiphantes se 1isi a to prave u téchto tii nejasné identifikovanych jedinci.

Porovnanim sekvenci nékterych nejasné identifikovanych jedinci se sekvencemi
znamych druht se podatilo tyto jedince zaradit do patiicného podrodu, resp. druhu. Jednalo se
o zaménu jedinci vramci druhovych komplexti. Konkrétné vzorek ¢. 2379, plvodné
identifikovany jako S. viridis byl analyzou identifikovan jako A. laricis, vzorek 2480 byl
pietazen z D. nordmannianae do P. orientalis, vzorek 2685 byl zplvodniho D.
nordmannianae pietazen do D. prelli. Vzorek 2263, jednozna¢n¢ identifikovany jako P. pini,
se v dendrogramu pfitadil do jasné monofyletické skupiny S. abietis. Po konzultaci s dr.
Havelkou konstatujeme, ze se jednalo o kontaminaci, ke které doslo béhem nékterého
z postupil a to 1 piez skutecnost, ze jsme pouzivali vyhradné aerosolové Spicky, které by mély

této ,.kroskontaminaci zabranit.
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6. Zavér

Podafilo se vybrat vhodné metody a postupy pro skladovéni, izolaci a amplifikaci vzorku.
Ze Ctyt testovanych molekularnich markert pro druhovou identifikaci korovnic (ITS, EF1 a ,
AT-Rich, COI) byly uspésn¢ amplifikovany a osekvenovany mitochondridlni marker COI a
jaderny marker EFla. Ovéteni spolehlivosti vztahli vytvorenych na zékladé sekvenci téchto
markeri bylo provedeno srovndnim s ptredpokladanymi taxonomickymi vztahy v celedi
Adelgidae zaloZzenymi na morfologii a biologii. Rekonstrukce dendrogramti znazornujici tyto
vztahy byla provedena shlukovaci (klastrovaci) distanéni metodou Minimum Evolution
s modelem Kimura 2-Parameter. Nékteré vzorky byly na zékladé téchto dendrogrami
predbézné pietazeny do jinych druhovych komplexti, coz bylo nasledné¢ potvrzeno
dodate¢nou detailnéj$i morfologickou analyzou.

Pomoci Gspésné testovanych markerti budou dale ziskany sekvence ze zbyvajicich druht a
dokoncena kompletni taxonomicka analyza vztahti v rdmci Celedi Adelgidae. VSechny druhy
budou také podrobeny analyze dal§imi markery (napt. ITS), které by mély pomoci zejména
pii dofeseni taxonomickych nejasnosti u vyse uvedenych druhovych komplext. Ze sekvenci
pro COI ze vSech analyzovanych druhti budou vytvofeny molekularni barkédy, které budou
dostupné¢ v internetové  databdzi BOLD, Barcodes od Life data systém
(www.barcodinglife.org) a GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), kam budou odeslany

béhem piipravy publikace.
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Druhova identifikace korovnic (4delgidae) na zékladé molekularnich markert prilohy

Priloha 1

Tabulka obsahu bazi v sekvencich COI markeru

T C A G Total
D. vitifoliae (Fitch) 40.6 14.2 35.3 9.9 657
A. laricis (2797) 37.3 15.7 37.4 9.6 604
A. laricis (993) 37.9 14.8 38.1 9.2 575
A. laricis (995) 37.3 15.7 38.1 8.9 517
A. tardus (2554) 37.8 14.9 37.0 10.2 683
A. tardus (1283) 37.6 14.9 38.2 9.3 623
A. tardus (1284) 37.8 15.1 36.9 10.2 677
A. tardus (1285) 36.8 15.2 37.8 10.2 646
A. tardus (1286) 37.8 14.9 37.0 10.2 683
A. tardus (1287) 37.8 14.9 37.0 10.2 683
A. tardus (2553) 37.7 15.5 38.1 8.7 530
D. merkeri (449) 38.9 14.7 36.6 9.7 647
D. prelli (2685) 39.2 14.2 36.6 10.0 683
D. nordmannianae (1402) 38.4 14.6 38.4 8.6 555
D. nordmannianae (1404) 38.5 15.3 36.6 9.7 590
D. nordmannianae (1405) 39.1 14.3 36.6 10.0 683
P. orientalis (2480) 39.5 14.5 36.0 10.0 683
D. prelli (2633) 39.2 14.2 36.6 10.0 683
D. prelli (707) 38.5 14.3 37.2 10.1 616
D. prelli (706) 39.4 14.2 36.5 10.0 683
D. prelli (812) 39.2 14.2 36.6 10.0 683
D. prelli (814) 38.9 13.9 37.0 10.2 646
D. prelli (2693) 39.2 14.2 36.6 10.0 683
D. prelli (2701) 39.2 14.5 37.4 8.9 586
D. prelli (1963-74) 39.4 14.2 36.5 10.0 683
G. cooleyi (1743) 39.5 14.3 36.0 10.1 683
G. cooleyi (1270) 39.7 14.2 36.0 10.1 683
G. cooleyi (1739) 39.5 13.9 37.3 9.3 603
G. cooleyi (1740) 39.5 14.3 36.0 10.1 683
G. cooleyi (1741) 39.2 14.3 36.7 9.8 643
G. cooleyi (1742) 39.2 14.3 36.6 9.9 645
P. orientalis (2488) 39.5 14.3 36.0 10.1 683
P. orientalis (2486) 39.5 14.3 36.0 10.1 683
P. orientalis (2487) 39.6 14.4 35.9 10.1 682
P. pini (2353) 39.5 14.3 36.0 10.1 683
P. pini (2265) 39.5 14.3 36.9 9.3 636
P. pini (2269) 39.5 14.3 36.2 10.0 683
P. pini (2270) 38.3 15.0 36.7 9.9 618
P. strobi (2463) 39.2 14.5 36.2 10.1 683
P. strobi (2215) 39.2 15.3 35.8 9.8 615
P. strobi (2217) 39.2 14.5 35.9 10.4 683
P. strobi (2457) 39.2 14.5 35.9 10.4 683
P. strobi (2458) 39.2 14.5 35.9 10.4 683
P. strobi (2462) 39.2 14.5 35.9 10.4 683
S. abietis (2893) 38.8 15.5 35.2 10.5 631
S. abietis (2419) 39.7 14.6 35.1 10.5 683
S. abietis (1044) 38.5 14.9 35.9 10.7 652
S. abietis (2416) 39.7 14.6 35.1 10.5 683
S. abietis (2417) 39.7 14.6 35.1 10.5 683
S. abietis (2418) 39.5 14.8 35.4 10.2 683
S. abietis (2420) 39.7 14.6 35.1 10.5 683
S. abietis (2887) 39.5 14.8 35.0 10.7 683
S. viridis (2377) 37.9 14.8 37.2 10.1 683
S. viridis (846) 38.8 14.9 35.4 10.8 649
S. viridis (2378) 37.9 14.8 37.2 10.1 683
S. viridis (1652) 37.9 14.8 37.2 10.1 683
A. laricis (2379) 37.8 14.9 37.0 10.2 683
S. viridis (2375) 37.8 14.9 37.2 10.1 683
S. viridis (2376) 37.8 14.9 37.2 10.1 683
Avg. 38.9 14.6 36.5 10.0 656.7
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Druhova identifikace korovnic (4delgidae) na zékladé molekularnich markert prilohy

Priloha 2
Tabulka obsahu bazi v sekvencich EF 1o markeru

TW) C A G Total
D. vitifoliae (Fitch) 31.7 16.1 29.4 22.8 663
A. laricis (2797) 28.0 21.4 27.1 23.5 617
A. laricis (2796) 28.2 21.4 27.2 23.2 617
A. tardus (2554) 28.8 21.1 27.2 22.9 617
A. tardus (1283) 28.0 21.2 27.7 23.0 617
A. tardus (1284) 28.4 21.2 27.2 23.2 617
A. tardus (1285) 28.2 21.4 27.2 23.2 617
A. tardus (1286) 28.4 21.4 27.4 22.9 617
A. tardus (1287) 28.2 21.7 27.0 23.1 603
A. tardus (2553) 28.7 21.1 27.2 23.0 617
P. orientalis (2480) 28.5 20.3 27.2 23.9 610
D. nordmannianae (815-17) 27.6 21.1 27.4 23.9 602
D. prelii (2633) 28.7 20.2 27.3 23.8 564
D. prelii (1963-74) 27.3 21.0 27.3 24.4 594
G. cooleyi (1270) 28.7 20.1 28.9 22.4 478
P. orientalis (2515) 28.5 20.3 27.2 23.9 610
P. orientalis (2487) 28.5 20.3 27.2 23.9 610
P. orientalis (2486) 28.5 20.3 27.2 23.9 610
P. orientalis (2488) 28.5 20.3 27.2 23.9 610
P. orientalis (2514) 28.5 20.6 27.6 23.2 557
P. pini (2270) 28.5 20.3 27.2 23.9 610
P. pini (2263) 28.5 20.3 27.2 23.9 610
P. pini (2265) 28.7 20.2 27.2 23.9 610
P. pini (2269) 28.9 19.6 27.3 24.2 546
P. strobi (2463) 28.4 20.5 27.9 23.3 610
P. strobi (2217) 28.4 20.3 27.9 23.4 610
P. strobi (2457) 28.4 20.3 27.9 23.4 610
P. strobi (2458) 28.4 20.3 27.9 23.4 610
P. strobi (2462) 28.4 20.3 27.9 23.4 610
S. abietis (2893) 26.2 21.2 29.3 23.3 618
S. abietis (2418) 25.9 21.2 29.4 23.5 618
S. abietis (2420) 25.6 21.2 29.6 23.6 618
S. abietis (2887) 25.7 21.2 29.6 23.5 618
S. abietis (2419) 25.9 21.5 29.3 23.3 618
S. viridis (2849) 27.0 19.9 30.1 23.1 559
S. viridis (1652) 28.4 21.4 27.2 23.0 617
S. viridis (2377) 28.7 21.4 27.2 22.7 617
S. viridis (2378) 28.4 21.4 27.2 23.0 617
A. laricis (2379) 28.5 21.2 27.1 23.2 617
Avg. 28.1 20.7 27.8 23.4 604.9
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