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1. UVOD

Chvostoskoci (Collembola)

Chvostoskoci jsou jedni z nejpocetnéjSich ¢lenoveti na zemi s dlouhou evoluéni historii;
(Engel & Grimaldi, 2004) nejstarsi fosilni chvostoskoci nalezeni v jantaru byly vice nez 400
miliont let stafi. Zcela urcité jsou chvostoskoci monofyletickou vétvi, ktera se brzy oddélila
od linie, jez vedla k vy$§imu hmyzu. Jestli k tomu doslo pfed oddélenim kory$t nebo po ném
vSak jest€ neni jednoznacné vyieSeno, ackoliv nejnovéjsi studie zaloZzené na srovnavani
celych mitochondrialnich genomt tomu nasvédéuji (Delsuc et al., 2003; Nardi et al., 2003a;
Nardi et al., 2003b; Carapelli et al., 2007 ).

Chvostoskokl je zndmo si 7000 druht a vétSina z nich se zivi houbami v ptidé nebo
opadanym listim. Rozsifili se do mnoha prostfedi, od litordlni zéony do hor a jsou zvlasté
pocetni v epifytech tropickych destnych lest (Hopkin, 1997). Taxonomicky je délime do tfi
hlavnich radua:

Artheopleona (asi 5500 druhti) maji protahlé télo, a zastupci ziji jak na povrchu ptdy tak i
cely Zivot pod zemi,

Symphypleona (asi 1000 druhil) s kulatéjsSim té€lem, jsou vyraznéji zbarveni a ziji na povrchu
pudy,

Neelipleona podobajici se predchozim, jsou velice mali (kolem 0,5 mm), ziji v pidé, a patii
do nich pouze 25 znamych druhd.

Nejvyraznéjsim znakem vétSiny chvostoskoki (jez vlastné vedl k jejich taxonomickému
nazvu) je skdkaci orgdn zvany furka. Vyvinula se splynutim ptivéskil ctvrtého zadeckového
¢lanku jako unikovy mechanismus k obrané pted predatory. U druhli zijicich pod zemi je
redukovand, aby nebranila jejich pohybu mezi ptidnimi ¢asticemi, a nékteré druhy ji ztratili
uplné. Maximalni pocet ocek (ocelli) v kazdém oku je osm, ale jsou Casto redukované a
mnoho piidnich a jeskynnich druhti je slepych. VSichni chvostoskoci maji trubicovity organ
,ventralni tubus®, vznikly splynutim ptivéski prvniho zadeCkového ¢lanku. Tento organ je
velice dilezity pro udrzeni vodni rovnovahy ale muize slouzit i k adhezi chvostoskokti na
kluzkém povrchu. (Fountain & Hopkin, 2005).

Vzhledem k jejich rozmérim a malym, jen obtizné¢ pozorovatelnym morfologickym
rozdilim neni snadné tyto ¢lenovce taxonomicky urcovat. Je nutné je fixovat a pozorovat pod
mikroskopem. Casté jsou i ptipady kryptickych druhti u celé skupiny Collembola (Stevens &
Hogg, 2003)



Aplikace barcodingu na rod Folsomia (Collembola) a mitochondrialni genom F. candida UVOD

Protoze jsou nedilnou soucasti vSech pudnich ekosystému a ptfitom velice citlivi na
jejich znecisténi, je jejich mnozstvi a diverzita (tj. druhové spektrum) Casto pouzivana ke
zjisténi vlivu Sirokého spektra polutantli na zivotni prostiedi (Fountain & Hopkin, 2005). Jsou
tedy vyznamnymi bioindikétory, i kdyZ jsou pro svou nepatrnou velikost pouhym okem témét
nepozorovatelni. Nepigmentovany chvostoskok Folsomia candida (Willem, 1902) byl
dokonce vybran jako modelovy druh pro testovani vlivli rliznych latek na kvalitu pudy,
ziejmé pro snadnost, s jakou se daji jeho kultury uchovévat v laboratornich chovech Tento
druh byl také pouzit ke sledovani kontaminované ptidy pfi navraceni do normalniho stavu
(Crouau et al.; 2002, Diez et al., 2001; Fava et al., 1999) nebo v legislativnim procesu
schvalovani novych chemickych latek (Van Straalen, 1997). Mezindrodni standardizacni
organizace (ISO) nedavno vydala protokol pro pouziti druhu F. candida jako
ekotoxikologického testovaciho druhu (ISO, 1999). Tento druh je také mozno pouzit ve Skolni
vyuce, nebot” se na jeho kulturach daji snadno demonstrovat napt. vliv teploty nebo herbicidi
na jeho zivotni cyklus (Moore et al. 2000).

Vzhledem k tomu, jak dilezitym modelovym ekotoxikologickym organismem F.
candida po desetileti byla, je piekvapivé, ze se jeji genetikou téméf nikdo nezabyval. Prvnim
velkym projektem se proto stalo sekvenovani jaderného genomu neboli “The Folsomia
candida EST (Expressed Sequence Tag) project” zapocaty v r. 2004 M.Timmermansem
(Vrije Universiteit, Amsterdam). Prace jeho tymu vyustila do zfizeni webové databaze
“Collembase” (http://www.collembase.org) v r. 2007, jejimz cilem je doplnit potifebné
informace o druhu F. candida, aby se tento druh mohl stat i standardnim genomovym
modelem.

V¢Etsi zajem vSak byl uz diive o mitochondrialni genom jinych druhti chvostoskoki.
Zvlast kompletni mtDNA sekvence muze byt totiz zdrojem informaci na hluboké
fylogenetické tirovni (Curole & Kocher, 1999). Jeji vyuziti bylo prokazano v riznych skupin
zivocichu veetné ryb (Myia et al., 2003), ptaka (Mindel et al., 1999), plazti (Kumazawa &
Nishida, 1999), savct (Reyes et al., 1998) a bezobratlych (Boore & Staton, 2002).
Mitochondrialni DNA je kruhova molekula 15-20 kb dlouhd, ktera obsahuje 37 gent, z toho
13 pro proteiny, 2 pro rRNA a 22 pro transferovou RNA (tRNA), a nekddujici kontrolni
oblast, ktera reguluje transkripci mitochondridlniho genomu. (Boore., 1999). MtDNA je ¢asto
pouzivand pro studium populacni struktury, fytogeografie a fylogenetickych vztahli na
riznych taxonomickych trovnich (Simon et al,. 1994, Boore et al,. 1995, Boore et al., 1998)
protoze se dédi v matetské linii, ma relativné vysokou evoluéni rychlost a nedochézi v ni ke

genetické rekombinaci.
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Porovnani genovych prestaveb mtDNA zivodichli se stava duilezitym nastrojem v
soucasné fylogenetice Pravé tyto pfestavby byly pouzity pro objasnéni fylogenetickych
vztahli mezi hlavnimu liniemi v ramci ¢lenoved (Cook et al., 2005), k ¢emuz pfispélo
osekvenovani  kompletni nebo téméf kompletni mtDNA z chvostoskokti Onychiurus
orientalis, Gomphiocephalus hodgsoni, Podura aquatica a Tetrodontophora bielanensis.

Pro ucely populacni genetiky, fylogeografii nebo molekulérni taxonomii se nepouzivaji
jen celé mitochondrialni genomy, ale hlavné jednotlivé geny nebo jejich ¢asti (napt. 12S
RNA, 16S RNA, COI, COII). Tyto geny se lisi evoluéni rychlosti a tudiz maji vyuziti pro
zkoumani vztahti na riznych taxonomickych urovnich. Nejcastéji pouzivanym markerem u
chvostoskokt je cytochrom oxiddza I (COI), ktera byla vybrana pro projekt DNA barcoding
zapoCaty Hebertem et al. (2003a, b). Je to technika vyuzivajici kratky usek genu pro
cytochrom C oxidazu I (asi 650 bp pobliz 5’ konce) pro presné urceni a pozdéjsi rychlou
identifikaci rostlinnych a zivocisnych druhti (Hebert et al., 2003a). Slouzi nejen k rozliseni uz
znamych druht (Hebert et al., 2003b, Ward et al., 2005), ale také k identifikaci novych nebo
kryptickych druhti (Hebert et al., 2004, Hajibabei et al., 2006; Smith et al., 2006), invazivnich
druhi (Siddal & Budinoff, 2005) a ke stanoveni biodiverzity (Janzen et al., 2005). Pro COI
plati, Ze vnitrodruhovéa variabilita je pod 1%, maximalné 2%, mezidruhové variabilita je pak
vétsi nez 10%, coz zobecnéno znamend, ze variabilita sekvence mezi druhy je 10x vétsi nez
variabilita vnitrodruhova (Hebert et al., 2004). Barcoding je uziteény pravé u chvostoskok,
kteti se mohou lisit ekologicky, ale jejich morfologické znaky, které byly dosud pro taxonomy
hlavnim rozliSovacim znakem, jsou stejné. Bylo tak tspéSné ur¢eno 13 rodt a 19 druht
arktickych chvostoskokti (Hogg & Hebert, 2004)

Pro na$i praci byly vybran rod Folsomia z ¢eledi Isotomidae, jehoz druhy byly na
molekularni Grovni  studovdny jen okrajové pii zjiStovani druhového spektra
severoamerickych lokalit (Hogg & Hebert, 2004) a v rdmci projektu BOLD (Barcoding Of
Life). K hlavnim morfologickym rozliSovacim znakiim tohoto rodu patfi dobfe vyvinuta
furka, absence snovacich bradavek a na zadecku maji spojené posledni tii ¢lanky. Jedinci jsou
v dospélosti 1,5 az 3 mm dlouzi, bili nebo svétle zluti a nemaji o¢i, hlavnim rozliSovacim
znakem je pfitomnost Stétinek (stout setae) na ventrdlni strané¢ manubria furky. Vzhledem
k tomu, v jak odliSnych biotopech se tyto druhy nachézeji, je zde pravé moznost existence
kryptickych druhti (J.Rusek, osobni sdéleni).

Ve své praci jsem se proto zabyvala tim, zda je mozné pomoci barcodingu tyto

morfologicky neodlisitelné druhy rozpoznat. Pro vyznamnost druhu Folsomia candida jsem
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se pak také zabyvala popsanim struktury jeho mitochondrialniho genomu a porovnat ho

s ostatnimi publikovanymi genomy jinych chvostoskokii.
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2. CILE PRACE
1) Naucit se pouziti metod molekularni biologie pro molekularni taxonomii.
2) Druhova identifikace rodu Folsomia pomoci ,,DNA Barcoding*.

3) Stanoveni struktury mitochondrialniho genomu Folsomia candida.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Material

V praci bylo pouzito celkem 8 druhti rodu Folsomia, které byly nasbirany a urceny
prof. J. Ruskem. F. candida byla brana z laboratorniho chovu zalozeného z jedinci, které nam
poskytnuli V. Sustr (Biologické centrum AV CR, UPB), J. Hofman (Vyzkumné centrum pro
chemii zivotniho prosttedi a ekotoxikologii - RECETOX, Pfirodovédeckd fakulta
Masarykovy univerzity) a M. Timmermans (Department of Animal Ecology, Vrije

Universiteit, Amsterdam). Podrobnosti k jednotlivym druhtim jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1. Seznam druhii pouZitych pro DNA barcoding

Druh Lokalita
F. manolachei

zahrada UPB CB

Bilé Karpaty
F.quadriocullata Stromovka CB
Jeseniky, NPR Pradéd

Vrch vyzkum, louka

Sjezdovka pod Petrovymi kameny vzorek
pudy s kapradinami

Velka hole, alpinskd (vrcholova) louka s
porostem liSejniki

NP Sumava D 879
Budislav u Litomysle borovy les
F.candida z laboratornich chov Ceské Budgjovice
Amsterdam
Brno
TiSnovsky kras Kralova jeskyné, TiSnovky déom
F.tesari Tatransky NP, Slovensko | Cervené wvrchy, dolina  Rozpadliny, rostiinné
spole€enstvo Adinostletum alliariae
F.penicula Petrovice u Karviné porost bfiz u haldy
F. inoculata E-595-1
F.ksenemani | gjansky les severni svah Kletg, lugina
F. sensibilis Tatransky NP, Slovensko

Pfi vSech laboratornich analyzach byly pouzivany Spicky s filtrem a sterilni materidl pro

zamezeni kontaminace mezi vzorky nebo cizorodou DNA.

3.1 Extrakce DNA

Chvostoskoci byli pied extrakci DNA fixovani v 96% etanolu, uchovani Zivi
v destilované vodé nebo odebrani pifimo z chovu. Vzorky uchované v etanolu jsme pied
extrakci nechali oschnout na filtracnim papite pii pokojové teploté, dokud se vSechen etanol

neodpafil.



Aplikace barcodingu na rod Folsomia (Collembola) a mitochondrialni genom F. candida MATERIAL A METODY

Pro ziskani DNA jsem testovala Ctyfi razné metody extrakce. Vzdy byli pouziti celi
jedinci, kromé vzorkt F.candida pouzitych pro sekvenovani mitochondrialniho genomu.

V tomto piipadé¢ jsem pouzila smes jedinct z téhoz chovu. .

3.1.1 Chelexova izolace (Hoelzel, 1998)
Cely jedinec byl ptenesen do 300 pl 5% Chelexu (BioRad), rozdrcen pomoci
sterilniho homogenizatoru a inkubovan 60 minut pii teploté¢ 56° C. Po této dobé byl vzorek

promichén a inkubovan 10 minut pii 98°C. I1zolovand DNA byl uskladnéna pii teploté -20° .

3.1.2 Izolace pomoci ZR Genomic DNA II Kit™

Vzhledem k malé velikosti jedinci jsem pouzila protokol vyrobce s nékolika
doporuc¢enymi upravami. Cely jedinec byl pifenesen do mikrozkumavky se 125ul extrakéniho
pufru ,,Genomic Lysis Buffer (GL). Vzorek byl pak zcentrifugovan 6 minut pti 14500 g, coz
usnadnilo naslednou homogenizaci vzorku pomoci sterilniho homogenizatoru. Pak bylo
piidano dalSich 125ul GL pufru a znovu zcentrifugovano. Supernatant byl pfenesen na
sloupecek a centrifugovan 90 sekund pii 14.5g. Pak bylo ptidano 250ul promyvaciho pufru
,»Wash Buffer” a znovu zcentrifugovano 90 sekund pii 14500 g. Tento krok byl jesté jednou
opakovan. Po pfidani 25ul ddH,0, kterd se nechala 3 minuty na sloupku, a po nasledné

centrifugaci doslo k uvolnéni DNA z membrany do vody.

3.1.3 1zolace pomoci DNeasy Tissue Kit (QIAGEN)

Izolace byla proveden podle ndvodu vyrobce.

3.1.4 Izolace extrakénim pufrem (Cox & Hebert, 2001, Frati et al., 2001)

Pro izolaci jsem pouzila extrakéni pufr (EP) o nasledujicim slozeni: ddH,O (885 pl)
1x PCR pufr s MgCl, (100 pl), 1% Tweenu 20 (10 pl) a proteinaza K o koncentraci 100pg/ml
(5 pl). Ke vzorku bylo pfidano 25ul EP a na 15 minut byl zmraZzen na -70°C, pak byl
inkubovan pifi 55°C 8 hodin nebo pii 65°C 2 hodiny. Nakonec byl 15 minut inkubovan pfi
98°C. Izolovana DNA byla uskladnéna pii teploté -20°C.

3.2 Primery
Usek genu pro cytochrom oxidédzu byl amplifikovan pomoci univerzalnich primert
(Folmer et al., 1994), které jsou pouzivany standardné pro tzv. DNA Barcoding (viz Tabulka

2). Jejich polohu vzhledem k referen¢ni sekvenci D. yakuba znazorfiuje Obr. 1.
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Tabulka 2. Primery pro amplifikaci COLI.

Nazev primeru | Sekvence primeru 5'— 3' Smeér
LCO 1490 ° GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG F
HCO 21983 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA R
LCO 1490
_-.
1474 3009
tRNATyr COX1 tRNALeu
-
HCO 2198

Obrazek 1. Schéma umisténi primert pro DNA Barcoding.

Pro amplifikaci jednotlivych usekd mitochondrialniho genomu byly pouzity primery
pievzaté z prace Simon et al. (1994 a 2006) nebo byly navrzeny na zaklad¢é sekvenci
chvostoskoki dostupnych v databazi OGRe (http://drake.physics.mcmaster.ca/ogre/) (Tabulka
3 a 4). Po ziskani prvnich sekvenci F. candida jsme pak také navrhovali primery specifické.
Pozice jednotlivych primert je déna ¢islem, vztazenym na referencni sekvenci D. yakuba.
Kombinace riznych primerti byly zkouSeny pro ziskani ptekryvajicich se PCR produktii o
délce cca 2kbp. Sekvenovani pak probihalo ztéch, které byly dostatecné specifické, tj.
produktem byl jediny fragment ocekavané velikosti). 16 ziskanych fragmenti bylo pifimo

sekvenovano, vétSina z obou fetézcu.

Tabulka 3. Primery pro amplifikaci mtDNA (forward).

Nazev primeru | Sekvence primeru 5'— 3'

TM-J-210b" AAGCTACTGGGTTCATACCC

TBf12 AACCTATTCTTCGATTTCACACTCAG
LCO1490° GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
LPFf1* TGCTTTCCCTTCCAGTTCTTG
FolC1-J-fa? ATGCATTTACTACTTGAAACG
FolC2-J-fa? ACGCTGTGCCAGGACGTCT
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FAf1* CTGAAAGTAAGCGTCGGTCTCT
N3-J-5747 " CCATTTGAATGTGGRTTTGAYCC
N5-J-7077" TTAAATCCTTWGARTAAAAYCC
7Rfor* TACCCATGTTATTAAAGAAAGAA
7Ff14 AGGAGCCTTAGACTGAAA
N4-J-8944' GGAGCTTCAACATGAGCTTT
CB-J-10933" TATGTACTACCATGAGGACAAATATC
LAf1* ATTTCAACTTCCCCCTACG
Coll-LR-12542? | AGCCAGGTTGGTTTCTATCT

Tabulka 4. Primery pro amplifikaci mtDNA (revers).

Nazev primeru

Sekvence primeru 5'— 3'

TBr1* TTGAAGGGCTGTAAAGGATGC

CBrl* ACTAAAGAAGACGCAACCAATGTAAT
FolC1-N-ra’ ATTATAAATTTGGTCGTCTCC

LPRrl* CATATTAAAGTTGGGGTGAT

L2-N 3104 (Pat)’

TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA

FolC2-N-ra* CCGCAAATTTCTGAGCATTG

NAr4? GGTCCCCTCTCGTCTGATA
C3-N-5460" TCAACAAAGTGTCAGTATCA

7Rr1* TTTCTACTTTTGCTCTGACTCCTATT
7Rr2* CTCTTTGTGGGTTTCCGTTTTT
N5-N-7211" TTAAGGCTTTAYTATTTATRTGYGC
N5-N-7793" TTAGGTTGRGATGGNYTAGG

HAr1* CATTTACACTGAGCTTATTTAGA
LR-N-13398' CGCCTGTTTAACAAAAACAT
SR-N-14745b" CCAGCAGYYGCGGTTATAC

'Simon et al.(1994, 2006)

2 navrzeny podle OGRe, Zurovcova a Slamova

3 Folmer (1994)

“ navrzeny podle ziskanych sekvenci F.candida, Zurovcova a Slamova
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3.3 PCR

Pozadované useky DNA byly amplifikovany metodou polymerazové fetézové reakce,
a to na termocyklérech Eppendorf Master Cycler, T3 Termocycler Biometra a T personal
Biometra.

Typickd PCR reakce méla objem 12 ul a obsahovala tyto slozky (pfevzato z navodu
vyrobce pro TaKaRa Ex Taq) : 7,25 ul dd H,O + 1,25 pl 10x Ex Taq pufru (TaKaRa) + 1,0 pl
dNTP (2,5mM kazdy, TaKaRa) + 0,75 pl primer forward (5 uM) + 0,75 pl primer revers (5
uM) + 1,0 pl templatovd DNA (100 ng / ul) + 0,05 ul TaKaRa Ex Taq polymerazy (5
jednotek / pl). Podle potieby bylo pifidano rizné koncentrace MgCl,. Reakce byly
pfipravovany na ledu, polymeraza ptidana jako posledni slozka smési.

Standardni program PCR probihal v nasledujicich krocich : predenaturace piti 94°C po
60 sekund, nasledovalo 35 cykli 94°C 1 minuta, 37-56°C 20-30 sekund, 72°C 1-2 minuty).
Reakci ukon¢ila terminalni elongace pti 72°C po dobu 10 minut.

Pokud se nezdafilo ziskat pozadovany fragment standardnim programem, piipadné
jeho variacemi s jinou teplotou pro nasedani primeru na templat (annealing), pouzila jsem i
metodu tzv. ,step-up“ PCR. Amplifikace pomoci Step-up PCR probihala v nésledujich
krocich : predenaturace pti 94°C po 60 sekund, néasledovalo 20 cykli A (94°C 1 minuta,
37°C 20-30 sekund, 68°C 1-2 minuty) a 20 cyklti B (94°C 1 minuta, 37-56°C 20-30 sekund,

72°C 1-2 minuty). Reakci ukon¢ila terminélni elongace pti 72°C po dobu 10 minut.

3.3 Gelova elektroforéza

Kontrola pfitomnosti a velikosti DNA fragment( byla provadéna elektroforézou
na 1,5% agarozovém gelu. Gel byl pfipraven z agarozy (SeaKeam LE Agarose) a 1x TAE pufru
(50x TAE puft: 242 g TRIS, 57,1 ml kyseliny octové, 100 ml 0,5M EDTA, 1000 ml H,O, pH
8,0). a rozvafenim v mikrovinné troubé. Po ochlazeni na cca 50°C byl nalit do pfipravené formy
s vlozenymi hiebinky a ponechan ptiblizné¢ 40 minut tuhnout pti pokojové teploté. Na ptipraveny
gel bylo naneseno bud’ 5 pul PCR produktu anebo pouze 1 pl, pokud Slo o PCR produkt
precistény.

Elektroforéza probihala ptfi pokojové teploté¢ a napéti 120 V. DNA byla nasledné
barvena v lazni (100 ml 1x TAE pufru + 5 pl ethidiumbromidu o koncentraci 5 pg/ml) po
dobu 25 minut a vizualizovana na UV transiluminatoru (UVP Transilluminator). K odhadu
velikosti naamplifikovanych fragment byl pouzit velikostni marker Lambda DNA

/EcoRI+Hind IIT (Fermentas). Ukazka fotografie gelu po uspésné PCR je na Obrazku 2.
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LambdaDNA/EcoRI+Hinall M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Obrazek 2. Elektroforeogram produkti PCR s primery LCO1490 a HCO2198 (M —
velikostni marker Lambda DNA /EcoRI+Hind III, 1-11 testované vzorky druhu F. candida)

3.4 Purifikace PCR
K piecisténi PCR produktu byly pouzity tfi nasledujici metody, a to podle toho, jak

kvalitni produkt se podafilo ziskat.

3.4.1 DNA Clean & Concentrator' V-5 (ZYMO RESEARCH)

Tuto metodu jsem pouzila pro vzorky, u kterych jsem ziskala specificky, ale slaby
produkt. Proto jsem tuto reakci opakovala ve vétSim objemu a zakoncentrovala podle ndvodu
vyrobce.

3.4.2 Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (ZYMO RESEARCH)

Pokud se vproduktu PCR vyskytlo vice fragment, byly rozdéleny pomoci
elektroforézy, pozadovany fragment vyfiznut z gelu a DNA izolovadna timto kitem podle
navodu vyrobce.

3.4.3 Cisténi pomoci smési Exosap (Dugan et al., 2002)

Cisténi pomoci enzymatické smési ExoSAP-IT® (USB) je postupem pro specifické a
siln¢ koncentrované PCR produkty. Je také doporu¢enym standardem podle protokolu BOLD.
Pouzila jsem upraveny protokol vyrobce, ve kterém jsem snizila mnozstvi pouzité smési
Exosap, ale prodlouzila doby inkubace: k 10 ul PCR produktu byl na ledu piidan 1 pl
Exosapu, nasledn¢ pak byla smés inkubovana 30 minut pfi 37°C a 15 minut pfi 87°C
v termocykléru Perkin Elmer. Poté je produkt piimo sekvenovdn nebo zamrazen po dalsi

pouziti.

11
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3.5. Sekvenovani DNA
Kvalitu ptecisténych PCR produktl jsem opét zkontrolovala pomoci elektroforetické
separace, pii niz také byla vizualné¢ odhadnuta jejich koncentrace porovnanim s velikostnim

markerem Lambda DNA /EcoRI+Hind III (Fermentas).

3.5.1. Sekvenacni smés

Pro sekvenovani byl pouZzit BigDye Terminator v 3.1. Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems). Slozeni reakéni smési pro jeden vzorek (20 ul) : 2,0 pl sekvena¢niho mixu + 3,0
ul 5x sekvenacniho pufru + 1,0 pl primeru (5 uM) + 10 - 40 ng PCR produktu; vSe doplnéno
ddH;,0 do 20 pl.

3.5.2. Sekvena¢ni program
Sekvenacni reakce probehla v 25 cyklech pfti teplotach 96°C 15 s, 50°C 20 s, 60°C 4

min.; s uvodni denaturaci 96°C 1 min. (Eppendorf Master cycler, Perkin Elmer).

3.5.3. Precisténi sekvenacni reakce pomoci Sephadexu a aerosolovych Spicek

Hydratace Sephadexu: Pro pfipravu 10 sloupeckl bylo rozmichéno 0,5 g Sephadex G-
50 v 7 ml MilliQ H,O. Bylo ponechano minimaln¢ 45 min pii 4°C.

Ptiprava sloupecku: 1 ml aerosolova Spicka byla ufiznuta cca 5 mm pod filtrem a
umisténa do 1,5 ml mikrozkumavky. Roztok Sephadexu byl dikladné promichan. Bylo
naneseno 400 pl na kazdy sloupecek a byla protlacena piebytecnd voda. Bylo naneseno
dalsich 400 pl a sto¢eno 2 min pii 1 000 g. Sloupecky byly umistény do novych 1,5 ml
mikrozkumavek.

Cisténi sekvenaéni reakce: Sekvenaéni reakce byla nanesena na sloupek sephadexu.
Sloupecky byly centifugovany 2 min. pii 1 000 g. Precisténa sekvenacéni reakce byla vysuSena

ve Speed-Vac (cca 20 min) pti pokojové teploté.

3.5.4 Sekvenace
Sekvenace byla provedena na ptistroji ABI PRISM 3130xl firmy Applied Biosystems
v Laboratoti genomiky, UMBR AV CR.

3.6 Analyza sekvenci
Pii praci s molekularnimi daty a pro Gpravu sekvenci byly pouzity programy EditSeq a

SeqManll z programového baliku DNASTAR ver. 4.0 (DNASTAR, Inc.). Program EditSeq

12
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slouzil jako textovy editor sekvenci a také pro vyhledavani ctecich rdmct (ORF, open reading
frame) u gend kodujicich proteiny. V programech SeqManll a MEGA verze 4 (Tamura et al.
2007) byly komplementarni sekvence spojeny, upraveny a byla z nich vytvoiena konsensuélni
sekvence. Kontrolni identifikace sekvenci byla provedena pomoci databaze NCBI
BlastSearch (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Aligmenty byly vytvoifeny metodou ClustalW a
také v programu MEGA verze 4, ptipadn¢ byly manualné upraveny.

Statistika sekvekvenci byla provedena v programu MEGA verze 4, geneticka
vzdalenost byla spo¢itdna pomoci modelu Kimura-2-parametr.

V programu MEGA verze 4 byla provedena shlukovaci (klastrova) analyza metodou
Neighbour-Joining (NJ). Pomoci modelu Kimura-2-parametr byly vytvofeny dendrogramy,
(pouzita volba ,Pairwise deletion®). Statistickd podpora stromu byla otestovana pomoci
metody bootstrap (1000 opakovani).

Analyza haplotypt a jejich frekvenci byla provedena pomoci programu DnaSP ver. 3
(Rozas & Rozas, 1999).

Analyza transferovych RNA byla provedena v programu tRNAscan-SE (Lowe &
Eddy, 1997) s nastavenim ,,mitochondrial predictors® a ,,cove score cut off = 1. Protein
kodujici sekvence a rRNA byly identifikovany pomoci programu DOGMA (Wyman et al.,
2004). V ptipadé netspéchu uvedenych programt jsme pouzili alignment (srovnavani)
sekvenci sudaji o genomech dalSich 4 druhii chvostoskokl, uvedenych v databazi

mitochondrialnich genomii OGRe (http://drake.physics.mcmaster.ca/ogre; Jameson et al.,

2003)

13
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4. VYSLEDKY
4.1 Izolace DNA

Izolace DNA byla provadéna pomoci ¢ty riznych metod. Metoda chelexové izolace
pouzivand v zacatcich prace méla velmi nizkou uspéSnost a to zejména pii izolaci DNA
z jednotlivych jedinct. Jako nejlepsi se ukézala metoda Extrakéniho pufru, ktera byla ke

konci prace téméf stoprocentné uspesna.

4.2 Barcoding rodu Folsomia
Oblast genu COI pouzivand pro DNA barcoding byla ziskdna z 28 jedincii z 5 druhti, u
zbyvajicich 3 druhli se nepodatilo osekvenovat. Primérna délka sekvence COI byla 672,5

bazi. Dalsi statistické informace o pouzitych sekvencich jsou uvedeny v tabulce nize.

Tabulka 5. Statistika sekvenci COI.

Druh Nukleotidové frekvence (%) i
(poget jedincd) Délka sekvence
T ) C A G
F. candida (12) 34,5 20,9 25,3 19,4 684
F. manolachei (4) 34,8 18,9 28,1 19,5 560
F. tesari (1) 32,6 23,9 25 18,5 696
F. quadriocullata (9) 35,8 19,4 26,8 18,4 697
F. penicula (2) 30,3 23,4 26,3 20 707
Pramér 33,6 21,3 26,3 19,16 668,8

Pocet variabilnich mist ziskanych sekvenci COI je 310, cozZ je 43,6 % z celkové délky
sekvence.
Pro vyhodnoceni vhodnosti uveden¢ho markeru pro druhovou identifikaci byly

spocitany genetické vzdalenosti uvnitf jednotlivych druhti a mezi druhy navzéajem (Tab. 6, 7)

Tabulka 6. Primérné vnitrodruhové genetické vzdalenosti.

Druh (pocet jedincii) Primér Smérodatna odchylka
F. candida (12) 0,007 0,002
F. manolachei (4) 0,025 0,005
F. tesari (1) n/c n/c
F. quadriocullata (9) 0,147 0,011
F. penicula (2) 0,007 0,003

n/c ... pramér a odchylka nebyla spocitana u druhi s jednim osekvenovanym jedincem
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Tabulka 7. Primérné mezidruhové genetické vzdalenosti.

1 2 3 4 5
1 0,025 | 0,018 | 0,017 | 0,020
21 0,271 0,025 | 0,017 | 0,023
3| 0,207 | 0,265 0,018 | 0,022
41 0,237 | 0,191 | 0,242 0,017
5 0,232 | 0,232 | 0,257 | 0,227

1 — F. candida, 2 — F. manolachei, 3 - F. tesari, 4 — F. quadriocullata, 5 — F. penicula. Cerng

jsou psany praméry, modie smérodatné odchylky od priméru.

Ve 28 sekvencich se vyskytovalo 18 riznych haplotypt (viz Tab.8), které jsou

rovnomerné rozdélené mezi zkoumanymi druhy a rody.

Tabulka 8. Seznam haplotypt COI

druh haplotyp | frekvence | oznaceni jedince
1 9 TK1,2,3,4,5,6,7,
F. candida 2 1 A
3 1 CB
4 1 B
5 1 BK1
F. manolachei 6 1 UPB2
7 1 UPB1
8 1 UPB3
F. tesari 9 1
10 2 JB1, JB2
11 1 JA3
12 2 JA1,JA 2
F. quadriocullata 13 1 S
14 1 CB
15 1 BL1
16 1 BL2
F. penicula 7 1 1
18 1 2

Vysledkem shlukovaci analyzy je dendrogram (Obrazek 3), ktery na zakladé

vypoctené genetické vzdalenosti ukazuje, jak dalece jsou si vzorky podobné.
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F.candida TK1
52 F candida TK3
F.candida TK4
56! F.candida TK2
| F.candida TK9
F.candida TK6
| { F.candida TK5
F.candida TK7
100 F.candida B
é{» F.candida A
69 521 F.candida CB

F.candida TK8
F .tesari

50 57 F.quadriocullata CB
1 75|‘: F.quadriocullata BL2

190f L_ F quadriocullata BL1
F.quadriocullata S

g7r- F.quadriocullata JA1
94 100 [ F.quadriocullata JA2
F.quadriocullata JA3
— 100— F.quadriocullata JB1
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F.manolachei BK1
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Obrazek 3. Dendrogram COI (Neighbour-Joining, Kimura-2-parametr, Pairwise deletion,
Bootstrap 1000x) Zobrazeny jsou jen hodnoty bootstrapu 50 a vyssi. Jako outgroup pouzita
Podura aquatica (pievzato z databaze GeneBank, AY665319). Jednotlivé druhy jsou odliSeny
riznymi barvami. Cisla oznaduji rizné jedince z téZe lokality: TK — Té&$insky kras, CB —
Ceské Budgjovice, BL — Budislav u Litomysle, JA — Jeseniky, Velka Hole, JB — Jeseniky —
sjezdovka, BK — Bilé Karpaty, UPB — zahrada UPB v CB

4.3 Mitochondrialni genom Folsomia candida
Podafilo se nam osekvenovat celkem 10023 bp mitochondrialniho genomu F. candida,
a to ve dvou fragmentech dlouhych 7766 bp a 2257 bp, poloha téchto fragmentii na geonomu

G. hodgsoni je na Obr. 4. V téchto usecich jsme identifikovali 16 genl pro transferovou
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RNA, 10 gent kodujicich proteiny a dva geny pro ribozomalni RNA. Genomova mapa je
v Piiloze 1. Na ,hlavnim*“ fetézci (J-strand) je kodovano 17 gent (coxl, tRNAYUR
tRNA"S, tRNA®P, atp8, atp6, cox3, tRNA®Y, nad3, tRNAM2 tRNAAY, tRNAM", tRNASACN,
tRNA®", nad2, tRNA™™) a prot&jsi fetdzec (N-strand) koduje dalsich 9 gend (tRNAP™, nads,

nadl, tRNA""UR [rRNA (16S), tRNA"?, SrRNA (12S). Pofadi geni, jejich délka a pozice na

, COX2,

J/N ftetézci je v Tabulce 9.

Frekvence nukleotidii A+T v celém genomu je 69,4 % (A = 35,7 %; T = 33,7 %;
C=13,0%; G=17,7%). V genech koédujicich protein je obsah A+T 69,1%, 78 % v tRNA a
74,7 % v rRNA. Frekvence nukleotidii pro jednotlivé geny je v Tabulkach 10, 11 a 12.

/

y 4

Obrazek 4. Poloha nami osekvenovanych fragmenti na geonomu G. hodgsoni.
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Tabulka 9. Potadi gentl, délka a pozice na osekvenovaném fragmentu a na J/N fetézci.

gen/tRNA ‘ zacatek ‘ konec ‘ délka ‘ JIN (+/-)

Fragment 1
ND2 nc 1 1049 1048 J
Trp 1048 1113 65 J
Cys 1174 1113 61 N
Tyr 1242 1178 64 N
COX1 1244 2782 1538 J
Leu-UUR 2778 2841 63 J
COX2 2842 3528 686 J
Lys 3528 3605 77 J
Asp 3605 3671 66 J
ATP8 3672 3848 176 J
ATP6 3842 4525 683 J
(Ser-UCN) 4165 4070 95 N
COX3 4533 5321 788 J
Gly 5325 5390 65 J
ND3 5391 5732 341 J
Ala 5754 5815 61 J
Arg 5819 5880 61 J
Asn 5879 5942 63 J
Ser-AGY 5942 6016 74 J
Glu 6012 6078 66 J
Phe 6146 6081 65 N
ND5 nc 6152 7766 1614 N
Fragment 2
ND1 nc 1 320 319 N
Leu-CUN 324 405 81 N
16S RNA 1636 406 1230 N
Val 1637 1704 67 N
12S RNA nc 1705 2257 552 N

nc ... sekvence neni uplna

4.3.1 tRNA

V ziskané sekvenci jsme za pomoci programu tRNAscan-SE (Lowe & Eddy, 1997)
nebo srovnanim s diive publikovanymi sekvencemi identifikovali 16 tRNA. tRNAscan-SE
také umoznil predikci jejich sekundarni struktury a uspofadani do typickych ,trojlistki* (viz

Obr. 5), nukleotidové slozeni a antikodony jednotlivych tRNA jsou v Tab.10.
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Tabulka 10. Nukleotidové slozeni jednotlivych tRNA a jejich antikodony.

nukleotidové frekvence (%)

tRNA antikodon
T (U) C A G

Trp 32,3 | 12,3 | 415 | 13,8 tca
Cys 45,2 32 | 452 | 6,5 gca
Tyr 32,3 20 40 7,7 gta
Leu-UUR | 37,5 7,8 | 40,6 | 141 taa
Lys 346 | 154 | 346 | 154 ctt
Asp 43,3 6 40,3 | 104 gtc
(Ser-

UCN) 479 [ 104 | 323 | 94 tga
Gly 34,8 | 10,6 | 455 | 91 tcc
Ala 324 | 11,3 | 37,1 | 194 tgc
Arg 31,1 1197 [ 279 | 21,3 tcg
Asn 37,3 | 16,0 [ 33,3 | 133 ni
Ser-AGY | 36,5 | 16,2 | 33,8 | 13,5 ni
Glu 43,3 6 433 | 75 ttc
Phe 34,8 | 242 | 31,8 | 9.1 gaa
Leu-CUN | 34,1 | 134 | 46,3 9 tag
Val 353 | 13,2 | 39,7 | 11,8 tac

ni ... nelze identifikovat
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Obrazek 5. Sekundarni struktura tRNA uréend pomoci tRNAscan-SE (Lowe & Eddy, 1997),

antikodony jednotlivych tRNA jsou na , listku“ orientovaném smérem dold.

4.3.2 Geny kédujici proteiny
Devét genti kodujicich protein bylo v sekvencich identifikovdno pomoci programu

DOGMA (Wyman et al., 2004) a srovnanim s diive publikovanymi sekvencemi ostatnich
chvostoskoki (Onychiurus orientalis, Gomphiocephalus hodgsoni, Podura aquatica a
Tetrodontophora bielanensis; OGRe databaze). Primérny obsah A+T ve vSech sekvencich

kodujicich protein je 69,1 %, pii¢emz nejvyssi byl v genu ndl (73,5 %) a nejnizsi v COX3

v Tabulce 11.
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VYSLEDKY

Tabulka 11. Statistika sekvenci gent kédujicich proteiny.

Nukeotidové slozeni (%) o )

Geny Iniciaéni | Terminacni
T (U) C A G kodon kodon
COX1 35,3 20,6 26,8 17,2 atg taa
COX2 33,4 19,5 33,8 13,3 att taa
COX3 33,8 26,7 28,1 17,4 atg tag
ND1 50,4 10,7 23,1 15,7 ata nc
ND2 39,1 17,7 32,7 10,5 nc taa
ND3 36,2 19,5 32,9 11,4 att taa
ND5 42,6 14,3 252 17,8 nc tag
ATP6 37,3 18,9 32 11,7 atg taa
ATP8 34,5 20,3 33,9 11,3 att taa
Pramér 38,3 17,1 30,8 14,3

nc ... netplna sekvence

4.3.3 Ribozomalni RNA

Pomoci programu DOGMA (Wyman et al., 2004) pro anotaci genomi byly v nami

ziskanych sekvencich identifikovany 2 geny pro ribozomalni RNA, jeden pro velkou a jeden

pro malou ribozomalni podjednotku. Primérny obsah A+T je 74,7 %. Nukleotidové sloZeni

jednotlivych genti je uvedeno v Tabulce 12.

Tabulka 12. Statistika sekvenci ziskanych genti pro RNA

Nukeotidova variabilita
Geny
T (U) C A G
RNL 38,9 10,6 33,9 16,7
RNS nc 39,9 9,3 36,7 14,2
Primér 39,4 9,95 35,3 15,45

nc ... neuplna sekvence
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5. DISKUZE
5.1 Izolace DNA

Byly vyzkouSeny c¢tyfi rizné postupy izolace DNA z jedinct i ze smésného vzorku
z laboratornich chovli. Jako nejvhodnéj$i se ukdzala metoda Extrakéniho pufru (Cox &
Hebert, 2001; Frati et al. 2001), kterou bylo mozné ziskat DNA 1 z né¢kterych velmi malych
druhi (F. tesari). Pii izolaci DNA pro sekvenovani mitochondrialniho genomu se osvédcil
upraveny postup s pouzitim ZR Genomic DNA II Kit™. Chelexova izolace se dafila jen ze
smésnych vzorkd, ale s mnohem mensi uspésnosti nez pomoci kitu.

Neuspéchy pii kterémkoli typu izolace mohly byt zplisobeny velmi malou velikosti
jedinci nebo degradaci DNA pfi uchovavani vzorkl v etanolu. Naopak u jedincii Zivych nebo

uchovanych kratkou dobu v destilované vod¢ byla izolace tispé$na ve vétsSing pripadi.

5.2 Pouziti molekularniho markeru COI (DNA barcoding) pro identifikaci druhii rodu
Folsomia

Zakladnim ptfedpokladem uspésného pouziti barcodingu pro identifikaci druhi je, ze
vnitrodruhova variabilita DNA sekvenci tohoto markeru by méla byt zhruba 10x vyssi nez
vnitrodruhova. Dulezité vSak také je, v jakém rozmezi se tyto variability pohybuji, nebot’ jde
pfedevsim o to, aby se tyto dva parametry vyznamné nepiekryvaly.

V praci Hogga a Heberta z roku 2004, kde urcovali znamé druhy arktickych zéastupct
ttidy Collembola, byla pozorovana ve vétsiné piipadi vnitrodruhova variabilita pod 1 % a
mezidruhova vzdy piesahla 8 %. V ramci druhu F. quadriocullata ale variabilita dosahovala
13 %, coZ autofi pfipisuji pfitomnosti dosud nepopsanych sesterskych druhli. Pfitomnost
téchto morfologicky nerozlisitelnych blizce ptibuznych (tzv. kryptickych) druhi je ve skupiné
Collembola dobfe znama (Stevens & Hogg, 2003), proto je tento zavér velmi pravdépodobny.
Primérné zastoupeni A+T v ziskanych frekvencich bylo 60 %, coZ odpovida ndmi zjisténé
hodnoté 59,9 %

Primérna mezidruhova variabilita v nasem souboru rodu Folsomia byla 23,5 % (18 —
32 %), vnitrodruhova variabilita s primérem 4,5 % se pohybovala mezi 0 — 10 % a 18 — 28 %.
AvSak urovné 18-28 %, kde se hodnoty ptekryvaji, nabyvala pouze v ramci druhu F.
quadriocullata (zjisténa vysoka hodnota vnitrodruhové variability tohoto druhu je v souhlasu
s ptedchozimi vysledky Hogga a Heberta, 2004). Pfi¢inou je pravdépodobné to, ze zkoumani
jedinci tohoto druhu pochézeli z péti riznych lokalit i odliSnych biotopi. Odpovida tomu i

jejich rozdéleni do tii skupin v dendrogramu (Obr.3) Jedinci z Jesenikd byly v dendrogramu
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umisténi do dvou vétvi, coz odpovida jejich ptivodu z riznych populaci zijicich v odlisnych
prostiedich. Mohlo by se tedy jednat o kryptické druhy, ovSem k potvrzeni této teorie by bylo
tteba analyzovat vétsi pocet jedincii z kazdé populace. Dals§i vétev prekvapivé spojuje
zastupce pochazejici z pomérné vzdalenych lokalit (Budislav u Litomysle, Sumava a Ceské
Bud¢jovice), jejich zahrnuti do jedné skupiny ale muze byt zkreslené malym poctem
analyzovanych jedincii (2 z Budislavi u Litomysle a pouze po jednom z CB a Sumavy).

Kdyz vypustime takto zptisobené vysoké hodnoty vnitrodruhové variability odpovidaji
ziskana data hodnotdm zjiSténym u ostatnich chvostoskokii. Toto je mozné pozorovat pfi
srovnani histogramti vytvofenych na zakladé matice genetickych vzdalenosti (analyza
Pairwise distance calculation, Kimura-2-parametr v programu MEGA verze 4) na Obr. 6 a
histogramt ziskanych z databdze BOLD (www.barcodinglife.org) na Obr. 7. V obou

ptipadech je vnitrodruhova variabilita nejcastéji v rozmezi 0 — 2 % a mezidruhova 22 — 26 %.
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Obrazek 6. Vnitrodruhova a mezidruhova variabilita genu COI u rodu Folsomia
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Obrazek 7. Vnitrodruhovéa a mezidruhova variabilita genu COI u skupiny Collembola

(ptevzato z databaze BOLD, www.barcodinglife.org)
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Nejnizsi variabilita byla zjisténa uvnité druht F. penicula (0,7%), avsak to nemusi
nutn¢ znamenat genetickou homogenitu této populace, protoze sekvence byly ziskany pouze
ze dvou jedincl. Stejnad mira variability byla zjisténa u druhu F. candida, ktery byl zastoupen
celkem 12 jedinci a to jak z pfirodni populace (TéSinsky kras), tak ze tii laboratornich chova
zalozenych ze vzorkli zgeograficky vzdéalenych lokalit. VSichni tito jedinci jsou
v dendrogramu zatrazeni do jedné skupiny, kterd je podpoifend vysokou hodnotou bootstrapu.
To ukazuje na pravdépodobnou homogenitu tohoto druhu, ackoli pro potvrzeni by bylo tfeba
analyzovat jedince z dalSich pfirodnich populaci. Tento druh je vSak povazovan za velmi
,cestovatelsky*, nebot’ se Casto dostava na velké vzdalenosti diky lidské c¢innosti, napf.
vpudé komercné Sifenych hrnkovanych rostlin (Fountain a Hopkin, 2005), takze
homogenizace populaci mize byt skutecnd. Populace jsou také pievazné tvofeny

partenogenetickymi samicemi, coz muize ptispét ke stejnorodosti i v rdmci jediného vzorku.

5.3 Mitochondrialni genom Folsomia candida

V soucasnosti jsou znamy pouze 2 kompletni mitochondridlni genomy chvostoskokt.
a to Gomphiocephalus hodgsoni a Tetrodontophora bielanensis. U dvou dalSich druhd
(Onychiurus orientalis a Podura aquatica) je sekvence neuplna (chybi ¢ast zahrnujici pocatek
12S RNA a AT rich oblast), ale tyto jsou blizce ptibuzné vyse uvedenym druhtim. Podle
nejnove¢jsi prace Carapelliho et al. (2007) jsou jiz osekvenovany dalSi 4 druhy, jejich
sekvence vSak jesté nebyly zvetejnény a uvedena publikace se zminuje jenom o fylogeneticky
vyznamném potadi gend. Z téchto diivodi jsme se pfi srovnavani ndmi ziskanych dat opirali
piedevsim o Gomphiocephalus hodgsoni, ktery je fylogeneticky rodu Folsomia nejblize, a
dalsi kompletni genom T. bielanensis. Tento vSak vykazuje n¢kolik translokaci (Pfiloha 1),

ziejme specifickych pro tuto evoluéni linii.

5.3.1 Popis genomu

Ziskali jsme sekvenci mitochondrialniho genomu F. candida pokryvajici cca 65 %
z predpokladané velikosti, a z dané sekvence jsme ziskali mnoho poznatki o struktufe
mitochondrialniho genomu. Zjisténé poradi genl je stejné jako u G. hodgsoni s vyjimkou
tRNA®YN | ktera byla u F. candia nalezena v oblasti genu atpé kodovana na N fetdzci,
zatimco podle genomu G. hodgsoni by méla leZet v zatim neosekvenované Casti (mezi Cytb a
nd1) na J fetézci. U T. bielanensis je tento gen mezi tRNAM® a tRNA®", coz je pravé jedna

z prestaveb, které ji odlisuji od G. hodgsoni. U nékterych gent bylo zjisténo nékolik piesaht
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(celkem 7), kdy cteci ramec jednoho genu zasahoval do jiného. Tento jev je u cClenovci

pomérné Casty (Boore, 1999), takze F. candida neni v tomto ohledu zadnou vyjimkou.

5.3.2 tRNA
Pii porovnani sekvenci jednotlivych tRNA se sekvencemi ostatnich Ctyf
osekvenovanych druhii chvostoskoki byla zjiSténa nejvétsi variabilita u tRNA®Y® (71,9 %) a

nejnizsi u tRNA™®. Hodnoty pro ostatni tRNA jsou v tabulce nize.

Tabulka 13. Pocet variabilnich mist jednotlivych tRNA v porovnani s tRNA ostatnich
osekvenovanych druhii.

(Ser
UCN)

Leu
CUN

Ser-

tRNA Trp | Cys | Tyr |Leu2| Lys | Asp AGY

Gly | Ala | Arg | Asn Glu | Phe Val

pocet variabilnich

mist (%) 54,4719 | 415 | 47,0 | 12,7 | 522 | 43,1 | 63,2 | 46,0 | 67,2 | 70,4 | 68,9 | 60,3 | 64,3 | 32,9 | 50,0

U dvou tRNA (pro tRNA™" a  tRNA%*™ ) které se nepodafilo identifikovat pomoci
tRNAScan-SE, ale na zaklad¢ porovnani se sekvencemi ostatnich chvostoskokt, nebylo
mozno spolehlivé predikovat sekundarni strukturu. I kdyz jsme se pokusili ji sestavit pomoci
programu Sfold (Ding a Lawrence, 2003, http://sfold.wadsworth.org/) ur¢eného pravé pro
praci s RNA, ani jedna tRNA neméla charakteristickou strukturu ,trojlistku®. Bude tedy
nutné dalsi ovéteni jejich sekvence, pripadné parametrd, nezbytnych pro spravnou strukturalni
predikci.

Otéazkou také ziistava umisténi tRNAY YN, ktera je podle vysledku tRNAScan-SE ve
¢tecim rdmci atp6, coz by bylo velmi neobvyklé. Vzhledem k tomu, Ze by byla pfesunuta
z oblasti, jejiz sekvenci se zatim nepodafilo ziskat, nelze o tomto umisténi spolehlivé
rozhodnout. Pfi pfi praci s uvedenym programem jsme ale zjistili, ze k takovému ,,faleSnému
umisténi tRNA mtize také dojit v dusledku nastaveni vyhledavacich parametri na velmi nizké

hodnoty.

5.3.3 Geny kodujici proteiny

Ze 13 genl kodujicich proteiny, které se v mitochondriich vyskytuji se podaftilo
osekvenovat 6 kompletnich genti a 3 Castecné. Jejich poradi v genomu se shoduje s porfadim
zjisténym u G. hodgsoni.
cox3), tii ATT (cox2, atp8 a nd3) a jeden ATA (ndl). Jsou to triplety, kterymi obvykle

za¢inaji mitochondridlni geny mnohobunéénych zivocichi (Boore, 1999), stejné jako
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nalezené terminacni kodony; TAA v Sesti genech (nd2, cox1, cox2, atp8, atp6, nd3) a TAG u
genu nd>5.

5.3.4 Ribozomalni RNA
Byly identifikovany ob& ofekavané rRNA umisténé mezi tRNA v pofadi tRNA-"
CUR IrRNA (16S,) tRNAY® a srRNA (12S), coz odpovida poradi u G. hodgsoni.

5.3.4 A+T oblast

[ ptesto, ze se dafilo naamplifikovat tuto oblast nékolika riznymi kombinacemi
primerd, sekvenovani nikdy neposkytlo vysledky pouzitelné pro analyzu. Obvykle totiz
dochazelo k amplifikaci n¢kolika produktl o rizné velikosti, které se ani po izolaci z gelu a
precisténi nedafilo sekvenovat. Tento problém vSak neni ojedin€ly. Jak je mozno vidét
v databazi OGRe, u fady nekompletnich genomi chybi pravé tento usek (viz napi. netplny
genom O. orientalis a P. aquatica). Je to zptisobeno piedevsim vysokym obsahem nukleotida
A+T , podle nichz se dany usek jmenuje, a také jeho sekundarni strukturou. Nukleotidy se
navic nachéazeji v delSich opakovanych tusecich, jeZ zpusobuji ptredasné ukonceni PCR
amplifikace ¢i sekvenacni reakce. Tento problém se jevi jako feSitelny amplifikaci del§iho
fragmentu, ktery by danou oblast zahrnoval (Burger et al., 2007) nebo zaklonovanim vsech

PCR produktt a jejich naslednym sekvenovanim.
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6. ZAVER

Testovali jsme pouZiti mitochondrialniho molekularniho markeru COI pro druhovou
identifikaci vybranych zastupci rodu Folsomia (Collembola). Marker byl Uspésné
amplifikovan a osekvenovan. Alignment sekvenci byl pouzit pro vytvoreni dendrogramu
metodou Neighbor-Joining s pouzitim modelu Kimura-2-Parameter. Zjistili jsme primérnou
mezidruhovou variabilitu 23,5 % a vnitrodruhovou variabilitu 4,5 %, pticemz u vétSiny druh
byla do dvou procent, jen u F. quadriocullata dosahovala 13 %. Vybrané druhy se podafilo
rozdélit podle predpokladu a ukazat pravdépodobnou piitomnost kryptickych druhti uvnitt
druhu F. quadriocullata.

Ziskali jsme také pfiblizné 2/3 mitochondrialniho genomu F. candida, kde jsme
identifikovali 16 gent pro tRNA, 9 genl kddujicich proteiny a dva geny pro ribozomalni
RNA. Pozice vSech nalezenych genti se shoduji s pofadim zjisténym u G. hodgsoni, a jejich
charakteristika se vyrazn¢ neodliSuje od ostatnich mitochondridlnich genomii zastupcii fadu

Collembola.
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8. PRILOHA

T. bielanensis

M ND2 W C- ¥- COX L2 COX2 K D ATP8 ATP& COX3 G ND3 A RN S2 E F- ND5- H- ND4- ND4L T P- ND6 -ND1- L- RNL- V- RNS- Q-1 S

D. yakuba

M ND2 W C- ¥- COX L2 COX2 K D ATPS8 ATPG COX3 G ND3 ARN S2 E F- ND5- H- ND4- ND4L T P- ND6 -5 ND1- L-RHNL- V- RNS- | Q-

Gomphiocephalus hedgsoni

M ND2 W C- ¥- COX L2 COX2 K D ATPS8 ATPS COX3 GND3 ARN S2 E F- ND53- H- ND4- ND4L T P- ND& -S ND1- L-RHNL- V- RNS- | Q-

Folsomia candida

ND2 W C- ¥- COX L2 COX2 K D ATP8 ATPE S- ATPS COX3 G ND3 A R N S2 E F- NDS- ND1- L-RNL- V- RNS-

Piiloha 1. Poradi genti v genomu F. candida a srovnani s G. hodgsoni, T. bielanensis a D. yakuba. Sipky znazorfiuji translokace.
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