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1. Seznam zkratek

DNA -
MtDNA -
AFLP -
ITS -
EFa -
kbp -
tRNA -
rRNA -
MRNA -
totRNA -
CO -
ATP -
CytB -
SSR -
VNTR -
STR -
PCR -
EPIC -
Rh -
ul -
ml -
mg -
mM -
BSA -
EDTA -
PAGE -
dNTPs -
ddH,O -
uv -
X-gal -
IPTG -
APS -
cDNA -
gDNA -
rpm -

deoxyribonukleova kyselina
mitochondrialni DNA

Amplified Fragment Length Polymorphism
Internal Transcribed Spacer
elonga&ni faktora

kilo base pair

transferova ribonukleova kyselina
ribozomalni ribonukleova kyselina
messenger RNA

total RNA

cytochrom oxidaza
adenosintrifosfat

cytochrom B

simple sequence repeats
variable number tandem repeats
short tandem repeats
polymerazovéettzova reakce
exon-primed intron-crossing
relative humidity

mikrolitr

mililitr

miligram

milimolarni

bovine serum albumin

kyselina ethylendiamintetraoctova
polyakrilamidova gelova elektroforéza
deoxynukleotid trifosfat

double distilled water

ultraviolet
5-Bromo-4-chloro-3-indolyn-D-galaktozid
Izopropyl-thio-D-galaktozid
ammonium persulphate
.complementary“ DNA

genomova DNA

ot&ky za minutu



2. Cil prace

Zavést metodu mikrosatelitnich markea s jejich pomoci analyzovat genetickou
variabilitu populacDiuraphis noxia(Aphididae) a ufit fylogeografii tohoto druhu

Otestovat vhodnost markeru EPIC-PCR pro uvedenly Druraphis noxia(Aphididae)



3. Uvod

3.1. Biologie a roz&eni mSiceDiuraphis noxia

Celed” Aphididae (mSicoviti), jedna z& €eledi Aphidoidea, je v rimeéadu Hemiptera
monofyleticka a je pbuznéceledim Adelgidae a Phylloxeridagjq®mz vzajemné vztahy mezi
témito tremi celedmi nejsou zatim zcela vyja&mé. Je to starobyla skupina, jejiz sgale
piedek se vyskytoval iplizn¢ pred 250 miliony let. Jednotlivé ptaty a celedi se
pravdépodobré zataly oddlovat v obdobi jury fed 150 miliony let (Martinez-Torres et al.,
2001).

Na celém s#t¢ se vyskytuje kolem 4700 dratAphididae (mSicovitych) a zhruba 450
druhi se nachazi na rostlinach, ale jen asi 100 ijghisgsre rozSfeno do zerédélskeho
prostedi, kde maji zasadni ekonomicky vyznam (Martinezds et al., 2001). Zastupgledi
ms3icoviti jsou celosttové rozStenymi SKidci rostlin a jejich vyskyt je vazan na rozsii
hostitele (Franzen et al., 2008).

MSice maji mutualisticky vztah s endosymbiotickyrbakteriemi, které Ziji ve
specializovanych hikach, bakteriocytech. Primarnim endosymbiontem jsalterie druhu
Buchnera spz ¢eledi Enterobacteriaceae (Martinez-Torres et 8012 Tyto bakterie dodavaji
mSicim potebné esencialni aminokyseliny.

MSice zhoubn& Qiuraphis noxia Kurdjumov) je fazena dofadu stejnokdli
(Homiptera),celedi mSicoviti (Aphididae). Jedna se o vyznamngkimice pSeniceT{riticum
aestivum a je&mene Hordeum vulgarg(Ennabhli et al., 2009), ale také ptamwstoucich rostlin,
které mohou poskytovddiuraphis noxia biotypovou a genetickou diverzitu (Weiland et al.
2008). Van Emdea a Harrington (2007) uvadi, Ze iprmminka oDiuraphis noxiaje datovana
jiz roku 1914 v ruské literate. MozZna proto se také oznge jako ,Russian wheat aphid®,
tedy ruskd mSice pSema.

MSice zhoubnaQiuraphis noxid ma nekké Zlutozelené #etenovité &o s voskovitym
povrchem a jeji délka se pohybuje od 1,5 do 2,5 gento herbivorni hmyz s bodagavym
astnim astrojim, které posSkozuje rostlinu sanimutiek z rostlinnych pletiv. B piijiméani
potravy dochazi k vykkovani slin obsahujicich enzymy, kteréigpbuji posSkozeni rostliny.
Zaroveh mize @ napadeni rostliny dochazet Kemosu virovych a jinych chorob. Tyto
choroby zfisobuji typické bil&i Zluté pruhy na listech a také svinovanidisio rulicek, které
tak mSicim poskytuji négpmou ochranu fed insekticidy, ale takéred @irozenymi predatory
(Payton, 2004). V poskozenych pletivech dochaadukci chlorofylu a, b a karotendidcoz

vede k poklesu fotosyntézy (Franzen et al., 2008).
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Aphididae, tedy Diuraphis noxia maji slozity zgisob rozmnozovani. Vyskytuje se zde
jak holocyklicky tak i anholocyklicky zisob Zivota (Hales et al., 1997).

Uplny cyklus (holocyklus) je dvoulety, vyzisie se sidanim dvou hostitél(p3enice x
jeémen). Tento zfisob rozmnozovani se uplaje predevsSim v chladnych podminkach (van
Emdena a Harringtona, 2007).

Neuplny cyklus (anholocyklus) je pouze jednoletysamice #stavaji na jednom
hostiteli. Prvni pohlavni generace klade na podapiozena vajka, ze kterych se lihnou
neokidlené samice, které se rozmnoZzuji nepohdapomoci apomiktické partenogeneze. To
znamena, Ze zde neprobihd meidza, a proto aniigemaekombinace. i#° tomto zpisobu
rozmnozovani davaji Zivorodé samice vzniknout dalZivorodym neokdlenym samicim
(klonam). Tyto klony jsou geneticky identické, ale motsmizde vyskytovat odlisné fenotypy.
Vzniklé klony dosgji béhem 7 — 10 din a z&nou produkovat vlastni potomstvo. Kazda
partenogeneticka samice v embryonalnim stadiuljgabuje svoji vlastni dceru j&ied tim,
nez se narodi. Toto ,teleskopické“ mnozeni vedgcklému nakistu mSici populace. Ret
partenogenetickych cyklje zavisly na teplét Pri ménicich se teplotnich podminkachizau
Zivorodé samice plodit prepohlavni a pohlavni jedinTyto vejcorodé samice a samci
dospivaji déle. Vejcorodé samice se po dosazeniaywhdosglosti sp& se samcem a
nasledyd nakladou vajika na stonky rostlin (Hales et al., 1997).

Mohou vznikat jak okdlené (alatae) tak i netikllené (apterous) formy v zavislosti na
okolnim prostedi. Ri nedostatku prostoru naiyodni hostitelské rostlin migruji okiidlené
samice na jinou hostitelskou rostlinu a mohou takrgiovat v rozmnozovani (Obr. 1) (Hales
et al., 1997).

RozmnoZzovaci schopnost tohoto hmyzu je obrovskhe® rékolika dni dokaze zgit
az 70% urody obili (van Emden a Harrington, 2007).



Obr. 1: Zivotni cyklus Aphididae
(http://nucleodecenio.blogspot.com/2007_09 01 aechiml)
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Pavodni vyskyt mSice zhoubn®iuraphis noxid je v oblasti Afganistanu, Iranu a v
zemich okolo Sedozemniho me. Koncem 70. let 20. stoleti secahtento Skdce Sfit do
severni a nasledn do jizni Afriky a také Evropy. Zgstkem 80. let 20. byla objevena na uzemi
Mexika (Gilchrist et al.,1984) a o Sest let pogdse rozsfila do celé Severni a Jizni Ameriky
(van Emden a Harrington, 2007). &kské republice sBiuraphis noxiapoprvé objevila na
jeémeni zhruba fed 15 lety (Stary et al., 2003). V dnesni &sk vyskytuje po celém &¢ s

vyjimkou Australie.



Obr. 2: Migrace a oblasti vyskytDiuraphis noxiapodle analyzy AFLP
(Liu, X., et al., 2010).
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3.2.Hospoda‘'sky vyznam a studium genetické struktury populaci

MSice jsou velmi vyznamnymi $kici hospod#skych plodin. Mohou poSkozovat
rostlinna pletiva, zfisobovat odumirani rostlin a jsou vyznamnynermsSeéi nejrizrejSich
rostlinnych vifi. SamotndDiuraphis noxiaje spojovana s fgnosem viru Zluté zakrslosti
jeémene (Kiplagat, 2005). Proto je velmilézité se vyzkumem mSic zabyvat.

Abychom mohli proti Skdcaim &inné bojovat, musime spravrurcit jeho druh. MSice
vykazuji v rdmci druh obrovskou morfologickou plasticitu. Morfologickénaky umoau;ji
identifikaci pouze u dosfych jedindi (Foottit a kol., 2008), a proto se jako nejvh&dnpro
studium druhu jevi pouziti molekularnich markerTy jsou schopny it piesré druh
jakéhokoliv organismu, ze kteréhoiaheme extrahovat DNA. Molekularni markery jsou
hlavnim nastrojem populai genetiky, ktera jeidezitym prostedkem pro studium genetické
struktury zZivych populaci. (Foottit et al., 2008&lEs, 1997; Nordborg a Innan, 2002).

Dosavadni studie poukazuji na pouZittkolika marketi, jako jsou markery pro
mtDNA, mikrosatelity¢i AFLP.

Shufran et al. v roce 2007 nenalezli variabilitDiuraphis noxiana zéklad zkoumani
oblasti COIl u populaci z USA, Mexika, Kanady, FiencTurecka a jizni Afriky. Totéz
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potvrdili i dali studie z populaci z Etiopiéeské republiky, jizni Afriky, Turecka, Syrie &tp
biotypi z USA (RWA 1 — RWA 5), kterymi se zabyvali ShufrafPayton v roce 2009.

Dolatti et al. v roce 2005 studovaliipdni populacé®iuraphis noxiav iranu analyzou
mikrosatelifi. Z 376 jediné izolovali 50 genotyp a odhalili velky nedostatek heterozygot
Objevili mnoho vzéacnych genotfyp To poukazuje na to, ZBiuraphis noxianeni v iranu
obligatreé partenogenetickd, jak sévmdné myslelo, ale v &kterych oblastech se vyskytuje i
pohlavni rozmnozovéani. Vzacné genotypy se vyskyyopgevazit na severozapédkde jsou
tuhé zimy a tedy prawgpodobna fitomnost cyklické partenogeneze.

Vyzkum zabyvajici se markery pro AFLP provedliX. et al., 2010), ki¢ zkoumali
populaceDiuraphis noxiaz celého ssta. Pomoci metody AFLP-PCR podiboteorii dvou
invazi do USA (viz Obr. 1).

Ve své diplomové praci jsem studoval popul®eraphis noxiaz nejitizrejSich ¢asti
swta. Testoval jsem genetickou variabilitu pomoci ejekych marker - mikrosateli
markery wibec. Vykazuji vnitrodruhovou variabilitu téthu vSech druin.

Déle jsem se pokouSel o zavedeni nové metodya kiebyla doposud pouzitaip

vyzkumu Aphididae, tedyDiuraphis noxiaa to metodu EPIC-PCR.

3.3. Molekularni markery
Molekularni markery jsou silny nastroj, ktery usha@ studie viiznych oblastech
biologie, jak v teoretické tak aplikované biologuyswtlujici otazky fylogeneze, evoluce,

ekologie a popukmi dynamiky (Loxdale a Lushai, 1998).

3.3.1. Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou tandemavse opakujici sekvence nuklediid velikosti 1-6 bp, které
se ve velké frekvenci vyskytuji v jaderné i orgawvél DNA. Jsou znamy jako SSRiniple
sequenceepeats), VNTR (ariable_umber_andem_epeats) nebo STRHKert andem_epeats)
(Ellegren, 2004; Li et al., 2002). Velikost mikrosiiniho lokusu je #tSinou mezi 5 a 40
opakovanimi, ale i &tSi rettzce jsou mozné. Pro molekulérgenetické studie jsou nejvice
vyuzivané dinukleotidové, trinukleotidové a tetrkleotidové repetice.

Dinukleotidové repetice jsou nejpejSi u WwtSiny druhi (Li et al., 2002).
Trinukleotidové a hexanukleotidové repetice se mejfEpodobrji vyskytuji v kédujici
oblasti, protoze nezigobuji tzv. ,frameshift* (posutteciho ramce) (Toth et al., 2000).
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Mononukleotidové repetice jsou nenbézné, protoZze nastava probléemehbm
amplifikace (Li et al., 2002).

DNA obklopujici mikrosatelity je ozgavana jako ,flanking regions“giehlé oblasti).
Sekvencedchto gilehlych oblasti je zpravidla identicka u jedinstejného druhu, ale 6as i
mezi rozdilnymi druhy organisim Tato filehla oblast nam take i@ie pomoci @i navrhovani
primeri  pro amplifikaci mikrosatelit béhem PCR (plymerase _kbain Ieaction)
(Kimberly et al., 2006).

Mnoho mikrosatelii ma vysokou mutmi rychlost, kterd se pohybuje mezi“a 10°
mutaci na lokus za generaci. Tato ntafaychlost generuje vysokou uravalelické diverzity,
ktera je nutnd pro genetické studie (SchlbtterddQ02. K velké variabilté dochazi v
intronovych oblastech diky hrom&d mutaci pi rekombinaci nebo sklouzavanim polymerazy
z vlaken DNA kthem replikace (Sunnuck, 2000).

Stale vice jsou mikrosatelity vyuzivany ke genovémapovani a poputaim studiim
(Hammond et al., 1998). Mikrosatelitni marker méhogu Ehem amplifikace $ PCR,
protoze je lokusay specificky, polymorfni a kodominantfiioxdale a Lushai, 1998; Sefc et
al., 2001; Wilson et al., 2003).

Velkou vyhodou je u mSic i to, Ze primery vyvinupgo jiny druh lze s velkou

GspesSnosti pouzit i na druhripuzny (Weng et al., 2007; Wilson et al., 2004).



3.3.2. EPIC-PCR (Exon-primed intron-crossing)

Polymorfismus introfh nam ukazuje zriay pfinos ve variabili a byl UsgSné pouzit
v popul&né genetickych vyzkumech (Corte-Real et al., 1994glba a Borsa, 1999; Lessa,
1992). PCR primery mohou byt navrZzeny tighlych exori, které nasledn slouzi
k amplifikacim gislusného intronu (Obr. 3). Proto je tentéspup nazvan exon-primed intron-
crossing (EPIC)-PCR (Palumbi, 1995).

Obr. 3: EPIC-PCR, amplifikace intronu pomocitpgehlych exori.

l—> Primer

Exon Intron Exon

Primer <«——

EPIC-PCR ma &kolik vyhod:
1. Mazeme se vyhnout klonovani a sekvenovani cilovykhesei, protoze je
moZzno pouzit primery z heterologniho (&akho) genu (Corte-Real et al., 1994).
2. Mezidruhova amplifikace by éa byt jednodussi, nez kdyz jsou primery
navrhovany v nekddujici selaieprotoze exonova sekvence je mezi druhy
vice konzervovana.
3. Pro stejnou reakci uvitifednoho druhu jsou s mensi frekvenéékavany PCR

artefakty jako nap prazdné alely. (Corte-Real et al., 1994).



4. Material a metody
Vzorky msSic z pirodnich populaci byly analyzovany standardnim ygoestn, tj. po
DNA extrakci a o¢teni jeji kvality prolhla amplifikace vybranych markiea jejich statisticka
analyza. Vzhledem ktomu, Zeuyodre planované mikrosatelitni lokusy se nihia

amplifikovat, rozhodli jsme se provést i otestovémddnosti dalSiho markeru, EPIC-PCR.

4.1. Materidl

Vzorky mi poskytl Ing. Jan Havelka, Ph.D. (ENTU,oRigické centrum AVCR),
kteremu byly zaslany z négr¢jSich wdeckych laborato z Evropy, Afriky, Jizni a Severni
Ameriky (viz Filoha 1). Vzorky z jedné lokality byly sbirany ghes 1m od sebe a naslegdn
uchovavany v 98% etanolu. V lakikich s nasbiranymi vzorky byli pouze jedinci téktmnu.

Dale jsem nil k dispozici mSice z jednoho klonDiuraphis noxiaz chovu (jedinci byl
sbirani na Jizni Moravz jeémene — KHordeum vulgar®. V laboratornich podminkach byly

chovany na psSenicir¢iticum aestivuppri teplog 18-20 °C, Rh 70 a 18 hodin&elného dne.

4.2. Mikrosatelity

Pro tuto metodu byla nutna extrakce DNA ze viadtkuraphis noxiaa nasledé bylo
provedeno ogteni spravné izolace DNA ze vzdrka pouziti Useku z mitochondrialniho genu
pro cytochrom oxidazu - podjednotka | (COIl), kddéyhya zaklad literatury pouzity standardni
primery (LCO1490 a HCO219@yo ,DNA barcoding” (Folmer et al., 1994).

4.2.1. Extrakce DNA

Vzorky byly pred analyzou ponechanykolik minut na filtra&&nim papiru g pokojové
teplo€, aby se odpdy zbytky etanolu. K analyze bylo pouzito 3-6 jadi z jednoho klonu.
Veskera prace bylasthna pomoci sterilnich aerosolovych&ghi. Izolace DNA byla provama
pomoci rkkolika metod. A to pomoci extrakiho kitu DNeasy Blood and Tissue (QIAGEN),
extrakce pomoci ,Squishing Buffer” (SB) (Gloor ét, 4993) aizolace pomoci Invisorb Spin
Tissue mini Kit (INVITEK).

4.2.1.1. Izolace pomoci kitu DNeasy Blood and Tiss(QIAGEN)
Izolaci jsem proved! dle navodu vyrobce seé&ainou eluci DNA rozdlenou do 2
frakci (na misto jedné frakce). Prvni o objemu fQ&tera byla naslednponechanaipteplot

4°C, a druhé frakce o objemu gb(zamraZena na -20°C).
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4.2.1.2. Izolace pomoci ,Squishing Buffer* (SB}Gloor et al., 1993)

Pokud byly pouZity lihové vzorky, byli jedinci potigani 15-20 min ve 2l elu¢niho
pufru (TE, QIAGEN), ktery byl fed gidanim SB odpipetovan. K jeditim uchovavanym v
-20°C byl SB pidan bez tohoto mezikroku.

Ke vzorkim v mikrozkumavce (1,5 ml) bylo mikropipetotigéno 50ul SB (10 mM
TRIS-CI, pH 8,2, 1 mM EDTA, 25 mM NaCl a 2Q@/ml proteinazy K) a pomoci upravené
Spicky (1000ul zatavena nad kahanem) byl vzorek v tomto roztokmogenizovan.

Dale byl vzorek inkubovanip37°C 20-30 minut a nasledyla provedena inaktivace
proteinazy K pi 95°C 2 minuty. Na za&yr byl vzorek centrifugovan 2 minutyipll 000 rpm.
Vyextrahovana DNA byla rovnou pouzita pro PCR réakebo byla ped dalSim pouZzitim

zmrazena na -20°C.

4.2.1.3. Izolace pomoci Invisorb Spin Tissue Mini iK(Invitek)
Izolace @lana dle navodu vyrobce se 2étnou eluci DNA rozdlenou do 2 frakci.
Prvni o objemu 10Qul (uchovana fi 4°C a ihned pouzivana), druh4 o objemu 40

(uskladrgna v mrazicim boxuipteplot -20°C).
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4.2.2. PCR pro mikrosatelitni DNA
Pro amplifikaci mikrosatelitni DNA jsem si na zaldaliteratury vybral nasledujici
primery (Tabulka 1) (Dolatti et al., 2005; ShufaiPayton, 2009; Weng et al, 2007).

Tabulka 1: Prehled pouzitych primér

Velikost (bp) Alely MSA Sekvence primeru 5— 3’

ApEST34 120-1150 4 (TATY, F: TTGATACGAACACAATGGAA
R: CGTGTATTTAGGTTATCGCC

ApEST39 245-365 2 (CATAY F: TAGATATCGCCCTGCAGTAT
R: ATTGATATGCGAGGAAAGAA

SmS16b 166-250 2 (CA) F: GTAAAAGTAAAGGTTCCACG
R: ATAAAACAAAGAGCAATTCC

Sgg2 320-270 2 (CA F: GGTATTATTCCCCGTAACTG
R:GCCCGTATATAGTTAATGTATG
ACAT

SmsS23 122-156 3 (GA), F: CGTCGTTGTCATTGTCGTCG
R: GGTCCGAGAGCATTCATTAGG

Sa& 150-176 4 (ACYTT(AC) 10 F: GACGTCGATATTAGCCTAGC

R: GTGACGTATAACGCGATGCG

Pozadovana amplifikace DNA fragménprobihala na iistrojich Bioer XP cycler a
Eppendorf Mastercycler. Po skami PCR byly vzorky zchlazeny na 4°C. PCR profggy
uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: PCR profily
Sms23 SmS16b sas Sgg2 ApEST34 ApEST39

teplota doba teplota doba teplota doba teplota doba teplota doba teplota doba
(°C) (s) (°C) (s) () (3 () (59 (O (s) (°C) (s)

1. predenaturace 94 120 94 180 94 120 94 120 94 120 94 120
2c. denaturace 94 60 94 30 94 30 94 30 94 40 94 40

3c. annealing 53 50 45 30 62 50 57 40 51 50 51 50
4c. elongace 72 60 72 30 72 60 72 60 72 50 72 50

5. postelongace 72 240 72 120 72 240 72 120 72 120 72 120
6. uchovavani 4 o0 4 ) 4 00 4 ) 4 0 4 0

cykly 30 30 35 35 30 30
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4.3. Gelova elektroforéza

Po skoweni PCR reakce byla tgmost amplifikace DNA fragmeint velikosti a
mnoZzstvi, o¥rena pomoci elektroforetické verifikace. Byla prouda na agardézovych a
polyakrylamidovych gelech.

4.3.1. Agar6zovy gel

Elektroforeticka verifikace byla provéda na 1,5% gelu. 1,5 g agarézy (SeaKem LE
Agarose, Cambrex) bylo rozptso v 98,5 ml 1x TAE pufru (40 mM TRIS-Acetate, pHE&8
1 mM EDTA). Poté byla sis rozeliata v mikrovinné trouy a nasled& ochlazena pod
tekouci vodou na cca 40-50 °C. Do¢sinbylo gidano 10ul ethidium bromidu o koncentraci
0,5 ug/ul pro zviditelreni amplifikované DNA pod UV sitlem. Tento rozpushy agarésovy
gel byl nalit do pipravené formy s iebinky zajigujicimi vznik jamek. Gel byl ponechan ve
tmé a tuhnuti trvalo cca 30-40 minutipokojové teplat. Hotovy gel byl pouZit rovnou k
elektroforéze nebo uchovavan v 1x TAE puftu4p°C v chladnice.

Na gel bylo naneseno 344 vzorku smichaného s 2}8 Loading Dye (30% glycerol,
0,05% bromfenolova may a elektroforéza dzela [Fi napsti
120 V cca 40 minut. K odhadnuti velikosti a mnoEstgampifikovaného DNA fragmentu byl
pouZzit velikostni marker GeneRuler™ 50 bp DNA Lagd®-1000 bp a GeneRuler™ 100 bp
Plus DNA Ladder, 100-3000 bp (Obr. 5). DNA byladitélnéna pomoci UV transiluminatoru
(UVP Transilluminator) spojeného s digitalni kamerktera nam slouzila k vyti&ti vysledné
fotografie gelu (Obr. 4).

Pro elektroforetickou verifikaci byly dale zkouSeray pouzity tizné koncentrace
agarozovych gelu (1%, 1,5%, 2%, 3%). Me&nnito gely nebyl vidn patrny rozdil.
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Obr. 4: Fotografie gelu s ugpre naamplifikovanymi vzorky 5, 17, 33D{uraphis
noxia) za pouziti primer SmS16b, ApEST34, ApEST39, Sa4S, SmS23 a Sgg2. Size
marker GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, 100-382K-negativni kontrola.

SmS16b ApEST34 ApEST39 Sa4S SmS23 Sgg2
Sm 5 17 33 K 5 1733 K & 33 K 5 17 33 5 17 33 K &7 33 Sm

500 bp—

LA

Obr. 5: GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, 100-3000 bp rre®eler™ 50 bp
DNA Ladder, 50-1000 bp

GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder GeneRuler™ 50bp DNA Ladder
0'GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, 0'GeneRuler™ 50bp DNA Ladder,
reatdy-to-use ready-to-use
bpng0Sm % bp ng/05pg %
W00 280 66
//’ 200 280 56 00 W0 6
— R Y 900 00 60
200 250 56 EEE %ﬂ Eﬂ
1000 800 160 a6
)/ 000 270 54 L 500 750 150
= B0 27.0 54 5 _ 400 00 60
] —— T % -0 W oo
B L 8 200 /0 70
8 _4m 200 60 :
S = 150 B0 70
g — a0 300 6D g — 100 350 70
- L_LI
i 200 30,0 B0 g _ s asa 70
2 _ 100 300 60 z
= 2
=) =
= £
= &
0.5 pgane, & cm length gel, 0.5 pgane, & cm kngth gel, 5
1XTBE, 5 iem, 1 0 = 1XTEE, 5 Wom, 1 h :
E
B g
H £
(=1
2 5
0.5 pglane, 20 cm length gel, 0.5 pgflane, 20 cm length gel,
1XTAE, & Wom, 3 h 1 TAE, 8 Viem, 3
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4.3.2. Vertikalni polyakrylamidova elektroforéza (FAGE)

Pro lepSi vyhodnoceni PCR prodiuksem pouZil polyakrylamidovy gel. Tento gel nam
umoziuje detailjSi rozctleni naamplifikovanych DNA fragmeint kterého jsem nemohl
docilit na agarézovém gelu. PAGE bylalaha na pistroji ,Cleaver Scientific omniPAGE

Maxi, VS20D". Pro analyzu byly zvoleny dva protokala gipravu polyakrylamidoveho gelu.

4.3.2.1. Denaturing Urea-Polyacrylamide Gel Electpohoresis (PAGE) Based
Microsatellite Analysis (Sharma, 2009)

Tento gel se sklada z 14 ml 5x TBE pufr (54 g TR23,5 g kys. Borita, 20 ml
0,5 M EDTA, pH=8,3) 9,975 ml 40% zasobniho rozt@uylamidu, 11 ml d6O a 29,4 g
mocoviny. Tento roztok byl zafvan na 60°C, aby doslo k rozpést matoviny.

Pred nalévanim ippraveného roztoku do elektroforézy bwligsaven druhy gel tzv.
,Zatka®, kterd nam slouzi k ¢gnéni spodniho konce skel. ,Zatka“ byl&gravena z 1,75 ml jiz
zhotoveného roztoku, 17,6l 10% APS (10% ammonium persulphate) a 1@, 5TEMED
(Tetramethylethylenediamine). Tento gel rychlejiyooerizuje a zabrani tim moznému unikani
gelu z elektroforézy.

Dale bylo do roztoku jdano 350ul 10% APS a 351 TEMED. Pomoci injekni
stiikacky (23 ml) byl vysledny roztok nandSen mezi skla. maliti byly gidany Hebinky
k vytvoreni jamek. Gel byl ponechan cca 60 minut polymerto Do elektroforetické
aparatury byl nalit 1x TBE pufr. Mnozstvi pufru 82 se odvijelo na pe&eke chlazeni celé
aparatury.

5 ul PCR produktu a qul 2x Loading Dye (500mM EDTA, 0,005% bromfenolova
modt, 95% formamid a ddpD) bylo denaturovano ip 95°C a nasledh nanaSeno do
pripravenych jamek. Vertikalni elektroforézaziela @i napsti 1-8V/1 cm. Velikost gelu byla
15 cm.

Po rozebrani aparatury byl gel umifstdo barvici laz& skladajici se z 1x TBE a
ethidium bromidu o konmé koncentraci 1 mg/ml. Barveni probihalo cca 1%nqut.

DNA byla zviditelrtna pomoci UV transiluminatoru (UVP Transillumingt@pojeného s

digitalni kamerou.
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4.3.2.2. Native Polyacrylamide Gel Electrophoresigdarwood, 2000)

Elektroforetick& verifikace probihala na 5% polydamidovém gelu (15 cm). Tento
gel se skladal z 2,5 ml 10x TBE pufr, 8,3 ml 30%atiniho roztoku akrylamidu, 38,8 ml ¢bi
a 350ul 10% APS.

Pred samotnym nalévaniniipraveného roztoku do elektroforézy byigraven druhy
gel tzv. ,zatka“, ktera nam slouzi késteni spodniho konce skel. ,Zatka“ byld&igravena
z 1,75 ml jiz zhotoveného roztoku, 174610 % APS a 17,ml TEMED. Tento gel rychleji
polymerizuje a zabrani tim moznému unikani gellekteoforezy.

Dale bylo gidano 50ul TEMED, dikladné promichano a pomoci injeki stikacky (23
ml) nanaSeno mezi skla. Po naliti byly vloZerghinky k vytvdeni jamek. Gel byl ponechan
cca 30 minut polymerizovat.

Do elektroforetické aparatury byl nalit 0,5x TBE fpuMnoZstvi pufru (2-3 ) se
odvijelo na patehe chlazeni celé aparatury.

Do pripravenych jamek bylo napipetovdnoub PCR produktu smichaného s uP5x
sondovaciho pufru, ktery se skladal z 0,15 g Ricd@l85 ml 2,5x TBE a 0,5 mg bromfenolové
modri.

Vertikalni elektroforéza dzela g napsti 235 V cca 50-70 minut. K odhadnuti velikosti
a mnozstvi naampifikovdného DNA fragmentu byl pow&likostni marker GeneRuler™ 50
bp DNA Ladder, 50-1000 bp a GeneRuler™ 100 bp BN4 Ladder, 100-3000 bp.

Po rozebrani aparatury byl gel uniistdo barvici laz& skladajici se z 0,5x TBE a
ethidium bromidu o konmé koncentraci 1 mg/ml. Barveni probihalo cca 20nfut.

DNA byla zviditelrtna pomoci UV transiluminatoru (UVP Transillumingtepojeného
s digitalni kamerou, kter4 ndm slouzila k vyigtvysledné fotografie gelu (Obr. 6 a 7).
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Obr. 6: Fotografie polyakrylamidového gelu s 8 naamplifikovanymi vzorky 1-23
(Diuraphis noxig, vzorek 11 se nepoti naamplifikovat. Za pouziti S&4primeru.
Size marker GeneRuler™ 50 bp Plus DNA Ladder, S001itp.

Sm1i1 2 3 4 5 6 7 ® 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22 23

Obr. 7: Fotografie polyakrylamidového gelu s @8 naamplifikovanymi vzorky 1-22
(Diuraphis noxid, vzorek K je kontrola. Za pouziti SmS16b primeR&ize marker

GeneRuler™ 50 bp Plus DNA Ladder, 50-1000 bp.
2 3 4 5 6 B 9 10 11 12 13 14 1516 1B 19 20 21 22 Sm
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4.4. EPIC-PCR

Do této doby nebyla tato metoda pouzita gtudiu mSic. Proto jsem se snazil tuto
metodu zavést a nasledpouzit i analyzeDiuraphis noxia Byla zde zkoumana variabilita na
zakladt amplifikovanych introf. Pro zjiSéni presné velikosti introin byla nutna izolace RNA
a nasledny fepis do cDNA. Naslednjsem porovnal velikosti PCR produktu mezi gDNA a
cDNA a odeetl velikost intronu. cDNA je ziskana pomoci reverizanskripce z mRNA, tudiz
neobsahuje introny. Na agar6zovém gelu vykazujeSimeagment oproti gDNA, ktera introny

obsahuje (viz Obr. 8). Vysledna amplifikace byl&i@na na agarézovém gelu.

4.4.1. Izolace RNA(RNA Blue, Top-Bio s.r.0.)

RNA Blue je reagens schopna rychle izolovat nedeyranou &istou RNA.

totRNA (celkova RNA) byla izolovana z kl@rDiuraphis noxiaz chovu pomoci RNA
Blue (Top-Bio s.r.0.) dle navodu vyrobce s nasladnji zmenami.

Homogenizace byla provéda v keramické misce, ktera byldedem vypalena (6h,
190°C), za pomaoci tekutého dusikuiglpnymi 500ul RNA Blue. Poté byla homogenizovana
tkd 5 minut ponechana inkubovai pokojové teplat, coz vedlo ke kompletnimu rozveim
nukleoproteinového komplexu, a naslédrylo piidano 500ul RNA Blue. Vyizolovana RNA
byla uchovana v -80°C. K homogenizaci bylo pouiita 15-25 jedint Diuraphis noxia

Dale bylo postupovanoresré podle navodu vyrobce. Koncentragiistotu vyizolované

totRNA jsem o¥fil na spektrofotometru (absorbanceérana @i 260 nm a 280nm).

4.4.2. Reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla provath pomoci M-MLV reverzni transkriptdzy (Top-Bio
s.r.0.) dle navodu vyrobce za pomoci enzymu M-MEVarzni transkriptazy, ktera je ziskana z
mySiho leukemického viru Moloney.

Pro reverzni transkripci cDNA jsem pouZil oligo(ddfimer a jako templat bylo pouZzito
1000ng vyizolované totRNA.

4.4.3. Pouzité primery pro EPIC-PCR a amplifikani profily

Pro metodu EPIC-PCR byly vybrany na zakléiteratury nasledujici primery (Tabulka
3) (Palumbi, 1996).
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Tabulka 3: Prehled pouzitych primér

Gen Primer Sekvence primeru 5'— 3’

Kreatin kindza CK6-5 GAC CAC CTCCGAGTCATCTCZS

CK7-3° CAG GTG CTC GTT CCA CAT GAA

ARK7-3° GT GCC AAG GTT GGT DGG GCA
Aktin ACT I5 GCTGTTTTC CCG TCC ATT GT

ACT 113’ GTC CTT CTG CCC CAT ACC SAC CAG
Cytochrom C cytC-C-5’ AAG TGT GCY CAR TGC CAC AC

cytC-B-3° CAT ATT GGT GCC GGG GAT GTATTT CTT
Kalmodulin Cal-1 GCC GAG CTG CAR GAY ATG ATC AA

Cal-2 GT GTC CTT CAT TTT NCT TGC CAT CAT

Y=C,T; R=A,G; Z=C,G; S=C,A; D=G,T; N=A,G,T,C

PoZzadovana amplifikace DNA fragménprobihala na fistrojich Bioer XP cycler a
Eppendorf Mastercycler. Po sk@mi PCR byly vzorky zchlazeny na 4°C. PCR profigy

uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4: PCR profily

Kalmodulin K_re}a tin Aktin Cytochrom C
kindza

teplota doba teplota doba teplota doba teplota doba

(*C) (s) °C) (s) °C) (s) (*C) (s)
1. predenaturace 94 120 94 120 94 120 94 120
2c. denaturace 94 30 94 30 94 30 94 30
3c. annealing 55 30 57 40 55 30 61 45
4c. elongace 72 40 72 60 72 40 72 60
5. postelongace 72 120 72 120 72 240 72 120
6. uchovavani 4 el 4 0 4 0 4 0
cykly 40 35 40 35




Obr. 8: Amplifikace cDNA a gDNA za pomoci primeru cytC-C-& cytC-B-3".
Verifikace na 1,5% agar6zovém geBize marker GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder,
50-1000 bp. Zde fiteme pozorovat délkovou variabilitu mezi gDNA a oRNK-

negativni kontrola.

Sm gDNA K cDNA

500 bp-

250 bp-
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4.5. Reakéni smeési pro PCR

Reakni snmés pro PCR reakci byla pro ,mikrosatelity* a EPICHRGtejna a byla
michana v 20Qul mikrozkumavce a vzdy na ledu. Slozeni r@dksmesi: 7,25 ul ddH,0O,
1,25ul 10x Ex Taq pufr (TaKaRA), Ll dNTPs 2,5mM (TaKaRa), ul Primer Forward
(5 uM), 1 pl Primer Revers (5uM), 0,1 pl ,UNIS* Taq polymeraza(Top-Bio s.r.0.)
a lul DNA.

Vysledny objem namichané realk snesi byl 12,5ul. Také jsem vyzkouSelfglani 0,5
ul BSA (Bovine Serum Albumin,20mg/ml, Fermentas) do kazdé reak snesi. BSA
stabilizuje enzymy &hem reakce a zahmaje jejich ulpivani na 8hach mikrozkumavky a
muze tak zvySit Ginnost reakce. Objemiipaného BSA se v kazdé reakci oidé od objemu
ddH;O.

4.6. Purifikace PCR produktu a klonovani
Po owieni usgsnosti amplifikace jak mikrosatelitnich tak EPl@gment jsem pouZil
dvé¢ metody (gima sekvence PCR produktu a klonovani) k ziskékiesei amplifikovanych

oblasti.

4.6.1. RediStovani pomoci snisi ExoSap-IT® (USB) (Dugan et al., 2002)

Pro purifikaci produkd o vysokécistot byla pouZzita enzymatické reakce skladajici se z
0,5ul ddH,0, 0,5ul Exonuclease | (20 Wi, Fermentas) a 1,0 Shrimp Alkaline Phosphatase
(1 Ulul, Fermentas). Tato reakce byla michana na ledublace vzori probihala v Bioer XP
cycleru i 37°C 30 minut a  87°C 15 minut. B 87°C dochazi k inaktivaci enzym

Vysledny produkt byl pouzit do sekveima reakce nebo byl zamrazen na -20°C.

4.6.2. Klonovani
V piipact Ze gima sekvenace z PCR prodiulgiecistenych metodou Exo-Sap nebyla

uspsna, rozhodl jsem se dané vzorky zaklonovat a viyRizvytézek PCR reakce.

4.6.2.1. Ligace

Koncentrace a kvalita PCR produktu byla vyhodnogeomoci elektroforézy na 1,5%
agarozovém gelu s nizkym bodem tani (Low Meltingavage) v 1x TAE pufru ip napsti
120 V. Agarozovy gel obsahoval ethidium bromid eéentraci 0,5.9/ul. Vysledny fragment
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byl vytiznut na UV transluminatoru (UVP Transilluminataeryozpustn v mikrozkumavce i
70°C cca 10 minut.

Ligacni smés se sklddala z 1@l ddH,O, 7 pl rozpustné agardzy, lul pDrive
klonovaciho vektoru (50 ngl, QIAGEN), 2 ul 10x ligatniho pufru (Fermentas) a d T4
ligazy (400 U/ul, Fermentas). Ligace byla provih cca 12 hodinip4°C.

4.6.2.2. Transformace bakterii

Do 100 ul kompetentnich buik Escherichia coli DH5a bylo pridano 2 pl
merkaptoetanolu a {l liga¢ni smési a jemr promichano. Sis byla ponechanaiiplizné
20 minut na ledu. Nasledyl proveden tzv. ,tepelny Sok" porenim této siési na 40 sekund
do 42°C teplé vodni l&2ma vracenim z§ na led. Ke sisi bylo gridano 500ul tekutého LB
meédia (250 ml dBD, 2,5 g trypton, 1,25 g yeast extract, 2,5 g N&T5 g agar, 500
ampicilin). Takto pipravena srés byla inkubovana 50 minutil87°C v tepace.

Na Petriho miskach obsahujicich tuhé LB medium pieitim o koncentraci 10Qg/ml
bylo naneseno 50ul X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyn-D-galaktozid, 02 mg/ml
v dimethylformamidu) a 1@l IPTG ( Izopropyl-thio-D-galaktozid, 200 mg/ml)oRzaschnuti
bylo na Petriho misky naneseno 50-10(bakterialni smisi a rovhondrné rozeteno pomaoci
sterilni hokejky. Naslednbyly tyto Petriho misky feneseny do termostatu nastaveného na
teplotu 37°C.

Inkubace probihala 12-15 hodin v termostatu, Petnfisky byly dnem vziru. Po
inkubaci bylo mozné identifikovat kolonie s integamym inzertem v plazmidech pomoci
modro-bilé selekce na utilizaci galaktozy. Bilé dok byly geatkovany na nové Petriho
misky s ampicilinem.

Na dikaz spravd zaklonovaného fragmentu bylo provedeno PCR. Jaoplat
poslouzilacast kolonie, ktera byla rozsuspendovana yl@dH,O a na 5 minut dana do lazn
o teplot 94°C. Pro PCR reakci byly pouzity primery SP6 aTabulka 5)

Amplifika¢ni program se skladal &dhto kroki: predenaturace 94°C, 1 min.,
nasledovalo 30 cyll (denaturace 94°C, 30 s, annealing 49°C, 30 sgalmn 72°C, 1 min.),
reakci ukowila postelongace 72°C, 2 min..

Nasledovalo feciSténi pomoci smssi ExoSap-1'® (USB) (Dugan et al., 2002) a

namichani sekvendai reakce.
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Tabulka 5: Primery SP6 a T7

SP6 ATTTAGGTGACACTATAG

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

4.7. Sekven#ni reakce

Do sekven&ni reakce, michana v 200l mikrozkumavkach, byla dana de®,
0,5 ul primeru a 0,5-1,51 precisttného PCR produktu tak, aby celkovy objémil 7,5 pl.
Sekvenani reakce prothla na sekvenatoru ABI PRISM 3130x|, Applied Bidgyss v
Laboratdi genomiky Ustavu molekularni biologie rostlin (Bigické centrum AVCR).

4.8. Statisticka analyza

Kontrolni identifikace sekvenci byla provedena vtatbdazi NCBI BlastSearch
(http://www.ncbi.nim.nih.gov). Ziskané sekvenceybyloZeny ve formatu FASTA a nésledn
vioZzeny do databadze NCBI BlastSearch, ve kteryda Bgkvence porovnana s jiz existujici
databazi. Vysledkem porovnavani je soubor sekvedteie se procentualmejvice shoduji

se zkoumanou sekvenci.

4.8.1. Analyza mikrosatelifi

Pro analyzu poputmé-genetickych parameir byl pouzit software Arlequin 3.1
(Excoffier, L. et al., 2005), ve kterém byly tesémy mikrosatelitni lokusy. Data pro software
Arlequin 3.1 byla vizualé od&itana z jednotlivych polyakrylamidovych gelK prisluSnym
alelam na gelu bylaifazena pismena A nebo Brifpmnostci negitomnot alely) a nasledn
vytvoiena matice pro tento program (vi#lBha 2).

V programu Arlequin 3.1 byla gtdna heterozygotnost - &t aiekavanych (B a
pocet pozorovanych (k) heterozygat v populaci, poéty alel -pocet tiznych alel na vybraném
lokusu bez ohledu na frekvenci jejich vyskytu, &maindex (k1) — pro vyjadeni stups
divergence mezi jednotlivymi populacemi a Uroveyenetické variability mezi jednotlivymi
populacemi. VySSi hodnotysfsignalizuji snizeni toku mezi populacemi a poukiaraj vliv
genetického driftu, kterym se v subpopulacich fixgjliSné alely.

Dale byl v tomto programu pgdan Mantelv test (Mantel, 1967). Testoval jsem izolaci
vzdalenosti, pomoci niz se hodnoti, jestli koreigaeticka a geograficka vzdalenostégmz
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jsou zohledovana mnohonasobna porovnani. Vyuziva permutaceegissminaci rozlozenych
dat. K testovani danych dat a ke stanoveni intepkaly dochazi k zamitnuti nulové hypotézy.
Pro tento test jef¢ba dvou matic. Jedna matice zahrnuje geneticlg¥etifiace populaci a
druh& obsahujefpozené logaritmy geografickych vzdalenosti (Ln &eshosti) mezi dvojicemi
populaci.

V programu Arlequin 3.1 jsem vypital distagni matice pomoci & (Weir a Hill,
2002, p. 734), slatkinova linearizovanéhg ESlatkin, 1991, 1995) a M values (Slatkin, 1991).
Genetické diferenciace mezi @aa populacemi byly dale piany pomoci algoritrit Nei
(1972) distance pomoci programu GDA ver.1(Lewisagkyh, 2002).

Geograficka vzdalenost bylaga@na vypdétem vzdalenostiifimou vzduSnodarou mezi
jednotlivymi lokalitami (http://maps.google.com/nms&showlabs=1 ) (viz.ifoha 3).

V programu Arlequin 3.1 byla provedena analyza mdkrni variance (AMOVA),
jejimz vysledkem by ma byt identifikace zdroje variability na zakkadrekvenci alel.
Signifikance testu detekované genetické struktumynif populaci, mezi populacemi a mezi
v8emi skupinami) je zaloZena na neparametrickycmptacich (Excoffier et al., 1992)

V programu GDA ver.1 byla vytwena distaéni matice (dle algoritmu Nei 72) (viz
Priloha 5), ktera byla nasledpouzita pi Mantelow testu, a také vygtena heterozygotnost -
ocekavand (i a pozorovana (8.

4.9.2. Analyza EPIC-PCR

Sekvence byly upraveny v programu BioEdit verze.%(blall, 1999) a MEGA 4
(Tamura et al.,, 2007) a dale vyreay alignmenty (pomoci metody ClustalW) v programu
MEGA 4. V programu MEGA 4 byla téZz vypibdna pimérna délka a nukleotidové slozeni
sekvenci, variabilita uvritdruhu, uvnit vzorki z jedné zem a mezi vzorky ziznych zemi.
Byl uréen paet variabilnich mist, parsimonialni variabilita (\dilita alespé ve dvou
nukleotidech, ktera se vyskytuje minim&in dvou sekvenci).

Nakonec byl v programu MEGA 4 vytien dendrogram pomoci algoritmu Neighbor-
Joining (NJ) s pouzitim modelu genetické vzdalen#Sinura 2-Parameter. Gapy (mista
v jedné nebo vice sekvencich v nami porovnavanéaba dat, kde chybi jedeti vice
nukleotidi) byly zohlediovany jako variabilita, ne jako chgjici data (Pairwise deletion). Pro
ovéieni spravnosti stromu byla vyuZita randoniidametoda bootstrap (10000 opakovani). P
tvorbé dendrogramu u markeru CytC byla jako outgroup pgaunSiceAcyrthosiphon pisum
(NCBI Reference Sequence: NM_001126159.2).
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5. Vysledky

5.1. Testované markery

V této préaci byly testovany 2 typy markepro detekci genetické variabilityipodnich
populaci msSiceDiuraphis noxia Prvnim typem byly mikrosatelitni lokusy (celkenest
lokusi), druhym byl intronovy polymorfismus EPIC-PCRtyi lokusy). Celkem bylo
analyzovano 47 jediricze 12 populaci.

Z mikrosatelitnich lokus se pod#lo uspsSre naamplifikovat vSechny markery (viz
Tabulka 1). B opakovanych amplifikacich s markerem SmS23 jsesdosahl stejnych
vysledki jako @i prvni amplifikaci, proto jsem tento markerragil ze statistickych analyz.

Z EPIC-PCR lokus se mi pod&lo naamplifikovat ¥tSinu markei (viz Tabulka 3),
krom¢ markefi pro kreatin kindzu.

5.2. Mikrosatelity
a) zavedeni metody

Pro mikrosatelitni oblasti byly zvoleny markery abulky 1. PCR profily byly
zkouSeny a upravovany pro optimalni amplifikaci gadvanych fragmetit Po UspsSné
amplifikaci vSech markér u wtSiny vzorki byla z pg&atku clana verifikace na 1,5%
agarozovém gelu. Byly zkouSeny i jiné koncentragarézovych gel (1% - 3%) atzné délky
gela, ale kwili Spatné separaci fragméntna agar6zovém gelu byl zvolen gel
polyakrylamidovy.

Z patatku byly optimalizovany podminky pro vyrobu polyglamidovych gel a byly
zde zkousSeny dvaizné protokoly na vyrobuthto geli. Polyakrylamidové gely byly déany
v koncentracich od 5% - 12% a &tse pohybovalo od 1-8 V na 1 cm gelu.

Dobré separace bylo dosazeno az za pouZiti 6% éaRwelyacrylamide Gel
Electrophoresis (Harwood, 2000) & papeti 235 V. Po optimalizaci podminek byly vSechny
amplifikované mikrosatelitni lokusy vyhodnoceny t@mto 6% polyakrylamidovém gelu.

Elektroforetick& separace se pohybovala cca od BDminut.

b) statisticka analyza
Pomoci vizualniho vyhodnoceni polyakrylamidovychideyla vytvaena matice, ktera
byla grislusré upravena pro statisticka vyhodnoceni v programediin 3.1 a programu GDA

ver.1l (viz 4.9.1. Mikrosatelitni analyzy). Do stdittké analyzy nebyl pouzit marker SmS23,
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neba’ se nepoddo pro wtSinu vzorki ziskat dostatené mnozstvi produktu antipppakované
amplifikaci a zndn¢ podminek PCR.

Do provedenych statistickych analyz bylyazeny pouze lokality s vice jedinci, nébo
nekteré testy nelze pro populace zastoupené jedingaorkem pouZzit. Proto byly wszeny
lokality Francie, Mdarsko, Chile a Moldavsko.

Z prislusné matice byla vypg@iana v programu Arlequin 3.1 ¢ekadvana (B
heterozygotnost (Tabulka 6), fixa index (index genetické divergence) a v prograBidA
ver.1l byla vypeoitana pozorovana ()i o¢ekavana heterozygotnost (Tabulka 7). Tyto tabulky

ukazuji, Ze nejvice variabilni jsou vzorky z Turagkeské republiky a Tuniska.

Tabulka 6: Ocekavana heterozygotnost z programu Arlequin 3.1

Lokus Tunisko Egypt iran Turecko Alzir. USA| Cesko Span. Rmer s.d. Celk.Het.
ApEST39 0,666 0,000 0,600 0,523 0,000 0,000 0,250 ,0000 0,255 0,278 0,408
SmS16b 0,666 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0000, 0,083 0,220 0,047
ApEST34 0,000 0,666 0,000 0,519 0,268 0,000 0,571 ,0000 0,252 0,273 0,366
Sa4S 0,000 0,533 0,000 0,52 0,525 0,250 0,600 40,49 0,365 0,232 0,462
Sgg2 0,500 0,600 0,000 0,523 0,538 0,571 0,585 80,53 0,475 0,181 0,498
Pramer 0,366 0,360 0,120 | 0,418 0,264 0,164 0,391 0,206 0,286 0,105 0,356
s.d. 0,305 0,296 0,240 0,209 0,236 0,225 0,282 530,2 0,249 0,031 0,161

NejvétSi acekavana heterozygotnost z programu Arlequin 3.1h&ygt pro Turecko
(0,418) aCeskou republiku (0,391).

Tabulka 7: Ocekavana i pozorovana heterozygotnost z programu @&A (podle
algoritmu Nei 1972).

Populace He Ho f

Tunisko 0,458 0,125 0,800

Egypt 0,360 0,533  -0,757
ran 0,120 0,200  -1,000
Turecko 0,418 0,781  -0,954
Alzirsko 0,264 0432  -0,714
USA 0,164 0,250  -0,666
Cesko 0,391 0,600  -0,704
Spaielsko 0,206 0,342  -0,756
Pamer 0,297 0,408 -0,500
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V této tabulce rmizeme vidt, Ze nej¢tSi aiekdvana heterozygotnost je v Tunisku
(0,458), Turecku (0,418) @eské republice (0,391). Néj$i pozorovana heterozygotnost se
vyskytuje v Turecku (0,781¥,eské republice (0,600).

Dale byl u &chto populaci vyp&itan paet alel (Tabulka 8). NefiSi paet alel
vykazuje Turecko spodeé sCeskou republikou (1,800), tyto staty také vykazoghtsi

variabilitu.

Tabulka 8: Paiet alel u vybranych populaci vygitany pomoci programu Arlequin 3.1

Pocet alel
Lokus Tunisko  Egypt Iran  Tureck Alzirsko USA Cesko Spanelsk Pamer s.d. Celk. get

ApEST39 2 1 2 2 1 1 2 1 1,500 @5 3
SmS16b 2 1 1 1 1 1 1 1,125 @33 2
ApEST34 0 2 1 2 2 1 2 1 1,375  9K6 3
Sag’ 1 2 1 2 2 2 2 2 1,750 0,433 3
Sgg2 2 2 1 2 2 2 2 2 1,875 0331 2
Pramer 1,400 1,600 1,200 1,800 1,600 1,400 1,800 1,400 1,525 0,198 2,600
s.d. 0,800 0,490 0,4000,400 0,490 0,490 0,4000,490 0,495 0,123 0,490

Vysledky analyzy molekularni variance (AMOVA) ukgizuze celkova hodnota
variance je 0,707 (71%). Mezi skupinami je malaiarare, variance mezi populacemi ve

skupire ¢ini 11,78% a variance mezi vSemi vybranymi poputaige 83,67% (Tabulka 9).

Tabulka 9: Analyza molekularni variang®Veir, B. S. a Cockerham, C. C. 1984,
Excoffier, L., Smouse, P., a Quattro, J. 1992ji\\\B. S., 1996)

Zdroj Suma \&rce Vysstlena
Variace d.f. ¢tverar  komponerit variabilita
Mezi skupinami 5 9,758 0,032 5,5
Mezi populacemi 2 2,364 0,083 781,
uvnité skupin

Uvnitt populaci 76 44,985 0,591 83,67
Celkem 83 57,107 0,70743

Fixaéni index:
Fst: 0,163 — Udava rozdily mezi vSemi populac€rtbo)
Fsc: 0,123 — Rimérné variance v rdmci skupin (12%)
Fer: 0,045 — Nevykazuje téhzadné rozdily mezi skupinami (4%)
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Fixacni indexy kst a Fsc podle vysledku testu ukazuji, ze se @gda liSi vyznama od
nuly (P > 1%). Tento fakt ndmika, Ze se zde vyskytuji genetické rozdily meziined
v populacich a mezi populacemi v rdmci skupin.

Fcr nam z vypoéta vySel maly (4,55%) a podle testu se neodliSujenayaré od nuly
(P >> 5%). Analyza variance (AMOVA) nedekovala Zadozdil mezi skupinami v zavislosti
na geografické vzdalenosti.

Manteliv test (Matrix correlation analysis) byl provedem mzédklad vypoitené
genetické vzdalenosti pro parova porovnani pomigarami: Fst, slatkinova linearizovaného
Fst, M values a Nei (1972) distance vyteoou v programu GDA ver.1(viztitoha 5). Tyto
matice jsem pouzil do vygti pro Mantelv test, ve kterém byly porovnany s geografickymi
vzdalenostmi jednotlivych lokalit.iPpouziti €chto matic vysly vysledky té#n stejre.

Korelatni koeficient se pohybuje od -1 dol¢ian je blize ¢mto limitnim hodnotam tak

se test jevi jako nefikazny). Pokud je hodnota P > 5%, znamena to, Z¢cteepiikazny.

Tabulka 10: Vysledky pro Mantelv test p@itany tiznymi algoritmy

Algoritmus P Korelaéni koeficient
Fst 0,512 -0,046
Slatkinova linearizovaného 0,406 0,019
Fst
M values 0,692 -0,18
Nei (1972) distance 0,864 -0,243

(Slatkin, 1991, 1995; Weir a Hill, 2002, p))73
Vypoéty u vSech testovanych algoritinvysli nepiikazreé (s P >> 5%). Vysledky ukazuji,

Ze zde neni Zzadna korelace. Maintdest nenaSel Zadné zavislosti mezi geografickgeretickou

vzdalenosti.
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5.3 EPIC-PCR

Pro EPIC-PCR byly zvoleny markery z Tabulky 3. Ptimalizovani PCR podminek se
poddilo naamplifikovat fragmenty pro tyto geny: kalmaidyu cytochrom C, aktin (Obr. 9).
Nepoddilo se naamplifikovat marker pro kreatin kinazu.el&toforeticka verifikace byla
provadina na 1,5% agardzovém gelti papsti 120 V.

Dale se pod@o naamplifikovat cDNA pro cytochrom C, ktera bylasledg porovnana
s gDNA (Obr. 8).

Obr. 9 : Fotografie 1,5% agarozovy gel s naamplifikovanyragmenty (kalmodulin,
cytochrom C, aktin). Vzorky 20, 40, 45, K-negatikohtrola. Size marker
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, 100-3000 bp.

Aktin Cytochrom C Kalmodulin

Sm 20 40 45 K 20 40 45 K 20 40 45 K

JelikoZz na agar6ézovém gelu nebyl patrny zZadny d§ikpolymorfismus, vysledné
fragmenty s intronem byly sekvenovany pro Zj$tvariability na Urovni nukleotitl

Do sekvenéni reakce byly pouZity pouze primery cytC-C-5" d-Caprotoze pomoci
primeri ACT I5” se opakovannepodélo sekvence ziskat.iPamplifikaci DNA se nepodéo
naamplifikovat vSechny vzorky ze 47 jedinsesbiranych v Evr@p Africe, Asii a USA. Proto
k dalSi analyze bylo pouzito pouze 21 sekvenci gimchrom C (Tabulka 11).é&thto 21
sekvenci bylo dale upraveno v programu MEGA 4 wagénou délku 425 bazi a pouzito pro
dalSi analyzy.
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Tabulka 11: Sekvenovani jedinci

Cislo |Zemé a oblast skru Datum | Hostitelsk& | Zpisob
vzorku rostlina uchovan|
1 Francie, Montpellier 12.2.2008 | Hordeum vulgare | Etanol
6 Egypt, EI-Sheikh Zuwayid 19.4.2008 | Hordeum vulgare | Etanol
7 Egypt, ElI-Sheikh Zuwayid 5.4.2008 Hordeum vulgare | Etanol
9 iran, Kerman, Kerman Province 20.4.2008 | Triticum aestivum | Etanol
12 Turecko, Saraykdy-Konya 26.6.2008 | Triticum aestivum | Etanol
14 Turecko, Karaga¢-Konya, Bahri Dagdas 1, 27.6.2008 | Triticum aestivum Etanol
18 Turecko, Cumra-Konya02 2.7.2008 Triticum aestivum | Etanol
20 Turecko, Meram-Konya 10.7.2008 | Triticum aestivum | Etanol
21 Turecko, Beyehirl- Konya 12.7.2008 | Triticum aestivum | Etanol
23 Alzirsko, Ain Kercha (Oum EI Bouaghi Dept.) | 17.4.2008 | Hordeum vulgare | Etanol
25 AlZirsko, Kais (Khenchela Dept.) 9.5.2008 Hordeum vulgare | Etanol
26 Alzirsko, El Khroub (Constantine Dept-) 12.52008 | Triticum durum Etanol
27 AlZirsko, Hamla (Batna Dept.) 14.5.2008 | Triticum durum Etanol
29 Alzirsko, Tazoult-Lambese(Batna Dept.) 23.5.2008 | Triticum durum Etanol
31 USA, Couny line - Juniper Canyon, Blicketon | 24.6.2008 | Triticum aestivum | Etanol
38 Ceska republika, Litobr&ite, Moravia 1.7.2008 Hordeum vulgare | Etanol
39 Ceska republika, Byiite p. Hostynem, Moravia| 16.7.2008 | Hordeum vulgare | Etanol
40 Ceska republika, ®eb&, Bohemia south 16.7.2008 | Hordeum vulgare Etanol
41 Chile, Chillian XX.2.2008 | Triticum aestivum | Etanol
44 Spaielsko, Salt, Girona 7.5.2008 Hordeum vulgare | Etanol
45 Spartlsko, Vencillon 6.5.2008 Hordeum vulgare | Etanol

P
variabilita byla nalezena na 44 mistech (1,7 %).

V sekvencich se vyskytovalo tpnérné 36,0% A, 41,8% T, 11,2% C a 11,0% G.
Pramérny porér AT/GC je 77,8/22,2. Takto vysoky obsah nukledtitT miaze zmsobovat

analyze sekvenci bylo nalezeno 125 variabilnidetnparsimonial& informativni

vyS8Si mutani rychlost a miZze byt téZ dvodem, pré se rekteré vzorky nepoddo znovu
amplifikovat a sekvenovat.

Tajimovo D je -1.795950, P > 0,1, coz je statistidesignifikantni. To znamena, Ze se
v daném useku neprojevila Zadn& selekce. Ze ziskasgkvenci byl naslednvytvoien
dendrogram znéznujici fylogenetické vztahy mezi jedinBiuraphis noxiaz riznych zemi a
oblasti (Obr. 14). Rmérna variabilita vSech populaci je 0,15. Variabiliteezi jednotlivymi
populacemi je uvedena \fiPze 4. Geneticka variabilita byla analyzovanaezimjednotlivymi

zenmemi, ze kterych vzorky pochéazely (Tabulka 12).
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Tabulka 12: Variabilita mezi zerfmi (Mega 4, Kimura 2-Parameter, Pairwise deletion)

A.pisum
Francie
Egypt
Iran
Turecko
Alzirsko
USA
Cesko
Chile
Sparglsko

0,00

0,964
1,009
0,964
0,965
1,131
0,964
0,978
1,079
1,044

A.pisum Francie

0,00
0,019
0,000
0,005
0,086
0,010
0,005
0,092
0,044

Egypt iran Turecko iAlIZUSA Cesko Chile Spaisko

0,00

0,019 0,00

0,022 0,005 0,00

0,098 0,086 0,088 0,00

0,028 0,010 0,015 0,09%00

0,024 0,005 0,008 0,@g015 0,00

0,100 0,092 0,097 0,16885 0,098 0,00
0,060 0,044 0,049 0,12048®,0,049 0,104 0,00

NejvysSi variabilita se pak vyskytuje mezi Chilaldirskem s hodnotoQ,168.
Byla také vypditana variabilita uvnittéchto zemi. Egypt vykazuje variabilitu 0,039,
AlZirsko 0,138, Spafisko 0,087 Cesko 0,01 a Turecko pouze 0,006. Chile, USA, iRancie

nebyly do analyzy zahrnuty, protoZe obsahuji pojeen vzorek a nebylo tedy mozno

sekvenci s @im porovnat.
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Obr. 10: Dendrogram fylogenetickych vztdhmezi jedinciDiuraphis noxiaz riznych
zemi a oblasti dle Tab. 10 (Neighbor-Joining, Kimm@rParameter, Pairwise deletion,
Bootstrap 10000)Cisla vedle wtvi znazotiuji, v kolika procentech byly v "bootstrap”
testu jedinci do&hto klasth spojeni. Jako outgroup byla pouzita pisum(NCBI
Reference Sequence: NM_001126159.2).
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6. Diskuze

6.1. Extrakce DNA

Ze ti vyzkouSenych metod pro DNA extrakci byly izolgoemoci DNeasy Blood &
Tissue Kit i Invisorb Spin Tissue Mini Kit stoprate¢ UsgEsSné a extrakce pomoci Squishing
bufferu se podda u wtSiny vzorki. U této extrakce dochazelo vSak k rychlé degraDath a
proto byla tato izolace vhodna pouze piediEzny screening vzortk NejvyhodrjSi metoda,
izolace DNA z hlediska jeji dlouhodobé pouZzitelmost jevi pouziti DNeasy Blood and Tissue
Kit (QIAGEN).

6.2. Purifikace produktia sekven&ni reakce

Byly pouzivany dvaizné postupy proigéisténi PCR produktu pro sekvémi reakci.
Prvni postup byl za pouZiti €si enzynii ExoSap-IT® (USB) (Dugan et al., 2002). Tato
metoda pecisténi byla velmi efektivni. 1 i malé vygznosti PCR reakce jsem nakonec ziskal
dolxe citelné sekvence.

Jako druh& metoda bylo pouZzito klonovani. Pomdoingetody se ale nepaila ziskat
dohe citelné sekvence, i kdyZz byly po klonovani &tidkolonie s integrovanym inzertem
v plazmidech pomoci modro-bilé selekce na utilizgaliaktozy. S neptSi pravépodobnosti

nebyla tato metoda U&fna diky vysokému vyskytu A/T bohatych oblasti.

6.3. Testovani markeii pro mikrosatelitni lokusy

Pro testovani variability pomoci mikrosatelitniclankeii jsme se rozhodli na zaklkad
konzultace s H. Loxdalem. Po této zavedené nddbgcbylo mozné zavedeni vyrazdrazsSich
metod, jako jsou nd&pfragmentani metody zn&né fluorescenci.

Na zaatku prace jsem vybral celkem 6 markgro mikrosatelitni lokusy na zaklkad
publikaci od Dolatti et al., 2005, Shufran a Payt®d09 (v této praci pouzili stejné markery
jako Dolatti et al., 2005) a Weng et al, 200@h8n optimalizace PCR podminek bylo
zkouseno pdani BSA do readni snesi, kde jsem ale nepozoroval Zadné vyrazné zlepSeni
amplifikace fragmerit Pri amplifikaci mikrosatelitnich markérbyly déle zkouSenytzné
teploty ac¢asy pro annealing dokud nebyly nalezeny vhodné jpaidnpro amplifikaci &chto
markei.

Pro elektroforetickou verifikaci mikrosatelitnich ankefi byly z paatku zvoleny
agarézové gely ouznych koncentracich (1% - 3%). Né&chito gelech se mi ale nepdiia

docilit dostaténé separace jednotlivych fragmemt PCR reakce, i kdyZ byly zkouSenyizné
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délky agarozovych geél Proto jsem fstoupil k pouziti polyakrylamidovych gel Zde jsem
musel nejprve optimalizovat podminky pro vyrobu eamich gel a nasleda vybrat jejich
vhodné koncentrace. Po provede#thto Ukorli se mi jako nejlepSi varianta pro separaci
mikrosatelitnich markdr jevi pouziti 6% Polyacrylamide Gel Electrophoregisarwood,
2000). Do statistické analyzy nebyl pouzit margerS23, nehtbse nepoddy ani opakované
amplifikace pro ¥tSinu vzork.

Vysledky mé préace ziskanétipvyhodnoceni mikrosatelitnich markera jejich
fragment byly porovnany se studiemi od Dolatti et al., 208&ufran a Payton, 2009 a Weng
et al., 2007.

Porovnaval jsem velikosti a iy svych amplifikovanych alel s velikosti adpem alel,
které byly uvadny v tchto studiich. Tyto velikosti a pty alel zpravidla odpovidali
velikostem, které byly popsany vealoZzenych studiich, jaki@eme vidt v Tabulce 13.

Tabulka 13: Porovnani amplifikovanych markers markery, které byly uvédy ve
studiich od Dolatti et al., 2005; Shufran a Pay2009 a Weng et al, 2007.

Markery Markery Pocet alel Mé markery | Pocet alel
z literatury (bp)
(bp)
ApEST34 120 - 1150 4 220 -240 2
ApEST39 245 - 365 2 110- 130 2
SmS16b 166 - 250 2 170 - 190 1
Sgg2 320 - 270 2 290 - 310 2
SmS23 122 - 156 3 170 - 400 2
Sas 150 - 176 4 160 - 190 4

Vysledné rozdily mohou vyplyvat z odliSnych metodpdifikace a separace fragmént

Z polyakrylamidovych gél byly provedeny vizuélni odéy dat, které byly dale pouzity
pro vyrobu matic pro statistické programyti Bestavovani matic byly z analyzy odebrany
lokality, ze kterych jsem shk dispozici pouze jeden vzorek.

Na z&klad téchto Uprav jsem stanovil neéjgi pozorovanou heterozygotnosiyH

v programu GDA ver.1. Ta se nachazela u viaarRurecka (0.781) @eské republiky (0.600).
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Nejvétsi paset alel vykazuje Turecko spaéi® sCeskou republikou (1.800), tyto staty
také vykazuji ne#tSi variabilitu.

Vysledna pozorovana heterozygotnost v iranw €H 0,20) koreluje i s vysledky
pozorované heterozygosity {H 0,17), které uvedI| Dolatti et al., v roce 2005.

Vysledna vysoka variabilita ¢eské republice a Tureckutire byt zgisobena #kolika
faktory. Turecko mze byt brano jako jedno z prvnich mist odkud#graphis noxiarozsfila
do celého sita. Bylo zde vicejpvodnich populaci, které nasledmigrovaly do okolnich stat
kde zalozily méa variabilni populace.

Dale zde mize hrat zné&nou roli stidani pohlavniho a nepohlavniho rozmnoZzovani, jak
uvadi ve svych pracich Shufran a Payton, 2009. lalohrozmnoZzovani celk@vprispiva
k vétsi genetické variabilit Proto by se tento jev mohl uplavat zejména Ceské republice,
kde seDiuraphis noxiamusi vyrovnat se §tlanim r@nich obdobi aies zimu musi uplabvat
pohlavni rozmnozZovani. Zde se jako velky hybatehegieké variability jevi klimatické
podminky.Také se zde s najisi pravépodobnosti projevil ptet testovanych vzotk

U osmi testovanych lokalit (Egypt, Iran, Turecko|Zifsko, USA, Cesko, Chile,
Spartlsko) byl analyzou 5 mikrosatelitnich lokugjistén Fst = 0,163 — geneticka divergence
mezi €mito lokalitami je pomirné vysoka. Z celkové genetické variabilityieme pouze 12%
piipsat rozditm mezi populacemi uvrtiskupinami, zatimco 83% celkové genetické varigpbili
se vyskytuje uvnitpopulaci.

Pomoci Mantelova testu a analyzy AMOVA nebyly navimi skupin nalezeny zadné
rozdily, které by byly zfisobeny geografickymi vlivy.

Mikrosatelitni lokusy se ukézaly byt dobrym markeregro studovéani genetické
diverzity u Diuraphis noxiaa pri zavedeni dalSich markerkteré by prokazovaly vysokou
variabilitu, by se tato metoda mohla daleko vicezbeat @ urcovani genetické variability u

mSic.
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6.4. Testovani markeii pro EPIC-PCR

Ve své préci jsem se pokousel o zavedeni této metaxDiuraphis noxiaJednalo se o
prvni pokusy aplikace metody EPIC-PCR péeled’ Aphididae (mSicoviti), kde jsme
piredpokladali délkovou variabilitu amplifikovanyctagiment.

Bylo vybrano 9 markér Po optimalizaci PCR podminek byly vysledné fragtye
aspsnd rozcéleny na 1,5% agardézovém gelu. 88 byly pouzity markery pro tyto geny:
kalmodulin, cytochrom C, aktin. Kalmodulin a cytooin C se poddo osekvenovat. Pro dalsi
analyzy byly pouzity pouze sekvence pro cytochroméba sekvence pro kalmodulin nebyly
ziskany z dostate¢ velkého pdétu jedind.

Porovnaval jsem stejny fragment cytochromu C ankohfany z cONA a gDNA, abych
ziskal informaci o celkové velikosti intran(viz Obr. 8). Fragment amplifikovany z gDNA
migruje v 1,5% agar6zovem gelu jako fragment o @élB80 bp, zatimco fragment
amplifikovany z cDNA ma délku 240 bp. Délka introradly je 340 bp.

Sekvence pro cytochrom C se pilda ziskat z 21 jedint Ve vSech ziskanych
sekvencich o délce 423 bazi bylo nalezeno 125hifirieh mist a z toho 44 parsimonialnich.

Na zaklad téchto sekvenci byla stanovenaipkrna variabilita vSech populaci 0,15.
NejvysSi variabilita se pak ukazala mezi Chile @iskem s hodnotoQ.168 (viz Tabulka 11).
Tento vysledek koresponduje i se &mau vzdalenosti mezi ¢ma lokalitami. Nej¢tSi variabilita
uvnitt jednotlivych lokalit se projevila AlZirsku 0,138.

Tato variabilita nize byt zgisobena tim, Ze Alzirsko neni tak vzdalené od osfatn
okolnich lokalit, kde s®iuraphis noxiavyskytuje, a mohli sem migrovat jednotlivé populace
nezavisle na sab Také zde rize hrat roli to, zda se v délskiru vzorku neuplatovalo vice
pohlavni rozmnoZovani, kterdigpiva k \&tSi genetické variabilit

Ze ziskanych sekvenci jsem zkonstruoval dendrogréatery by n&l zachytit
fylogeografii, tedy postup &ni Diuraphis noxiaz mista fivodu do dalSich zemi. Vysledek
dendrogramu nam vSak ukazuje, Ze zde nebyl@Sagprozdleni vybranych populaci podle
geografické fislusnosti. Domnivdm se, Ze toube byt zgsobeno migraci jednotlivych
populaciDiuraphis noxiaz nedalekych okolnich stat
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7. Zaver

Podailo se owfit vhodnost pouziti 5 mikrosatelitnich markek urceni genetickée
variability prirodnich populaciDiuraphis noxia. Dale byla Usgsné zavedena metoda
EPIC-PCR a pomoci 3 primese pod#lo naamplifikovat fragmenty pro kalmodulin, akin
cytochrom CTouto praci byly vytvéeny zakladni genetické podklady pro celkovy ekakgi
vyzkum druhuDiuraphis noxia.

V této praci byla také potvrzena variabilita nepeazi populacemi, ale také mezi jedinci
uvnitt  skupin. To niZze nazn&vat zng&nou flexibilitu a velmi rychlé adaptovani
Diuraphis noxiana znénu zivotnich podminek.

NejvétSi variabilita se vyskytovala v ancestralnich poidh a v poulacich z
temperatnich lokalit, kde se vyrazrvice uplatuje stidani pohlavniho a nepohlavniho
rozmnozovani. Tento fakt odpovidal #ikjSim studiim (Liu, X. et al., 2010, Stary, 1996;
Weiland et al., 2008).
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9. Prilohy

Priloha 1: Vzorky pouzité pi extrakci DNA

Cislo |Zemé a oblast skru Datum | Hostitelsk& | Zpisob
vzorku rostlina uchovan|
1 Francie, Montpellier 12.2.2008 | Hordeum vulgare | Etanol
2 Tunisko, Enfida 22.4.2008 | Hordeum vulgare | Etanol
5 Tunisko, Hergla 21.4.2008 | Lolium perenne Etanol
6 Egypt, ElI-Sheikh Zuwayid 19.4.2008 | Hordeum vulgare | Etanol
7 Egypt, ElI-Sheikh Zuwayid 5.4.2008 Hordeum vulgare | Etanol
8 Egypt, Rafah 20.3.2008 | Hordeum vulgare | Etanol
9 iran, Kerman, Kerman Province 20.4.2008 | Triticum aestivum | Etanol
10 iran, Birjand, South Khorashad Province 20.5.2008 | Triticum aestivum | Etanol
11 iran, Birjand, Bojdi Plain, South Khorasar21.5.2008 | Triticum aestivum | Etanol
12 Turecko, Saraykdy-Konya 26.6.2008 | Triticum aestivum | Etanol
13 Turecko, Campus-Konya, Selg¢uklu 26.6.2008 | Triticum aestivum | Etanol
14 Turecko, Karagag-Konya, Bahri Dagdas 1,27.6.2008 | Triticum aestivum Etanol
15 Turecko, Karagag-Konya, Bahri Dagdas 2,27.6.2008 | Triticum aestivum | Etanol
16 Turecko, Karagag-Konya, Bahri Dagdas 3,27.6.2008 | Triticum aestivum | Etanol
17 Turecko, Cumra-Konya0O1l 2.7.2008 Triticum  aestivum Etanol
18 Turecko, Cumra-Konya02 2.7.2008 Triticum aestivum | Etanol
19 Turecko, Cumra-Konya03 2.7.2008 Triticum aestivum | Etanol
20 Turecko, Meram-Konya 10.7.2008 | Triticum aestivum | Etanol
21 Turecko, Beyehirl- Konya 12.7.2008 | Triticum aestivum | Etanol
22 Turecko, Beyehir2- Konya 12.7.2008 | Triticum aestivum | Etanol
23 Alzirsko, Ain Kercha (Oum EI Bouaghi Dept.) | 17.4.2008 | Hordeum vulgare | Etanol
24 Alzirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 21.4.2008 | Hordeum vulgare | Etanol
25 Alzirsko, Kais (Khenchela Dept.) 9.5.2008 Hordeum vulgare | Etanol
26 Alzirsko, El Khroub (Constantine Dept-) 12.52008 | Triticum durum Etanol
27 AlZirsko, Hamla (Batna Dept.) 14.5.2008 | Triticum durum Etanol
28 AlZirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) 15.5.2008 | Triticum durum Etanol
29 Alzirsko, Tazoult-Lambese(Batna Dept.) 23.5.2008 | Triticum durum Etanol
30 Alzirsko, Bouzina(Batna Dept.) 23.5.2008 | Triticum durum Etanol
31 USA, Couny line - Juniper Canyon, Blicketqr24.6.2008 | Triticum aestivum | Etanol
32 USA, Turpint Ridge Rd., Blicketon WA Bentgn24.6.2008 | Triticum aestivum | Etanol
33 USA, Pear Ac. IAREC, Prosser, WA, Benton Co. | 24.6.2008 | Triticum aestivum | Etanol
34 USA, Headquarter Unit IAREC Field H-21, Prosse4.6.2008 Hordeum vulgare Etanol
36 Ceska republika, Hodonice, Moravia meridiona|i$.7.2008 Hordeum vulgare Etanol
38 Ceska republika, Litobréte, Moravia| 1.7.2008 Hordeum vulgare Etanol
39 Ceska republika, Bykite p. Hostynem, Moravia 16.7.2008 | Hordeum vulgare Etanol
40 Ceska republika, ®eb&, Bohemia south 16.7.2008 | Hordeum vulgare Etanol
41 Chile, Chillian XX.2.2008 | Triticum aestivum | Etanol
42 Mad’arsko, Budapest XX.2.2008 | Triticum aestivum | Etanol
43 Spartlsko, Alguaire, Lleida Distr. 30.4.2008 | Hordeum vulgare | Etanol
44 Spartlsko, Salt, Girona 7.5.2008 Hordeum vulgare | Etanol
45 Spartlsko, Vencillon 6.5.2008 Hordeum vulgare | Etanol
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46 Spartlsko, Santa Maria del Cami (Barcelopa4.5.2008 | Hordeum vulgare Etanol
47 Spartlsko, La Pobla de Cérvoles (Lleida Distr.)| 16.5.2008 | Hordeum vulgare | Etanol
48 Spartlsko, Cubells (Lleida Distr.) 4.6.2008 | Hordeum vulgare | Etanol
49 Spartlsko, Calaf (Barcelona Distr.) 4.6.2008 Hordeum vulgare Etanol
50 Moldavsko, SE, Regina 11.7.2009 | Triticum vulgare Etanol
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Priloha 2: Matice pro statistické vyhodnoceni

LOKUS

ApEST39 SmS16b ApEST34 Sa4S Sgg2

LOKALITA

FRANCIE1 AA AA ?? AA AB
TUNISKO2 BB BB ?? AA AA
5 AA AA ?? AA AB
EGYPT 6 AA AA AB AB AB
7 AA AA AB AB AB
8 AA AA ?? AA AB
IRAN 9 AB AA AA AA AA
10 AB AA AA AA AA
11 AB AA AA AA AA
TURECKO12 AB AA AA AB AB
13 AB AA AB AB AB
14 AB AA AB AB AB
15 AB AA AB AB AB
16 AB AA AB AB AB
17 AB AA AB AB AB
18 AB AA AB AB AB
19 AB AA AB AB AB
20 AB AA AB AB AB
21 AB AA AB AB AB
22 AB AA AB AB AB
ALZIRSKO23 ?? AA ?? AB AB
24 AA AA AA AB AB
25 AA AA AA AB AB
26 AA AA AA AA AB
27 AA AA AB AB AB
28 AA AA AB AB AB
29 AA AA AA AB AB
30 AA AA AA AB AB
USA31 AA AA AA AB AB
32 AA AA AA AA AB
33 AA AA AA AA AB
34 AA AA AA AA AB
CESKO36 AB AA AB AB AB
38 BB AA AB ?? AB
39 BB AA AB AB AB
40 BB AA AB AB AA
CHILE41 AA AA AA AA AB

MADARSKO42 BB AA AA AB AB
SPANELSKO43 AA AA AA AA AB

44 AA AA AA AA AB
45 AA AA AA AB AB
46 AA AA AA AB AB
a7 AA AA AA AB AB
48 AA AA AA AB AB
49 AA AA AA AB AB

MOLDAVSKO50 AB AA AA AB AA
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Priloha 3: Geografické vzdalenost mezi jednotlivymi lokalitarkilometrech

Francie Tunisko Egypt iran Ture. Alzir. USA Mold. Cesko Chile  Mtar. Spad.

Francie O

Tunisko 1188 O

Egypt 3054 2237 O

iran 4949 4375 2401 0

Turecko 2543 1959 894 2385 0

Alzirsko 956 474 2599 4644 2348 0

USA 8740 9745 10588 11268 10207 9500 0

Moldav. 2065 2086 1885 2972 1046 2238 9184 0

Cesko 1315 1683 2431 3811 1786 1738 8668 918 0

Chile 10868 11482 12963 15271 13258 11215 102253693 12570 O
Madarsko 1272 1561 2108 3608 1462 1547 9079 809 320 64412 0
éparélsko 397 1191 3100 4955 2661 826 8735 2231 1431 0991 1537 0

Priloha 4: Variabilita mezi populacemi (Mega 4, Kimura 2-Paeden, Pairwise
deletion)

A.pisum 1-Francie 6-Egypt 7yAg9-iran 12-Turec 14-Turec 18-Turec 20€kur
A.pisum 0,00
1-Francie 0,964 0,00
6-Egypt 1,062 0,034 0,00
7-Egypt 0,956 0,005 0,039 0,00
9-fran 0,964 0,000 0,034 0,005 0,00
12-Turec 0,956 0,003 0,036 0,003 0,003 0,00
14-Turec 0,956 0,003 0,036 0,003 0,003 0,000 00,0
18-Turec 0,980 0,013 0,047 0,013 0,013 0,010 1m,0 0,00
20-Turec 0,967 0,005 0,039 0,005 0,005 0,003 03,0 0,008 0,00
21-Turec 0,964 0,000 0,034 0,005 0,000 0,003 00%, 0,013 0,005
23-Alzirs 1,307 0,208 0,218 0,207 0,208 0,207 20D, 0,211 0,211
25-Alzirs 1,434 0,203 0,223 0,198 0,203 0,202 20D, 0,207 0,207
26-Alzirs 0,977 0,005 0,039 0,005 0,005 0,008 008, 0,018 0,010
27-Alzirs 0,968 0,008 0,042 0,003 0,008 0,005 0089, 0,015 0,008
29-Alzirs 0,968 0,008 0,042 0,003 0,008 0,005 0089, 0,015 0,008
31-USA 0,964 0,010 0,042 0,015 0,010 0,013 0,0130,023 0,015
38Cesko 0,956 0,003 0,036 0,003 0,003 0,000 0,000 ,0100 0,003
39Cesko 1,014 0,013 0,047 0,018 0,013 0,015 0,015 ,0200 0,018
40Cesko 0,964 0,000 0,034 0,005 0,000 0,003 0,003 ,0130 0,005
41-Chile 1,079 0,092 0,102 0,098 0,092 0,095 9,0 0,107 0,098
44-Spawl 1,124 0,087 0,109 0,093 0,087 0,090 0,090 2,10 0,093
45-Spagl 0,964 0,000 0,034 0,005 0,000 0,003 0,003 3,01 0,005

21-Turec 23-Alzirs 25-AlZirs -Bf¢irs 27-AlZirs 29-Alzirs 31-USA 38esko 39%esko 40cesko 41-Chile 44-Spain 45-Spaxil

21-Turec 0,00

23-Alzirs 0,208 0,00

25-Alzirs 0,203 0,138 0,00

26-Alzirs 0,005 0,203 0,203 0,00

27-Alzirs 0,008 0,212 0,202 0,008 0,00

29-Alzirs 0,008 0,203 0,202 0,003 0,005 0,00

31-USA 0,010 0,209 0,207 0,015 0,018 0,018 0,00

38Cesko 0,003 0,207 0,202 0,008 0,005 0,005 0,013 ,00 0

39Cesko 0,013 0,212 0,207 0,018 0,020 0,020 0,023 ,0150 0,00

40Cesko 0,092 0,277 0,273 0,092 0,101 0,095 0,085 ,0950 0,108 0,00

41-Chile 0,087 0,239 0,246 0,093 0,096 0,096 81,0 0,090 0,103 0,092 0,00
44-Spagl 0,000 0,208 0,203 0,005 0,008 0,008 0,010 3,00 0,013 0,087 0,116 0,00
45-Spagl 0,000 0,208 0,203 0,005 0,008 0,008 0,010 3,00 0,013 0,000 0,092 0,087 0,00
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Priloha 5: Distartni matice vytviéena v programu GDA ver.1(podle algoritmu Nei
1972).

Egypt Iran Turec. Alzir. USACesko Chile Spaisko

Egypt 0,00

Iran 0,343 0,00

Turecko 0,222 0,233 0,00

Alzirsko 0,339 0,085 0,188 0,00

USA 0,421 0,038 0,185 0,103000

Cesko 0,344 0,073 0,124 0,163 0,0Z¥,00

Chile 0,357 0,268 0,211 0,050 96,2 0,360 0,00
Spanrilsko 0,418 0,066 0,157 0,134 0,006 0,012,331 0,00
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