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1. UVOD

1.1 Biologie mSic a Diuraphis noxia (Kurdjumov)

MsSice zhoubna (Diuraphis noxia) se fadi do ¢eledi msSicoviti (Aphididae). Tato
celed’ v ramci fadu polokiidli (Hemiptera) a podifadu msicosavi (Sternorrhyncha) tvoti
monofyletickou skupinu. Piibuznymi celedémi jsou korovnicoviti (Adelgidae) a
Phylloxeridae (bez ¢eského jména).

Celed msicoviti (Aphididae) je rozsitena po celém svété. Polet jejich druht se
odhaduje na vice nez 4000, ale jen néco kolem 100 druht se fadi mezi celosvétové
Skiidce zemédélskych plodin, na kterych parazituji a zplsobuji tak velké ztraty na
vynosnosti (DuToit a Walters, 1984; Dixon, 1985; Riedell et al., 1999; Martinez-Torres
et al., 2001; Franzen et al., 2008).

MsSice jsou jednim z taxont, u kterych se vyvinula cyklicka partenogeneze. Jedna
se o slozity zptisob rozmnozovani, béhem kterého mize dochazet ke stiidani pohlavnich
a nepohlavnich generaci a hostiteld (Blackman, 1985; Leather, 1992; Hairston et al.,
1995). MsSice se rozmnozuji tzv. apomiktickou partenogenezi, kdy dcefini jedinci jsou
geneticky uplné shodni s matkou (vyjimkou jsou mutace) (Hale et al., 2002; De Meester
et al., 2004, Halkett et al., 2005). Ve studenych temperatnich oblastech Asie a Evropy
bylo zjisténo, ze se stfidd partenogeneze se sexudlni generaci bez stfidani hostitele,
zatimco v Americe pohlavni generace chybély (Kiriac et al., 1990; van Emden a
Harrington, 2007). Cyklicka partenogeneze se u spole¢ného predka Aphidoidea
vyvinula pred pfiblizné 200 miliony let (Moran, 1992).

Msice ziji vsymbidze s endosymbiotickou bakterii Buchnera aphidicola
(Enterobacteriaceae) (Untermann et al., 1989; Munson et al., 1991). Ta ve svém
hostiteli Zije ve specializovanych bunikach — bakteriocytech. Do dalSich generaci je
pienaSena po maternalni linii pfes vajicka (Buchner, 1965; Baumann et al., 2000;
Wernegreen, 2002). Bakterie msici poskytuje esencialni aminokyseliny a vitaminy (Lai
et al., 1994; Baumann et al., 2000).

Msice zhoubna (Diuraphis noxia) je asi 1,5 — 2,5 mm dlouha s vietenovitym
télem zlutozelené aZz svétlezelené barvy. Jeji siphunculi (cylindrické az konické
struktury na 6. abdomindlnim c¢lanku téla msSice slouzZici k vylu€ovéani feromont),
koncetiny a tykadla jsou v porovnani s jinymi druhy msSic krat$si (Payton, 2004;
Michaud a Sloderbeck, 2005; van Emden a Harrington, 2007). D. noxia ma bodavé saci

ustni ustroji, které vyuziva k sani rostlinnych stav (Hewitt et al., 1984).
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Diuraphis noxia je ¢asto oznacovana zkratkou RWA, ktera vychazi z anglického
pojmenovani ,,Russian wheat aphid“ (ruska pSeni¢nd msice). Tento nazev se vzil
pravdépodobné proto, ze prvnim dolozenym mistem vyskytu bylo obilné pole
v Mordvilku v jiznim Rusku. Tato udalost je datovana na rok 1900 (Grossheim, 1914;
Poprawski et al., 1992).

D. noxia je vyznamnym Skidcem hlavné pSenice seté (Triticum aestivum L.,
Poaceae) a jecmene (Hordeum vulgare L., Poaceae) (Halbert a Stoetzel, 1998; Belay et
al., 2003; Clua et al., 2004). Ackoli D. noxia preferuje obiloviny (Butts a Pakendorf,
1984), zije 1 na ostatnich kulturnich i1 divokych travach celedi Poaceae (Kriel et al.,
1984; Kindler a Spomer, 1986; Kindler a Springer, 1989; van Emden a Harrington,
2007). Mezi jeji dalsi hostitele patfi napt. zito (Secale sp.), triticale (Triticosecale),
lipnice (Poa sp.), svetep (Bromus sp.) (Clua et al., 2004). Nejlépe se ji dafi na pozdné
seté¢ plodin¢ v chudé pidé (van Emden a Harrington, 2007). Vyskyt na vice druzich
poskytuje D. noxia biotopovou a genetickou diversitu (Butts a Pakendorf, 1984; Kindler
a Spomer, 1986). U D. noxia muze tentyz genotyp v riznych piirodnich podminkéach
produkovat riizné fenotypy (Shapiro, 1976).

1.2 Rozsiieni a hospodarsky vyznam D. noxia

Za pivodni misto vyskytu se povazuji irdnsko-turkmenistinské hory franska
vyso¢ina odkud expandovala (Kovalev et al., 1991) a poté byla objevena v jiznim
Rusku (Grossheim, 1914; Poprawski et al., 1992). Prvni zminka o jejim vyskytu mimo
Rusko byla ze Spanélska (Alfaro, 1947). Od té doby se objevuje po celém svétd
s vyjimkou Australie (Quisenberry a Peairs, 1998). Béhem 70. a 80. let 20. stoleti se D.
noxia zacala rychle §ifit a pusobit velké problémy v hlavnich obili produkujicich
oblastech Ruska, stfedniho Vychodu, Malé Asie, Jihoafrické republiky, jizni a stfedni
Ameriky, USA a Evropy (Kovalev et al., 1991; Black et al., 1992; Poprawski et al.,
1992; Stary, 1999; Smith et al., 2004). V USA byl prvni vyskyt zaznamenan v roce
1986 v Texasu a Vv kratké dobé byla jeji pfitomnost potvrzena po celém uzemi
Spojenych stati americkych a Kanady (Kindler a Springer, 1989; Peairs et al., 1989).
V Ceské republice byla prvné popséana v &ervnu roku 1995 (Stary, 1996).

Jednim z divodu tak intenzivniho vyzkumu D. noxia je snaha o zabranéni jejiho
roz$iteni do Australie, kde jsou klimatické podminky ideélni pro jeji Zivot a mnozeni.

Skodlivost D. noxia je dana tim, ze béhem sanim §tav se do rostliny dostavaji

sliny obsahujici enzymy, které rostliné zplsobuji chlorézu charakteristickou bilymi
2



nebo zlutymi podélnymi pruhy a podélnym staCenim listd (Hewitt et al., 1984). Sliny
také zpisobuji ultrastrukturdlni zmény a zmény na Grovni tkani, které zptsobuji rozklad
floému a signifikantni ubytek chlorofylu a karotenoidi, diky, kterému dojde ke snizeni
fotosyntézy a nizS§imu vytézku obili (Smith et al., 1991, Burd a Elliott, 1996; Telang et
al., 1999; Heng-Moss et al., 2003; Saheed et al., 2007a, b). Pevné podélné svinuti listh
dava msici moznost schovat se pred vné&jSimi vlivy, pfirozenymi neptateli (napf.
Coccinella septempunctata) a insekticidy (Webster et al., 1987, Hughesa Maywald,
1990; Robinson, 1993)

D. noxia slouzi rovnéz jako vektor rostlinnych chorob. Pienasi napf. virus zluté
zakrslosti jeCmene (barley yellow dwarf virus), virus pruhovité mozaiky jeCmene
(barley strip mosaic virus) nebo ,,brome mosaic virus“ (Bush et al., 1989; van Emden a

Harrington, 2007).

1.3 Dosavadni studie na Diuraphis noxia

Cilem popula¢né — genetickych vyzkuma D. noxia je snaha o vyjasnéni tras jeji
migrace, osidlovani jednotlivych kontinenti a hleddni variability mezi jejimi
jednotlivymi populacemi, aby bylo mozné odhadnout smér jejiho dalsiho Sifeni. Aby
bylo mozné efektivné se Skidci bojovat, je dulezité, abychom znali jejich genetickou
variabilitu, protoze pak miZzeme lépe odhadnout, kterym smérem se budou populace
potenciadlné vyvijet (Dolatti et al., 2005).

Puterka et al. (1993) se ve své studii zabyvali genetickym sloZenim populaci D.
noxia z raznych lokalit celého svéta. Ke svému vyzkumu pouzili alozymy a RAPD-PCR
(random amplified polymorphic DNA) na vzorcich z USA, Ukrajiny, Jihoafrické
republiky, Kanady, Mexika, Francie, Moldavska, Kyrgyzstanu, Jordanska, Syrie a
Turecka. Analyzou alozymu bylo zjisténo, ze vzorky z Jordanska, Syrie a Ukrajiny
(Krym) mély shodny genotyp. Kyrgyzstan, Moldavsko a Ukrajina (Kerson) mély kazda
lokalita svlij unikéatni genotyp a ostatni vzorky se ve statech nelisily. Pomoci alozymu
tedy nebyla prokazana variabilita uvnitf populaci, jedinou vyjimkou byly ukrajinsti
zéastupci, mezi kterymi alozymy prokézaly vysokou variabilitu. Pomoci metody RAPD-
PCR bylo naamplifikovano 69 fragmentii v 18 populacich. Diky vysledkim RAPD-
PCR byly vypracovany 2 potencialni migracni trasy D. noxia do USA. Vétsina diverzity
nalezend diky alozymiim a RAPD-PCR vV této studii byla mezi populacemi vychodniho

a severovychodniho Stfedozemi. Puterka et al. (1993) se domnivaji, ze na tento jev



mohl mit vliv holocyklus mSic v této oblasti (Kiriac et al., 1990). Pomoci RAPD-PCR a
alozymu byla nalezena jen velmi nizka variabilita uvnitf populaci.

Dolatti et al. (2005) jako viibec prvni pouzili mikrosatelity na vyzkum D. noxia.
Ve své studii testovali 10 mikrosatelitnich lokust na vzorcich z franu. Viechny primery
byly izolovany ze Sitobion miscanthi, pficemz 4 dvojice primert byly pievzaty z prace
Simon et al. (1999) a zbylych 6 dvojic piejali ze studie Wilson et al. (2004). Zjistili, Ze
v daném souboru se vyskytuje mensi mnozstvi (jeden nebo nékolik malo) Siroce
rozSifenych genotypi a velké mnozstvi genotypi vyskytujicich se jen fidce.
Geograficky se vétSi mnozstvi vzacnych genotypii objevovalo na severozapadé, kde
jsou chladné zimy a teorie o stfidani holocyklu a anholocyklu je zde potvrzena pravem.
Zaroven vysledky studie odpovidaji pracem provedenymi na Sitobion avenae (kyjatka
osenni) (Haack et al., 2000; Papura et al., 2003), ktera ma podobné stiidani hostiteli
jako D. noxia (Dolatti et al., 1995).

Shufran et al. (2007) provedli fylogeograficky vyzkum D. noxia s cilem urcit
puvod invaze do USA. K dispozici méli vzorky sbirané mezi lety 1986 — 2006 z celkem
10 americkych stati, Mexika, Kanady, Francie, Jihoafrické republiky a Turecka. Mnoho
vzorkil bylo pfevzato z prace Puterka et al. (1993). Jako marker byla vyuzita ¢ast genu
pro cytochromoxydazu podjednotku I (COI) z mtDNA. Jeji pomoci byla mezi vzorky
jejich souboru dat zjisténa ve své podstaté nulova variabilita. Vysledky Shufrana et al.
(2007) se shoduji se zavery Puterky et al. (1993), ze populace D. noxia v USA, Kanadé
a Mexiku pfisSly z téhoZ zdroje. Za nejpravdépodobnéjsi povazuji invazi z Jihoafrické
republiky do Mexika.

V navazujici studii Shufran a Payton (2009) vybrali 8 mikrosatelitnich lokusi
pfevzatych z praci Simon et al. (1999) a Wilson et al. (2004) a vyzkousenych Dolattim
et al. (2005). Dal$im vybranym markerem byla RAPD-PCR pro niz byly vybrany mimo
jiné 1 primery, které ve své praci pouzil Puterka et al. (1993) a vykazovaly variabilitu
mezi populacemi. Variabilita mezi populacemi zjisténa pomoci RAPD-PCR byla
nulova. Sest mikrosatelitnich lokusti nevykazovalo variabilitu — 4 byly homozygotni a 2
byly heterozygotni, ale monomorfni. Tyto vysledky se lis$i od Dolattiho et al. (2005),
nejen v homozygotnosti a heterozygotnosti lokusi, ale i ve velikosti jednotlivych alel
lokusi. Na zakladé zjisténych dat dosli k zavéru, Ze populace D. noxia v USA jsou si
navzajem velmi blizce ptibuzné.

Liu et al. (2010) se rovnéz zabyvali invaznim Sifenim D. noxia. Cilem bylo zjistit

kolik invazi D. noxia bylo, misto jejich ptivodu, mira potenciani adaptace a geograficky
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rozsah expanze. Pro tuto studii byla jako marker vybrana AFLP analyza (amplified
fragment length polymorphism). Vysledny fylogeneticky strom rozdélil vzorky do dvou
invaznich skupin — do prvni skupiny byly zatazeny vzorky z iranu, Syrie, Keni, Mexika
a USA (tzv. ,Middle East-African®), do druhé skupiny pak patiily Etiopie, Ceska
republika, Spanélsko, Mad’arsko a USA (tzv. ,,European®). Ziskana data ukazuji, ze D.
noxia se do USA dostala po 2 invaznich trasach. Prvni vedla z oblasti piivodniho
vyskytu pres jizni Afriku do Mexika a dale do USA, zatimco druhd trasa do Spojenych
statl sméfovala pies staty stiedni Evropy a Spanélsko. Mapa piedpokladaného §ifeni D.

noxia v téchto dvou invazich je na Obrazku 1.

Obrazek 1. Hypotetické invaze D. noxia

Sedogerny kruh oznaluje misto piivodu D. noxia, ¢erné ipky predstavuji prvni invazni proud,
Sedé Sipky druhy invazni proud a pieruSovana Cernd Sipka ukazuje hypotetickou invazi pies
Asii.

Pievzato z Liu et al. (2010)

Zhang et al. (2012) vyuzili 12 mikrosatelitnich lokusti — 3 ,,cross-species” lokusy
izolované z msice Sitobion a pfevzaté z praci Simon et al. (1999) a Wilson et al. (1997 a
2004) a z 9 nové vytvofenych lokust piimo pro D. noxia. Dale amplifikovali 2 tseky
z mtDNA (Cast genu pro COI a delSi fragment zahrnujici c¢éastecné NADH
dehydrogendzu podjednotku 4L (ND4L), 2 tRNA geny, celou NADH dehydrogenazu
podjednotku 6 (ND6) a Casteéné cytochrom b (Cytb)). Vzorky pouzité ve studii sbirali
ve dvou letech, aby porovnali variabilitu nejen v ramci jednotlivych lokalit ale i v ramci

Casu. Be¢hem vyhodnocovani bylo zjisténo, zadné genotypy v jednom roce sbiranych
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vzorkli se neopakuji v druhém roce. Toto zjisténi podporuje vysledky o pohlavnim
rozmnozovani msic Zhanga et al. (1999). Byla zjiSténa vyssi genetickd diverzita
v severnich &astech Ciny neZ v jiznich — jako moZna vysvétleni autofi uvadi rizny
selekéni tlak, rizné ekologické podminky nebo vliv klimatu a zemépisné polohy.

V nasi laboratofi jiz bylo na D. noxia vypracovano nékolik studii.

Bc. Michala Korandova (2011) provedla RADP-PCR analyzu 49 vzorkt z 12
lokalit. Pouzila k tomu 4 RAPD primery a potvrdila variabilitu nejen mezi populacemi,
ale 1 mezi jedinci jednotlivych populaci a tim se ji podafilo potvrdit vhodnost této
metody pro urCeni genetické variability mSice zhoubné. RAPD-PCR sice vykazuje
variabilitu, ale jednd se o dominantni marker (nelze rozli§it homozygoty od
heterozygotil) a je analyzou velmi citlivou na podminky, ¢imz se stdva jen velmi tézko
opakovatelnou a reprodukovatelnou. Polymorfni fragmenty se nepodafilo dale
charakterizovat, a proto nebylo v praci pomoci tohoto markeru pokracovano a pro dalsi
vyzkumy byly vybrany mtDNA, mikrosatelity a analyza sekundarnich endosymbiont.

Mgr. Andrea JaroSova (2012) zkousela detekovat endosymbionty pomoci 3
riznych metod — diagnostického PCR, RFLP (restriction fragment length
polymorphism) a DGGE (denaturating gradient gel electrophoresis). Jako nejvhodnéjsi
se ji jevi metoda DGGE, protoze diky ni byli nalezeni i endosymbionti, které jina
metoda neodhalila. U D. noxia navic detekovala 12 druht endosymbiotickych bakterii.
Tento vysledek je v rozporu s piedchazejicimi vyzkumy, které ukazovaly, ze D. noxia
zadné sekundarni endosymbionty nema, nicméné se zde neprojevila zadna vazba na
geografickou oblast nebo zivnou rostlinu.

Mgr. Daniela Chundelova (2012) se zaméfila na nalezeni nejvhodnéjSiho tseku
z mtDNA, ktery by byl schopen prokazat variabilitu mezi populacemi D. noxia. Nejprve
zkousSela amplifikovat tzv. barcode — ¢ast genu pro cytochrom oxiddzu podjednotku I
(COIl) a vsouladu se studiemi Shufran et al. (2007) a Shufran a Payton (2009)
variabilitu mezi populacemi ani jedinci nepotvrdila. Po vyzkouSeni dal$ich usekt
mtDNA tzv. ,,AT-region* a ,,repeat region“ (nekodujici na A, T bohaté ¢asti mtDNA) a
fragment obsahujici geny ATP8 a ATP6 opét nebyla odhalena Zadna variabilita
(Chundelovéa — nepublikovano). Po téchto pokusech se zaméfila na osekvenovani celé
mtDNA D. noxia s cilem vytipovat Gseky vhodné k rozliSeni populaci a jedinc. Pomoci
nukleotidové analyzy vytipovala 5 ¢asti mtDNA (velka a mala podjednotka rRNA, geny
ATP8, ND5 a ND4L), které vykazuji nadprimérné vysokou variabilitu.



Mgr. Jiti Pasikovsky (2011) se zabyval mikrosatelity a zavedenim metod EPIC-
PCR (exon-primed intron-crossing). K dispozici mé¢l 49 vzorkd D. noxia z 12 lokalit
(vzorky byly shodné jako v praci Korandova (2011)). Metoda EPIC-PRC byla uspésné
zavedena, ale populace D. noxia ji nebyly rozdéleny podle geografické pfislusnosti. Pro
praci s mikrosatelity Pasikovsky vybral z literatury 6 lokust (Simon et al., 1999; Wilson
et al., 2004; Dolatti et al., 2005; Weng et al., 2007; Shufran a Payton, 2009) a nasledné
zoptimalizoval podminky PCR a polyakrylamidové gelové separace. P&t lokust
vykazovalo variabilitu a na jejich zakladé potvrdil teorie o cyklické partenogenezi
V temperatnich oblastech (Stary, 1996; Liu, et al., 2010).

RNDr. Petr Stary, ktery se na Entomologickém tustavu AV CR jiz dlouha léta
vénuje studiu migracnich tras D. noxia, preferuje hypotézu, Zze trasy navrzené Liem et
al. (2010) neodpovidaji skutecné situaci. Jeho teorie zachovava dvé migracni trasy,
pfitemz jedna vede ztuzemi kolem Iranu, pies Turecko a staty severni Afriky do
Spanélska a odtud pak do USA. Druhé trasa zadina také na tGzemi [ranu, ale déle
pokra¢uje pies Moldavsko na severozapad do Mad’arska a Ceské republiky (P. Stary,
osobni komunikace). Tato teorie je podpoiena i vysledky publikace Havelka et al. (v
priprave).

Tato diplomova prace je pokracovanim studie provedené Mgr. Jifim
Pasikovskym. Soubor vzorkd byl rozsifen o dalsi lokality a byly vybrany dalsi

mikrosatelitni lokusy, aby byla zvySena priikaznost jim zjiSténych dat.

1.4 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou v soucasné dobé jednim z nejrozsifengjSich genetickych
markerl v evolu¢nich, populacnich a genetickych studiich. Jejich popularita prameni
Zjejich téméf vsSudyptitomnosti (kodujici 1 nekodujici Casti genomu, jadernd i
organelova DNA), obecné vysoké miry polymorfismu, kodominance a relativné snadny
skrining (Morgante a Plivieri, 1993; Powell et al., 1996; Hutchinson et al., 2003; Selkoe
a Toonen, 2006; Carlsson, 2008).

Jednoduché sekvenéni repetice (simple sequence repeats — SSRs, short tandem
repeats — STRs, variable number tandem repeats - VNTR) neboli mikrosatelity jsou
kratké useky DNA slozené z tandemové se opakujicich jednotek o délce 1 — 6 parti bazi
(Tautz, 1989). Pocet opakovani je nejcastéji kolem 5 — 40, ale mohou byt i delsi.
V genetickych studiich jsou nejcastéji vyuzivany di-, tri- a tetranukleotidova opakovani

(Selkoe a Toonen, 2006).



V genomu se nejcastéji vyskytuji dinukleotidové repetice. Mononukleotidové
repetice nepatii mezi bézné, protoze diky delsimu fetézci slozeného jen z jednoho typu
nukletidu nastavaji bchem amplifikace problémy (Li et al, 2002). U tri- a
hexanukleotidovych repetic se piedpoklada, Ze byvaji soucasti kodujicich oblasti,
protoze diky nim nevznika posun ¢éteciho ramce (,,frameshift™) (Toth et al., 2000).

Na zaklad¢ ptvodu rozlisSujeme 2 druhy STRs. Prvni je odvozen od genomové
sekvence, druhy pak od oblasti tésné prilehlé k mikrosatelitni sekvenci (tzv. ,,flanking
region®, ,,expressed sequence tags“ — EST), ktera byva u blizce piibuznych druha
stejnd. Obecné lze fict, Ze genomové STRs jsou polymortnéjsi nez EST-STRs. EST-
STRs je diky jejich pivodu mozné snadnéji pouzit i pro blizce ptibuzné druhy (napf.
Zhang et al., 2005) nez genomové STRs (Weng et al., 2007).

Mikrosatelity se vyznacuji vysokou mutacni rychlosti (102 az 10°® mutaci na
lokus za generaci), diky které se vyviji velmi vysokd uroven alelické diverzity. Ta je
nutnd v genetickych studiich (Schldtterer, 2000). Sklouzadvanim polymerazy pfi
replikaci a hromadénim mutaci béhem rekombinace je zajiSténa vysoka variabilita
V intronovych oblastech (Sunnuck, 2000).

Mezi velké vyhody mikrosateliti jako markeru patii, Ze diky tomu, Ze se jedné o
DNA marker, je tfeba pouze malé mnozstvi vstupniho materidlu. Tato skutecnost spolu
s faktem snadné PCR amplifikovatelnosti z nich d¢la levny a rychly geneticky marker.
ProtoZze DNA je stabilni molekula, je moZné vstupni material dlouhodobé skladovat a
lze pouzit 1 starSi vzorky, coz napiiklad v ptipadé€ bilkovinnych markeri mozné neni
(Selkoe a Toonen, 2006). Dalsim kladem je délka amplifikovanych Useku, kterd se
pohybuje mezi cca 100 a 300 bp a ta zaruCuje, ze mikrosatelity byvaji snadno
amplifikovany a to navzdory degradaci DNA (Taberlet et al., 1999).

Nevyhoda mikrosateliti je slozité ziskavani druhové specifickych lokust a naSe
neznalost muta¢nich mechanismi jednotlivych lokusi. Vyskyt nulovych alel v populaci
piinasi problémy pii skorovani ziskanych dat, protoze ma-li heterozygot nulovou alelu,
zda se, jako by byl homozygot. Ma-li nulovou alelu homozygot, tak se jevi jako
chybéjici data. Nicméné Carlsson (2008) provedl vyzkum nulovych alel a dosel
k zavéru, ze i1 kdyz nekteré populace vykazovaly vysokou frekvenci nulové alely, tak

jeji vliv byl velmi mirny.



2. CILE PRACE

e Doplnit a rozsifit zkoumany soubor populaci D. noxia o dalsi lokality.

e Pomoci vybranych mikrosatelitnich lokusti porovnat genetickou variabilitu

populaci D. noxia z lokalit z 12 zemi.

e Na zaklad¢ ziskanych dat analyzovat fylogeografii a mozné sméry invazi D. noxia.



3. MATERIAL A METODY

3.1 Material

Vzorky Diuraphis noxia pro analyzu byly poskytnuty od spolupracovniki
z ruznych védeckych instituci z Afriky, Ameriky a Evropy (viz Piiloha 1.), sbéry na
tizemi CR provedli RNDr. Petr Stary a Ing. Jan Havelka, ktery viechny vzorky také
determinoval. V ramci jedné lokality bylo sebrano 1 az 9 vzorki reprezentujicich tamni
populaci. Kazdy vzorek byl sebran jen z jedné rostliny, a pokud byl na téze lokalité
odebiran vétsi pocet vzorki, potom byly sbirany z rostlin nachazejicich se nejméné
jeden metr od sebe, aby bylo zabranéno odbéru pouze klonalnich jedinct (Dolatti et al.,
2005). Kazdy vzorek naopak obsahoval vétsi pocet jedincti — klond. Po sbéru byly
vzorky uchovavany v 98% etanolu. Dale byly pouzity 2 vzorky D. noxia z chovu
pivodné sebrané v Ceské republice (Hrabétice a Straznice). Celkem bylo zpracovano

433 vzorkl z 12 zemi (viz Tabulka 1.)

Tabulka 1. Seznam zemi a pocty vzorka

Zemé Pocet lokalit Pocet vzorki
AlZirsko 8 66
Ceska republika 60 98
Egypt 3 10
Francie 1 1
Chile 1 2
ran 3 26
Mad’arsko 1 3
Moldavsko 6 33
Spanélsko 7 51
Tunisko 4 8
Turecko 11 99
USA 4 36
Celkem 433
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3.2 Extrakce DNA

K analyze bylo pouzito 3 — 8 jedinctl (klonalnich) z kazdého vzorku. Protoze byly
uchovavany v etanolu, byly vzorky pted extrakci nechany na filtraCnim papife asi 3
minuty pii pokojové teplote, aby se vSechen etanol odpafil, protoze by mohl zpusobit
snizeni vytézku extrakce. Pro extrakci DNA byly pouzity aerosolové $picky, aby bylo

zamezeno kontaminaci cizorodou DNA.

3.2.1 Izolace pomoci DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen)

Izolace DNA byla provedena dle navodu vyrobce, pouze zavérec¢na eluce DNA
z membrany sloupecku byla provedena dvakrat. Poprvé v objemu 100 pl pufru AE,
podruhé v objemu 50 pl pufru AE. Prvni frakce byla uchovana ve 4 °C, druha frakce
byla uskladnéna v -20 °C.

3.3 Primery
Pro amplifikaci byly nejdiive vzaty primery, které ve své diplomové praci pouzil

Mgr. Jiti Pasikovsky (ApEST34, ApEST39, SmS16b, SmS23, Sgg2, Sa4X) (Pasikovsky,
2011), ktery je ptevzal z literatury (Simon et al., 1999; Wilson et al., 2004; Dolatti et al.,
2005; Weng et al., 2007; Shufran a Payton, 2009). Protoze vysledky ziskané pomoci
téchto 6 lokust nebyly dostate¢né prikazné, bylo z literatury vybrano dalSich 9 lokust
(Apg01, Apg37, Apg42, ApEST15, ApEST16, ApEST24, ApEST26, ApEST36, M49)
(Sloane et al., 2001; Weng et al., 2007). Béhem optimalizace PCR reakce téchto 9
lokusti vysla prace zabyvajici se mikrosatelity D. noxia v Cing, ze které byly prevzaty
primery pro lokusy Dnl, Dnl13, Dnl16, Dn22, Dn25 a Dn27 (Zhang et al., 2012).
Z té&chto 6 lokust byly 4 vyzkouSeny a 3 byly vyuZity pro dal$i analyzy. Kompletni

ptehled pouzitych lokust s nékterymi dal$imi detaily je uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2: Piehled pouzitych lokusi a jejich primert.

Velikost
Lokus Typ opakovani (bp) Alely Sekvence primert (5¢ — 3¢)
p
F: TTGATACGAACACAATGGAA
ApEST34* (TAT), 120 - 1150 4
R:CGTGTATTTAGGTTATCGCC
F:TAGATATCGCCCTGCAGTAT
ApEST39* (CATA)ss 245 - 365 2
R:ATTGATATGCGAGGAAAGAA
F:GTAAAAGTAAAGGTTCCACG
SmS16b? (CA)1, 120 - 250 2

R:ATAAAACAAAGAGCAATTCC
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F:GACGTCGATATTAGCCTAGCC

Sa4z>® (AC)sTT(AC) 1o 150 - 176 4
R:GTGACGTATAACGCGATGCG
F:GGTATTATTCCCCGTAACTGC
Sgg2* (CA),3 250 — 340 2 R:GCCCGTATATAGTTAATGTATGACA
TGTCC
. F: ACGGATTTAACGCAAATTTTA
Dn22 (CA), 176 — 242 29
R: CGAATGTAATGCGATGTTGC
, F: AGATTCTGCCGTATGTGATTC
Dn13 (GT)n 158 — 258 33
R: CGCAGCCAACAAGCTATTA
. F: GTCCTCGTGGATACTCATCAT
Dn16 (TG)n 116 - 178 26

R: AATCGGTGTCAGGTTTCG

"Weng et al., 2007

“Dolatti et al., 2005
3Simon et al., 1999
“Zhang et al., 2012

3.4 PCR

Amplifikace pozadovanych DNA fragmentii probihala pomoci metody PCR za
pouziti termocyklért Eppendorf Master Cycler a Bioer XP Cycler.

PCR reakce byla michana v objemu 12,1 pl na reakci. Do reakce byl ptidavan
enhancer BSA (bovine serum albumin, Fermentas) o objemu 0,5 ul na reakci (1,25
pg/ul). Amplifikaéni profily pro jednotlivé lokusy jsou v Tabulce 3. Kazdy PCR
program byl ukoncen chlazenim na 4 °C. Po vyndani z termocykléru byly vzorky

uchovavany v -20 °C.

Tabulka 3: PCR profily jednotlivych lokust

3 ©
g g = 8 g .
B 5 .C_TS g g) ~: N o=
= g o £ S s 2 =
@ c o Q S S =
° @ S ) i S 2 o
e © : 3 g =
Q S 3 < .
- o L0
teplota (°C) 94 94 51 72 72 4
ApEST34 30
as (s) 120 40 50 50 120 )
teplota (°C) 94 94 51 72 72 4
ApEST39 30
as (s) 120 40 50 50 120 )
teplota (°C) 94 94 45 72 72 4
SmS16b 30
as (s) 180 30 30 30 120 o0
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teplota (°C) 94 94 57 72 72 4

Sgg2 35
¢as (s) 120 30 40 60 120 o0
teplota (°C) 94 94 62 72 72 4

Sa4X 35
cas (s) 120 30 50 60 240 o0
teplota (°C) 94 94 53 72 72 4

Dn22 35
cas (s) 60 30 45 60 120 o0
teplota (°C) 94 94 55 72 72 4

Dn13 35
¢as (s) 60 30 45 60 120 0
teplota (°C) 94 94 53 72 72 4

Dn16 35
¢as (s) 60 30 45 60 120 0

3.5 Gelova elektroforéza

Uspésnost amplifikace DNA béhem PCR reakce byla kontrolovana pomoci
elektroforetické separace. Krom¢ uspésnosti byla touto metodou zjistovana i velikost
jednotlivych fragmentd a mmnozstvi DNA v reakci. Elektroforeticka separace byla

provadéna na agarézovych a polyakryamidovych gelech.

3.5.1 Elektroforeticka verifikace na agar6zovych gelech
3.5.1.1 Seakem® LE Agarose (Cambrex)

Z ptedchozi studie provedené v nasi laboratoti (Pasikovsky, 2011) bylo patrné, ze
agar6zové gely pFipravené z agarozy SeaKem® LE Agarose (Cambrex) o koncentracich
1%, 1,5%, 2% a 3% nebudou pro dostate¢né rozdéleni PCR produktu na gelu
vyhovujici. Proto bylo vyzkouseno, jestli by zvySeni koncentrace gelu na 5% nepfineslo
vysledky, kterych niz8i koncentrace nedoséhly.

5% agarozovy gel byl piipraven podle nasledujiciho protokolu: 5 g agardzy
Seakem® LE Agarose (Cambrex) bylo rozmichano v 95 ml 1x TAE pufru (40 mM
TRIS-Acetate; pH = 8,0, 1 mM EDTA). Smés agarézy a pufru byla rozpusténa
vV mikrovlnné troub€ a poté pod tekouci vodou zchlazena na cca 40 °C. Do vlazné smési
bylo pfidano 10 pl ethidium bromidu (0,5 pg/ul), aby nanesené DNA vzorky mohly byt
zviditelnény pod UV svétlem. Tekuty gel byl nalit do predem ptipravené vany s hiebeny
pro vytvoreni jamek a pii pokojové teploté vtemnu byl nechan 30 minut tuhnout.
Hotovy gel byl pouzit k naneseni PCR reakci a nevyuZity zbytek gelu byl uchovéan v 1x
TAE pufru s ptidanym ethidium bromidem (10 p1/250 ml) v chladnicce pfi 4 °C.

Na gel byly naneseny 2 pl PCR reakce smichané s 2 pl LoadingDye (40% vodny

roztok glycerolu, 0,05% bromfenolovd modf). Jako velikostni marker byl pouzit
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GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas) nebo GeneRuler™ 50 bp DNA
Ladder (Fermentas) (Obrazek 2 a.). Elektroforéza bézela 30 — 60 (dle velikosti gelu)
minut pfi konstantnim napéti 120 V.

Ke zviditelnéni DNA na gelu byl pouzit UV transiluminator (UVP

Transilluminator).

3.5.1.2 NuSieve™ GTG™ Agarose (Lonza)

Protoze agaroza SeaKem® LE Agarose (Cambrex) v riznych koncentracich
nepfinasela vysledky ve vizualizaci ocekavaného pruhového patternu, bylo pfistoupeno
k vyzkouseni agarozy NuSieve™ GTG™ Agarose (Lonza). Jedna se o tzv. nizko tajici
(low-melting) agar6zu vhodnou k oddélovani DNA fragmentt o velikosti 10 — 1000
part bazi.

Kvuli lepsi manipulaci s gelem z low-melting agarézy byl nejdiive piipraven 5%
gel z agarozy Seakem® LE Agarose (Cambrex) a to véetné jamek. Z tohoto gelu byl
opatrné vyfiznut vnitiek, takze ve vané na pripravu gelu zbyl asi 0,5 cm Siroky ramecek.
V hornim okraji sjamkami byl rdmecek Siroky asi 1 cm. Do takto pfipravené¢ho
rame¢ku byla opatrné nalita rozpuiténa smés agarézy NuSieve™ GTG™ Agarose
(Lonza) a 1x TAE pufru (40 mM TRIS-Acetate; pH = 8,0; 1 mM EDTA) v poméru 2 g
agarozy: 98 ml pufru, a 10 pl ethidium bromidu (0,5 pg/ul) na 100 ml gelu. Celd vana
byla poté umisténa do chladnicky, kde byl gel ponechan asi 45 minut, aby ztuhnul.

Poté byla celd vana s gelem prendana do elektroforetické vany a opatrné pielita 1x
TAE pufrem vychlazenym na 4 °C. Na gel byly naneseny 2 ul PCR reakce smichané s 2
ul Loading Dye (40% vodny roztok glycerolu, 0,05% bromfenolova modf). Jako
velikostni marker byl pouzit GeneRuler'™ 50 bp DNA Ladder (Fermentas). Cela
elektroforetickd vana byla pfenesena do chladnicky, pfipojena k elektrickému zdroji a
bézela 10 minut pii napéti 95 V a poté bylo napéti snizeno na 45 minut na 80 V.

Po dobéhnuti byla nalévaci vana z elektroforetické opatrné vyjmuta a pienesena

k UV transiluminatoru (UVP Transilluminator) ke zviditelnéni DNA.

3.5.2 Elektroforeticka verifikace na polyakrylamidovych gelech

Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE) byla pouzita pro lepsi schopnost
rozdélovat malé fragmenty ziskané béhem PCR amplifikace. PAGE byla pousténa
V pfistroji ,,Cleaver Scientific omniPAGE Maxi, VS20D*.
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Préace probihala na nativnich polyakrylamidovych gelech (Harwood, 2000). Pro
prvni sadu primerit (ApEST34, ApEST39, Sgg2, SmSi16b, Sa4X) byly podminky
optimalizovany Mgr. Jifim Pasikovskym. Béhem optimalizace podminek pro zbylé
vybrané lokusy byly vyzkouSeny 3,5%, 5% a 12% koncentrace gelu. SloZeni gelt pro

jednotlivé koncentrace je uvedeno v Tabulce 4.

Tabulka 4. Slozeni gelt

3,5% 5% 12%
10x TBE pufr 2,5 ml 2,5 ml 2,5ml
zas. roztok 30% akrylamidu 5,8 ml 8,3 ml 20,0 ml
dH,0O 41,3 ml 38,8 ml 27,1 ml
APS 350 ul 350 pl 350 pl

Ze slozek uvedenych v Tabulce 4. byl pfipraven roztok, ze kterého bylo odebrano
1,75 ml. Do tohoto malého mnozstvi bylo ptidano 17,5 ul APS a 17,5 ul TEMED a tato
smés byla rychle nalita mezi pfipravend elektroforeticka skla. Tim byla vytvotena tzv.
zatka, ktera méla zabranit unikani jesté nepolymerizovaného gelu.

Do zbylé ¢asti roztoku bylo ptfidano 50 ul TEMED, roztok byl dobfe promichdn a
stiikackou nalit mezi skla na zéatku, nasledné byly vloZeny hiebeny pro tvorbu jamek.
Gel byl nechan v pokojové teplot¢ asi 30 minut polymerizovat.

Do aparatury byly nality 2 — 3 litry 0,5x TBE pufru (spotieba pufru se odvijela od
potieby chlazeni celé aparatury). Byly vyjmuty hiebeny a pomoci injekéni stiikacky a
jehly byly jamky vyplachnuty 0,5x TBE pufrem z aparatury. 2 — 4 ul PCR produktu
byly smichany s 3 pl Loading Dye (40% vodny roztok glycerolu, 0,05% bromfenolova
modf) nebo 6Xx DNA Loading Dye (Fermentas) dle navodu vyrobce. Jako velikostni
marker byl pouzit GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas) nebo
GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder (Fermentas).

Elektroforéza bézela 90 — 120 minut pii napéti 230 V. Po dobéhnuti byla
aparatura rozebrana a gel umistén do barvici lazné z 0,5x TBE pufru a ethidium
bromidu o konecné koncentraci 1 mg/ml. Gel byl barven pfiblizné 15 minut.
Zviditelnéni DNA bylo provedeno na UV transiluminatoru (UVP Transilluminator).

Ptiklad vysledné fotografie gelu je na Obrazku 2 b.
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Obrazek 2 a. Size marker GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder a GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder
Obrazek 2 b. Fotografie polyakrylamidového gelu s ispésné naamplifikovanymi vzorky lokusu
Sa4x

3.5.2.1 Pouziti Enhance 1 T®Polymer Solution (Elchrom Scientific)

Pii praci s polyakrylamidovymi gely byl vyzkousen Enhance IT® Polymer
Solution (10x) (Elchrom Scientific). Jedna se o enhancer pro polyakrylamidové gely,
které maji pomér akrylamidu vici bis-akryamidu 29:1. Cilem pridavani enhanceru byla
snaha o vEtsi pruznost gelu a tim lepsi manipulaci.

Na jeden gel o velikosti 20 x 20 cm bylo pfiddvano 5 ml enhanceru. Pro
zachovani stejného objemu bylo ubrdno pomérné mnozstvi vody, aby vysledny roztok

mél vzdy pozadovanych 50 ml.

3.6 Analyza ziskanych dat

K analyzam populaéné — genetickych parametrti bylo pouZzito nékolik programi.

Fotografie polyakrylamidovych geli byly vizudln€ odecteny a ziskand data
zapsana do matice ve formatu Microsoft Excel v programu GenAlEx 6.5 (Peakal a
Smouse, 2006). Vysledky pro kazdy vzorek byly zapisovany Cciselnymi kody
oznacujicimi velikost naamplifikovanych alel. V tomto programu pak byl cely soubor
dat i exportovan do dalSich formatt pro jiny software.

V programu GenClone 2.0 (Armaud-Haond a Belkhir, 2007) byl pro cely soubor
stanoven pocet multilokusovych genotypt (MLGS). MLGs jsou genotypy, které vznikaji
zkombinovanim vSech pouzitych mikrosatelitnich lokusi u kazdého jedince. Ze

zjisténého poctu MLGs byl podle vzorce DGG = G/N vypocten index globalni
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genotypové diverzity (G je poCet MLGs a N pocet vzorkii v dané populaci). Déle byl
vypocten Shannon-Weavertiv index diversity (H) dle vzorce H=-Zpilnp;, kde p; je
frekvence i-tétho MLG genotypu (Shannon a Weaver, 1949). Index H lze vyjadiit jako
e a tento index ukazuje pocet jedinci v populaci, ktefi v piipadé idealniho rozsiteni
budou vykazovat stejnou hodnotu H jako méteny vzorek.

Pomoci programu FSTAT 1.2 (Goudet, 1995) byly spocteny hodnoty Fsr a jeji
smérodatné odchylky (SE) pro jednotlivé lokusy.

MicroChecker 2.2.3 (van Oosterhout et al., 2004) byl pouzit pro vyhledavani
nulovych alel v jednotlivych populacich. GenePop 4.2 (Rousset, 2008) byl uzit pro
ovéteni Hardy-Weinbergovy rovnovahy s diirazem na zjisténi nadbytku heterozygott
(H — excess) a nedostatku heterozygotti (H — deficit). Pocet skuteéné seskorovanych
vzorkil pro jednotlivé lokusy a pozorovany pocet alel v lokusech byl zjistén z programu
PopGene v 1.31 (Yeh et al., 1999).

V softwaru GenAlEx 6.5 (Peakal a Smouse, 2006) byly vypocteny hodnoty
ofekavané heterozygotnosti (Hg) a pozorovana heterozygotnost (Hp) jednotlivych
populaci, efektivni pocet alel (N¢) na populaci, genetickd vzdalenost podle Neiho (Nei,
1972), hodnota fixa¢niho indexu Fjs pro jednotlivé populace, hodnota Fst pro populace
mezi sebou a geograficka vzdalenost mezi lokalitami sbéru (uvadéna v km).

»Isolation by distance™ (IBD) testy slouzi ke zhodnoceni, jestli geograficky
vzdalené populace vykazuji genetickou odlisnost a zda existuje korelace mezi
genetickou a geografickou vzdalenosti. Jednim z moznych zpiisobl jak to zjistit je
Manteluv test (Mantel, 1967), v némz byly porovnany matice geografické vzdalenosti a
mezipopulacnich Fst hodnot, aby bylo mozné zhodnotit, jestli je korelace mezi
geografickou a genetickou vzdalenosti v daném souboru dat. Statistickd pritkkaznost byla
stanovena na zakladé 999 permutaci.

Analyza hlavnich komponent (principal component analysis, PCoA) je metoda
nahrazujici velky soubor zakladnich méfenych proménnych a cCasto vici sobé
korelovanych hodnot men$im mnozstvim vzéjemné nekorelovanych proménnych, které
vznikly bud’ linedrni kombinaci nebo vaZenym primérem méfenych proménnych
hodnot (Leps, 1996). Na vysledném grafu je mozné posoudit, které populace jsou si
bliz$i, protoZe spole¢né tvoii klastr.

Analyza molekularni variance (analysis of molecular variance, AMOVA)
alelovych frekvenci (Wrightovy F — statistiky) porovnava varianci mezi populacemi a

uvnitt populaci (Excoffier et al., 1992). Aby mohla byt otestovana genetickd struktura
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pomoci tohoto modelu, bylo potieba vzorky z lokalit, kde jich bylo sesbirano malé
mnozstvi, sloucit s nejbliz§i populaci. AMOVA byla zadavédna ve tiech formach, aby
byla vypoctena variabilita mezi staty, kontinenty a mezi 2 predpokladanymi invaznimi
sméry. Pocet opakovani byl nastaven na 999 a byla zvolena moznost ,,within individual
analysis suppressed* (potlaceni analyzy mezi jedinci).

V programu Alleles In Space (AIS) (Miller, 2005) byly vybrany 2 postupy
zobrazujici vztahy mezi jednotlivymi lokalitami a jejich populacemi. Procedura
,.Interpole Genetic Landscape Shape* umozniuje vizualizaci schématu diversity napii¢
krajinou. Jeji pomoci jsou vytvareny trojrozmérné prostorové grafy, kde osy X a y
odpovidaji zemé&pisnym soufadnicim a osa z predstavuje genetické vzdalenosti. Cim
vys$i vrchol je zobrazen, tim vétSi genetickou vzdalenost maji nejblize polozené
populace mezi sebou. Druhou procedurou je ,,Monmonier’s Maximum Difference
Algorithm*. Do mapy lokalit uvozené GPS soutfadnicemi je umisténa Voroného teselace
(rozd€luje rovinu na n oblasti tak, Ze zadny bod q Vv oblasti neni blize k bodu p; nez
k jakémukoli bodu p; v roviné (www.natur.cuni.cz/~bayertom/Adk/adk6.pdf)) a ptes
Delaunyho triangulaci (nejrychlejsi a nejpfimé;jsi cesta k propojeni sousedicich oblasti,
aby vznikly trojuhelniky) Monmonieriv algoritmus propocte biogeografické hranice
zacinajici na maximalnich vzdalenostech mezi dvéma populacemi a pokracuje dokud
nenarazi na okraj vymezeny GPS soufadnicemi, nevytvoii smycku nebo nenarazi na jiz
spo¢tenou hranici (Patten a Smith-Patten, 2008).

STRUCTURE (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003) je software pro
zpracovani populaéni struktury z genotypovych dat ze souboru na sobé nezavislych
markert. STRUCTURE pfedpoklada model, ve kterém je k populaci (k mize byt
neznama), kdy kazda z populaci je charakterizovéna vlastni sadou alelovych frekvenci
na lokus. Jedinci ze souboru jsou pfifazeni do populaci (na zakladé pravdépodobnosti)
nebo pokud se jejich genotypy zdaji byt smiSené, tak do dvou 1 vice. Pfedpoklada se, ze
Vv populacich jsou vzorky v Hardy — Weinbergové a vazebné rovnovaze (Pritchard et al.,
2000). Byl zadan set 0 4 modelech s nasledujicimi vstupnimi hodnotami: model A —
»admixture* (o jedincich neni mozné fict, ze jsou piislusniky jen jedné populace),
,correlated” (frekvence alel je sobé zavisld), K = 1 — 10 (pocet ptedpokladanych
klastri), 10 iteraci, model B — ,,admixture®, ,,independent” (frekvence alel je na sobé&
nezavisla), K = 1 — 10, 10 iteraci, model C — ,,no admixture* (jedinci jsou pfislusniky
jen jedné populace), ,.correlated”, K = 1 — 10, 10 iteraci, model D — ,,n0 admixture®,
»independent“, K = 1 — 10, 10 iteraci. Burn-in period: 100 000 a 500 000 opakovani
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platilo pro vSechny simulace. Optimalni hodnota AK byla vybrdna pomoci internetové
aplikace Structure Harvester (Earl a von Holdt, 2012).

Dendrogram byl vytvoien metodou NeighborJoining (NJ) v programovém balicku
PHYLIP (pomoci programtit NEIGHBOR a CONSENSE; Felsenstein, 1995) a jeho
upravy byly provedeny v programu FigTree verze 1.3.1 (Rambaud, 2009). Strom
vychazi z Nei - genetic distance (1972), 1000x bootstrap na lokus. Z divodu malého
poctu vzorkll v nékterych populacich, byly takovéto populace slouceny a

v dendrogramu jsou v téchto pfipadech jména populaci slou¢ena.
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4. VYSLEDKY

4.1 Material

V této praci byl testovan soubor dat o celkovém poctu 441 vzorka z 12 lokalit

celého svéta, ze kterého bylo 8 vzorkl vyfazeno a nebylo dale analyzovano.

4.2 Mikrosatelitni lokusy a PCR

Mikrosatelitni lokusy byly zpracovavany ve tiech ¢asové oddélenych skupinach.

Prvni skupina obsahovala 6 lokust zoptimalizovanych Mgr. Jifim PaSikovskym.
Pét se jich podafilo uspésné naamplifikovat, jeden (SmS23) byl vytazen, protoze
vysledky nevychazely jednotné.

Pro druhou skupinu stavajici se z 9 lokusu (pfevzaty ze Sloane et al., 2001; Weng
et al., 2007) byly vytvofeny 3 zékladni PCR profily. V zédkladnim profilu nefungoval ani
jeden lokus tak, aby mohl byt rutinné zpracovan a béhem dal$i optimalizace bylo 5
lokust (Apg01, Apg42, ApEST15, ApEST24, ApEST26) vyfazeno kvili Spatnému déleni
a zbylé 4 lokusy (Apg37, ApEST16, ApEST36, M49) nebyly vyuzity z divodu pifechodu
k optimalizaci lokusu z publikace Zhang et al. (2012).

Treti skupina obsahovala specifické mikrosatelitni primery pro D. noxia (Zhang et
al., 2012). Byly vyzkouseny 2 PCR profily s teplotou annealingu pfevzatou z pivodni
studie. Jejich pomoci se podatilo uspésné naamplifikovat 4 lokusy (Dnl, Dn13, Dnl16,
Dn22), ze kterych byly pro dalsi analyzy pouzity 3. Zbylé 2 lokusy (Dn25, Dn27)

nebyly dale vyuzity z divodu nedostatku ¢asu.

4.3 Gelova elektroforéza
Lokusy optimalizované J. Pasikovskym a pievzaté z publikace Zhang et al. (2012)

byly elektroforeticky separovany na 5% nativnim polyakrylamidovém gelu.

4.3.1 Agarozové gely
4.3.1.1 SeaKem® LE Agarose (Cambrex)

Uspésnost PCR amplifikace lokusu Apg42 byla zkousena na 5% agar6zovém
gelu. Funk¢nost PCR profilu na lokus Apg42 byla potvrzena, ale nedoslo ke spravnému
rozdgleni fragmentd a prace na gelu zagarozy SeaKem® LE Agarose dale
nepokracovala.
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4.3.1.2 NuSieve™ GTG™ Agarose (Lonza)

Na 2% gel z low-melting agarozy byly naneseny vzorky lokusu Apg42 a vysledek
byl stejny jako v piipadé SeaKem®™ LE Agarose. Funk&nost PCR profilu na lokus Apg42
byla potvrzena, ale fragmenty nebyly spravné rozdéleny a proto byly vzorky separovany

na polyakrylamidovych gelech.

4.3.2 Polyakrylamidové gely

Pro vzorky lokusu ApEST24 byla kvili pfedpokladanym malym fragmentim
vyzkouSena 12% koncentrace gelu. Jeho pomoci nedoslo ke zlepSeni Citelnosti dat a
lokus nebyl déle zpracovavan.

ApEST15 vykazoval piitomnost velkych fragmentd a ztoho divodu byla
elektroforeticka separace vyzkousena na 3,5% gelu. Lokus vykazoval variabilitu nikoli

vSak polymorfismus a to vedlo k jeho vyfazeni.

4.3.3 Enhance 1T® Polymer Solution (Elchrom Scientific)
Enhancer pro polyakrylamidové gely Enhance IT® Polymer Solution (Elchrom
Kk roztrzeni. Dalsi vyhodou byla lepsi ¢itelnost gelu, protoze doslo k zosteni pruht pfi

fotografovani gelt.

4.4 Statisticka analyza

Polyakrylamidové gely byly vizudln€¢ vyhodnoceny a vysledky byly zapsany do
tabulky v programu GenAlEx 6.5 (Peakal a Smouse, 2006) ve formé ¢iselnych hodnot
udavajicich velikost jednotlivych alel. Dale byly vytvofeny vstupni soubory pro
programy GenClone, FSTAT, PopGene, GenPop, MicroChecker a STRUCTURE.

Pro statistické analyzy byly pouzity lokusy uvedené v Tabulce 2.

4.4.1 Variabilita lokust

V programu PopGen byl pro kazdy lokus vypocten pocet alel, které se nachazi ve
zkoumaném datasetu a pocet vzorkt, které byly uspésné¢ naamplifikovany. Nejvice alel
bylo nalezeno u lokusu Dnl6, nejméné pak u SmS16b. Pozorovana heterozygotnost
vykazuje znacné rozdily, lokus SmS16b nema zadné heterozygoty, Sa4X naopak nema

zadné homozygoty. Nejmensi variabilita v lokusech mezi populacemi je pozorovana u
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Sgg2 a nejvariabilnéjSim lokusem na zakladé Fst je APEST39. VSechny hodnoty jsou
uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5. Pouzité mikrosatelitni lokusy

Lokus Pocet alel Pocet vzorkiu H, Fst (SE)
ApEST39 2 400 0,424 0,265 (0,052)
ApEST34 2 433 0,609 0,102 (0,037)

SmS16b 1 425 0,000 ---

Sgg2 2 412 0,664 0,083 (0,019)

Sa4X 4 428 1,000 0,104 (0,023)

Dn22 2 422 0,702 0,155 (0,040)

Dn13 4 326 0,966 0,150 (0,027)

Dn16 5 417 0,753 0,180 (0,027)

4.4.2 Geneticka variabilita populaci

Tabulka 6. ukazuje celkové hodnoty pro jednotlivé populace. VSechny vzorky
byly rozdéleny do 67 populaci podle mista sbéru.

Pro vSech 433 vzorkl bylo detekovano celkem 243 riznych genotypi, z toho 181
se jich vyskytlo pouze jednou. Nejnizsi hodnotu indexu globalni genotypové diversity
vykazuje populace ze Spanélského San Marina (0,33), nejvyssi hodnota 1 byla
vypoctena pro velké mnoZstvi populaci. Jedna se nejen o populace s malym celkovym
poctem vzorkd (1 — 3 vzorky na populaci), ale i 0 populace v ramci datového souboru
vétsi (7 — 9 vzorku v populaci). Geneticky nejchudsi jsou populace s jednim zastupcem
na populaci, nejbohat§im je pak ocfekavané populace z okoli moravského Znojma.
Efektivni pocet alel udava pocet stejné Castych alel, nejvyssi hodnotu vykazuje populace
zZokoli Znojma, nejniz§i pak opét ma velké mnoZstvi populaci. Sledovana
heterozygotnost je u vSech populaci vétsi nez predpokladana. V jedné populaci byl
zjistén nedostatek heterozygoti, v pfevazné casti populaci se naopak vyskytuje
nadbytek heterozygoti. Velké mnoZstvi populaci je ve vazebné nerovnovaze. Pri
porovnani hodnot Fis je patrné, Ze relativné velké mnozZstvi populaci ma jen
heterozygoty, vSechny tyto populace ale maji pouze 1 — 2 jedince. Nejvyssi hodnotu Fig

0,010 mé populace z moldavského Brinzeni.
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Tabulka 6. Celkové hodnoty pro jednotlivé populace (jednotlivé zkratky populaci jsou

uvedeny v Ptiloze 1.)

H

N MLGs DGG e Ne Ho He P P Multilocus
deficit  excess Fis

IRBirBP11 9 6 0,67 5,313053 1,667 0,592 0,349 ns * -0,476
IRBIrl10 8 5 0,63 4,455655 1,800 0,607 0,383 ns * -0,565
IRKer9 9 6 0,67 5,349376 1,756 0,569 0,379 ns * -0,387
EGRaf8 1 1 1,00 1,000000 1,625 0,625 0,313 - - -1,000
EGEIs6 4 3 0,75 2,828425 2,114 0,625 0,426 ns * -0,476
EGEIs7 5 4 0,80 3,789288 1,897 0,575 0,383 ns * -0,408
TRCuKo17 9 8 0,89 7,715105 2,201 0,569 0,462 ns * -0,155
TRCuKo18 9 7 0,78 6,240192 2,142 0,649 0,456 ns * -0,318
TRCuKo19 9 6 0,67 5,349376 1,937 0,667 0,445 ns * -0,483
TRKaKol4 9 6 0,67 4,888455 1,864 0,611 0,392 ns * -0,562
TRKaKo15 9 5 0,56 4,326724 1,732 0,583 0,370 ns * -0,573
TRKaKo16 9 7 0,78 6,240192 2,119 0,625 0,450 ns * -0,277
TRCaKol3 9 8 0,89 7,715105 2,133 0,597 0,452 ns * -0,219
TRMeKo20 9 9 1,00 8,999879 2,124 0,625 0,441 ns * -0,298
TRSaKo12 9 9 1,00 8,999879 2,065 0,556 0,407 ns * -0,349
TRBeKo021 9 7 0,78 6,613738 2,227 0,667 0,480 ns * -0,317
TRBeKo022 9 7 0,78 6,613738 2,120 0,667 0,460 ns * -0,382
MDCini35 2 2 1,00 1,999999 1,250 0,375 0,188 ns * -1,000
MDZabEd65 3 3 1,00 2,999995 1,945 0,458 0,378 * ns -0,187
MDHanc63 6 6 1,00 5,999803 2,247 0,529 0,471 ns * -0,094
MDBuel64 7 7 1,00 7,000123 1,982 0,518 0,426 ns * -0,151
MDBridz61 6 5 0,83 4,762096 2,119 0,479 0,444 ns * 0,010
MDBaVe50 9 9 1,00 8,999879 2,125 0,493 0,442 ns * -0,015
HUBuda42 3 3 1,00 2,999995 1,823 0,417 0,278 ns * -0,492
CRNJ 2 2 1,00 1,999999 1,400 0,375 0,219 ns * -0,667
CRUH 2 2 1,00 1,999999 1,708 0,625 0,328 ns * -0,920
CROP 1 1 1,00 1,000000 1,250 0,375 0,188 - - -1,000
CRZLKM 10 10 1,00 9,999985 2,136 0,565 0,462 ns * -0,194
CRHO 3 3 1,00 2,999995 1,948 0,625 0,424 ns * -0,441
CRVY 6 6 1,00 5,999803 1,999 0,521 0,442 ns * -0,131
CRBV 1 1 1,00 1,000000 1,625 0,625 0,313 - - -1,000
CRZN 49 41 0,84 38,669240 2,304 0,546 0,492 ns * -0,075
CRTR 1 1 1,00 1,000000 1,375 0,375 0,188 - - -1,000
CRHB 2 2 1,00 1,999999 1,825 0,688 0,422 ns * -0,619
CRJN 1 1 1,00 1,000000 1,375 0,375 0,188 - - -1,000
CRNBKOKH 3 3 1,00 2,999995 2,200 0,625 0,472 ns * -0,300
CRPETA 7 7 1,00 7,000123 2,083 0,640 0,456 ns * -0,380
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CRCL
CRPZ
CRCBPTJH
CRKL
CRTP
TNSou3
TNHer4
TNHer5
TNENf2
DZKais25
DZAinKe23
DZEIKhr26
DZBou30
DZTzou29
DZHam27
DZAinDjaS28
DZAinDja24
FrMontl
ESSalt44
ESCal49
ESSanMa46
ESCube48
ESlaPob47
ESAlgua43
ESVen45
CLChi41
USAHead34
USAPear33
USAJunCa3l
USATur32
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1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,50
0,50
1,00
0,67
1,00
0,89
0,67
1,00
0,44
1,00
0,78
1,00
1,00
0,80
0,33
0,56
0,67
0,56
0,44
1,00
0,67
0,56
0,67
0,67

1,000000
1,000000
5,999803
1,000000
1,000000
1,999999
1,000000
1,000000
1,999999
5,349376
8,999879
7,715105
5,349376
4,756823
3,999996
3,999996
6,240192
1,000000
1,000000
3,789288
2,888842
4,585728
5,669596
4,166414
3,369912
1,999999
4,860235
4,166414
4,860235
4,860235

1,375
1,500
2,085
1,375
0,875
1,375
1,625
1,625
1,575
1,833
2,042
1,871
2,080
1,915
2,001
1,985
1,898
1,500
1,500
1,756
1,622
1,673
1,744
1,842
1,692
2,250
1,757
1,745
1,913
1,883

0,375
0,500
0,646
0,500
0,250
0,500
0,625
0,625
0,563
0,556
0,549
0,538
0,618
0,522
0,681
0,510
0,528
0,500
0,500
0,475
0,556
0,528
0,528
0,500
0,500
0,500
0,514
0,514
0,556
0,542

0,188
0,250
0,464
0,250
0,125
0,250
0,313
0,313
0,297
0,389
0,403
0,376
0,387
0,410
0,458
0,402
0,335
0,250
0,250
0,331
0,312
0,340
0,373
0,349
0,325
0,344
0,360
0,368
0,355
0,351

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

-1,000
-1,000
-0,397
-1,000
-1,000
-1,000
-1,000
-1,000
-0,867
-0,413
-0,273
-0,190
-0,575
-0,133
-0,485
-0,267
-0,570
-1,000
-1,000
-0,424
-0,780
-0,445
-0,408
-0,419
-0,528
-0,500
-0,290
-0,325
-0,581
-0,545

Program MicroChecker byl pouzit pro vyhledani nulovych alel. Nulové alely byly
detekovany u 3 lokusti — Dn16, ApEST34 a ApEST39 a 7 populaci. Lokusy Dnl6 a
ApPEST39 vykazovaly nulovou alelu u 2 a lokus ApEST34 u 3 populaci. Zadna

Z populaci v§ak neméla nulovou alelu nalezenu ve vice neZ jednom lokusu.

V programu GenAlEXx byla vytvofena matice genetickych vzdalenosti podle Neiho

(1972) a geografickych vzdéalenosti mezi jednotlivymi lokalitami sbéru (uvadéna

v kilometrech). Z diivodu jeji velikosti je zafazena jako Pfiloha 2.
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Pomoci Mantelova testu v programu GenAlEX byly porovnany hodnoty Fst mezi
populacemi a geografickou vzdalenosti pro zjisténi zavislosti geografické a genetické
vzdalenosti. Model byl zadan pro staty a ty pak byly déleny na africkou invazi,
evropskou invazi a nakonec pro kontinenty. (V testu Afrika - regiony byly porovnany
vSechny africké populace mezi sebou, v testu Afrika — staty pak byly hodnoty pro
vypocet shluknuty zjednoho stitu do jedné populace. Stejnym zplsobem bylo
postupovano u vSech modelti.) Asie a Amerika nemohly byt spocteny kvili malému
zastoupeni zemi. Zjisténé hodnoty P Mantelova testu jsou uvedeny v Tabulce 7. Na
zéklad¢ Mantelova testu byla zjiSténa korelace mezi genetickou a geografickou
vzdalenosti U 3 modelt: Asie — regiony, Evropa — regiony a africka invaze - regiony.
Ostatni modely vysly neprukazné. Prikazné vysledky Mantelova testu ukazuje obrazek

3 a-c.

Tabulka 7: Vysledné hodnoty P Mantelova testu a pritkaznost

Lokalita Zjisténa hodnota P Priikaznost pri P<0,05
Afrika - regiony 0,284 ns
Afrika - staty 0,319 ns
Amerika - regiony 0,081 ns
Amerika - staty
Asie - regiony 0,001 *
Asie - staty --- ---
Evropa - regiony 0,001 *
Evropa - staty 0,312 ns
Invaze evropska - regiony 0,121 ns
Invaze evropska - staty 0,420 ns
Invaze africka — regiony 0,001 *
Invaze africka - staty 0,344 ns
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Obrazek 3 a - c: Prikkazné vysledky Mantelova testu
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Metodou PCoA byl programem GenAlEx vytvofen graf (Obrazek 4.), na kterém
je vidét shoda a podoba proménnych v populacich. Populace, které jsou si piibuznéjsi,
tvori v grafu skupiny.

Jednotlivé body v grafu jsou obarveny podle migracnich tras, které predpoklada
RNDr. Stary. Modrou barvou jsou oznaéeny populace z franu a Turecka, které
predpokladame jako vychodisko africké i evropské migracni trasy. Zelené je oznacena
evropska trasa, Cervené severoafricka trasa a oranzové jsou znazornény populace

z Chile a Ameriky. PCoA graf sestaveny z jednotlivych lokalit je zafazen jako Pfiloha 3.

¥ Madarsko

~ # Francie
e
§ ¢ Turecko ¢ R
Tuhicken € Moldavie
Ch'lle ’ TOmTyner
¢ Aliirsko
USA
® Spanélsko (@ Egypt @ irdn
Coord. 1

Obrazek 4. Geneticka ptibuznost zobrazend pomoci modelu PCoA

Analyza molekularni variance — AMOVA zjist'uje, jaka cast z celkové variance je
mezi populacemi, uvniti populaci a mezi regiony. Nejvétsi variabilita byla detekovana
uvnitf populaci, mezi jednotlivymi populacemi, staty, kontitnenty a mezi jednotlivymi
invaznimi sméry byly zjis§téné velmi malé rozdily. Grafy pro jednotlivé modely jsou na
Obrazku 5 a - c.
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a - variance mezi staty, populacemi a uvnitf populaci

Variabilita mezi
staty
9%

Variabilita mezi
populacemi v
ramci statd
8%

b — variance mezi invazemi, populacemi a uvniti populaci

Variabilita mezi
populacemi v
ramci invazi 10%

Variabilita
mezi
invaznimi
sméry

4%

C — variance mezi kontinenty, populacemi a uvnitf populaci

Variabilita mezi Variabilita mezi
kontinenty populacemi v
4% ramci kontinentd
13%

Obrazek 5. a - ¢ Vysledné grafy modelu AMOVA

V programu Alleles In Space byl metodou ,,Interpole Genetic Landscape Shape*

vytvofen trojrozmérny graf ukazujici na mista s nejvyssi genetickou variabilitou

(Obrazek 6 a, b). Metodou Monmonier’s Maximum Difference Algorithm byly do

prostoru vsazeny bariéry. Jejich pocet byl stanoven na 2. Grafickd sit’ s vyznacenymi

bariérami byla nasledné¢ implementovana do mapy (Obrazek 7.). Zakladny obou

obrazkti se shoduji, a proto lze snadno zjistit, kde lezi vrcholy oznacdujici nejvétsi

28



genetickou variabilitu. Z této analyzy byly vyfazeny vSechny vzorky z USA a Chile

kvili jejich velké geografické vzdalenosti od ostatnich lokalit.

f ukazujici genetickou variabilitu. Sever je na grafu

érny gra

W

Obrazek 6 a. Trojrozm

situovan nahofte.

f ukazujici genetickou variabilitu. Sever je na grafu

érny gra

W

Obrazek 6 b. Trojrozm

situovan dole.
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biogeografické bariéry vyznaceny zlutou a cervenou barvou)

Internetova aplikace programu STRUCTURE pro vyhodnoceni nejvhodnéjsiho
AK, StructureHarvester, vyhodnotila pro model D (no admixture, independent) jako
nejlepsi K = 4, pro ostatni modely (A = admixture, correlated, B = admixture,
independent, C = no admixture, correlated) bylo vyhodnoceno jako nejlepsi K = 3
(Obrazek 8 a, b, ¢ ,d). Kje hodnota urcujici pocet ,klastri, do kterych jsou vzorky
fazeny. Vystupem programu STRUCTURE jsou barevné ,,bargrafy” (Obrazek 9 a, b, c,
d), které ukazuji rozdéleni vzorkli v populacich na pfibuzné ,klastry”. Kazda cara
predstavuje jedince, u n€hoz je procento ,,nalezitosti* do jednotlivych klastri vyznaceno

barevné. Cisla pod ,,bargrafy* ukazuji rozlozeni v rameci statu.

a — grafické vyhodnoceni pro model A (admixture, correlated)

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

1000

1)
1

400

1/

Delta K
o
=== o=
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b - grafické vyhodnoceni pro model B (admixture, independent)

DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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¢ — grafické vyhodnoceni pro model C (no admixture, correlated)

DeltakK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
140+

120}
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60 | \

Delta K

d — grafické vyhodnoceni pro model D (no admixture, independent)

DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Obrazek 8. Grafické vyhodnoceni nejvhodnéjsiho K
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a — ,,bargraf* zobrazujici model A (admixture, correlated)
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b - ,,bargraf* zobrazujici model B (admixture, independent)
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C - ,,bargraf* zobrazujici model C (no admixture, correlated)
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d - ,,bargraf* zobrazujici model D (no admixture, independent)

MM U

Obrazek 9. ,,Bargrafy* zobrazujici rozlozeni vzorkd v populacich do ,.klastra‘
(1 — fran, 2 — Egypt, 3 — Turecko, 4 — Moldavie, 5 — Mad’arsko, 6 — Ceska republika, 7 —
Tunisko, 8 — Alzirsko, 9 — Francie, 10 — Spanélsko, 11 — Chile, 12 — USA)

1.00

1 |2| 3 |4|5| 6

12

o
ot——]

Na zaklad¢ ziskanych dat byl metodou NeighborJoining vytvofen dendrogram
vychazejici z Nei-genetic distance (1972), 1000x bootstrap na lokus (Obrazek 10).
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Obrazek 10. Dendrogram (Neighbor — Joining, 1000x bootstrap). Jména nékterych populaci

divodu malého poctu vzorkd.
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5. DISKUZE

5.1 1zolace DNA
5.1.1 Izolace pomoci DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen)

Izolace DNA byla provedena dle navodu vyrobce, pouze zavérec¢na eluce DNA
Zz membrany sloupecku byla provedena dvakrat a do mensiho mnozstvi AE pufru nez
vyrobce uvadi. Dtvodem této modifikace postupu byla snaha o ziskani co

nejkoncentrovanéjSiho roztoku DNA, jaké bylo mozné.

5.2 Material

Soubor dat pro tuto praci obsahoval celkem 441 vzorki z 12 lokalit z celého svéta.
Dva vzorky chované v laboratofi RNDr. Starého na Entomologickém tustavu AV CR
byly vyfazeny z diivodu kontaminace chovu. Sest vzorkii m&lo po dokon&eni od&itani
vysledki z gelti velké mnozstvi chybéjicich dat, a proto do dalSich analyz nebylo

zahrnuto.

5.3 Mikrosatelitni lokusy, PCR a elektroforeticka verifikace

Celkem byla zahajena optimalizace 21 lokusti, ta probihala ve tfech casove
oddélenych skupinéch.

V prvni skupiné byly lokusy optimalizovany Mgr. Jifim Pasikovskym. Lokusy
ApEST39, ApEST34, SmS16b, Sgg2 a Sa4X byly pak dle jim zjisténych podminek
rutinn¢ zpracovany. Lokus SmS23 byl vytazen, protoze i ptes nékolikeré opakovani
vychazely vysledky nejednotné a nebylo mozné je jednoznaéné interpretovat. Dolatti et
al. (2005) s timto lokusem problémy neméli, v jejich studii byl jednim z polymorfnich
lokusti a detekovali u néj 3 alely. Shufran a Payton (2009) ve své praci uvadi lokus
SmS23 jako monomorfni a Zhang et al. (2012) museli SmS23 vyradit kvuli velkému
mnoZzstvi chyb béhem skorovani.

Pro 9 lokust ptevzatych z publikaci Sloane et al. (2001) a Weng et al. (2007) byly
vytvoteny tii zakladni profily, ve kterych byl zohlednén pocet G/C v primerech a
pfedpokladana délka amplifikovanych fragmenti. Ze =zakladnich profild Zadny

nefungoval a bylo nutné ptistoupit k optimalizaci jednotlivych primerovych dvojic.
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Pasikovsky (2011) ve své diplomové praci zkouSel 1%, 1,5%, 2% a 3% agardzovy
gel pro separaci jednotlivych fragmenti mikrosatelitnich lokusii, bohuzel Zadna z jim
zkousSenych koncentraci nebyla pro tento marker vhodné. Proto bylo vyzkouseno déleni
lokusu Apg42 na 5% gelu z agarozy SeaKem® LE Agarose (Cambrex). Agarézovy gel o
5% koncentraci nebyl schopen uspokojivé rozdélit jednotlivé fragmenty a vznikal tak
pouze zdanlivy monomorfni obraz.

Pro dalsi praci byla vybrana agar6za NuSieve ™ GTG™ Agarose (Lonza). Jedna
se 0 tzv. low-melting (agar6za s nizkou teplotou tani) agardzu, ktera je vhodna pro
déleni fragmentd od 10 do 1000 bp. Prace s touto agardzou je naroc¢na, protoze kvuli
nizkému bodu tani je tfeba pripravit ramecek z klasické agarozy, do kterého je poté low-
melting agaréza nalita, aby byla manipulace s ni jednodussi. Cela elektroforeticka
aparatura musi byt po celou dobu chlazena. Lokus Apg42 nicméné i na tomto typu
agardzy vykazoval stejné vysledky jako v piipadé SeaKem® LE Agarose a dale byl
nejen tento lokus, ale i vSechny ostatni analyzovany na nativnich polyakrylamidovych
gelech.

U lokusu ApEST24 byl piedpoklad, Ze fragmenty budou malé (Sloane et al., 2001)
a proto byl vyzkousen 12% nativni polyakrylamidovy gel. Citelnost dat se nezvysila,
jednotlivé fragmenty od sebe nebyly dostatecné oddéleny, a proto nebylo mozné
vysledky jednozna¢né odecist. Toto byl divod k vyrazeni lokusu APEST24 a prace
S nim nepokracovala.

Fragmenty lokusu ApEST15 pii déleni na 5% polyakrylamidovém gelu po
standardni ani prodlouzené dob¢ zapojeni elektroforézy vibec nevycestovaly z jamek.
Pti pouziti 3,5% polyakrylamidového gelu byl vysledek stejny jako v ptipadé gelu 5% a
proto byl také tento lokus vytazen.

Lokusy Apg0l1 a ApEST26, stejné¢ jako lokus SmS23, vykazovaly velmi
nejednotné vysledky a kviili nejednoznacnosti jejich interpretace byly vyfazeny.

Lokusy piejaté z publikace Zhang et al. (2012) byly pfevzaty 1 s doporu¢enymi
annealingovymi teplotami a zékladni profily fungovaly bez vétSich probléml okamZité.
Z 6 ptedvybranych lokust byly uspésn€ naamplifikovany v prvni fad¢ tfi - Dnl, Dnl3 a
Dnl16. Pfi analyzovani ziskanych dat bylo zjisténo, ze lokus Dnl vykazuje v mnoha
populacich znamky nulové alely a proto byl nahrazen lokusem Dn22. Zhang et al.
(2012) ve své studii u lokusu Dnl taktéz nalezli nulové alely, nezjistili ale, Ze by nulové

alely tohoto lokusu zptisobovaly odchylky od Hardy - Weinbergovy rovnovéhy.
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Se zbylymi dvéma lokusy (Dn25 a Dn27) nebylo pro nedostatek casu dale

pracovano.

5.4 Enhance IT® Polymer Solution (Elchrom Scientific)

Enhancerem Enhance IT® Polymer Solution byla v polyakrylamidovém gelu
nahrazovana Cast vody. Diky pouziti této specifické komponenty se zlepSila nejen
zlepSeni Citelnosti pruhovych patterni na gelu. Po pfidani enhanceru byly totiz

jednotlivé pruhy ostiejsi a 1épe od sebe navzajem oddéleny.

5.5 Statisticka analyza
5.5.1 Variabilita lokusi

Pro kazdy lokus byl vypocten pocet alel, pozorovana heterozygotnost (Ho) a Fsr.
Nejvice a to sice 5 alel bylo nalezeno u lokusu Dnl6, pozorovand heterozygotnost
tohoto lokusu je 0,753. Zhang et al. (2012) u téhoz lokusu nalezli alel dokonce 26.
Vyssi pocet zjisténych alel v pivodni publikaci je dan jinou pouzitou metodou pro
detekeci jednotlivych alel v lokusech (Zhang et al., 2012). Podobné pak u lokust Dn13 a
Dn22 Zhang et al. (2012) nalezli vétsi mnozstvi alel (33, resp. 29) nez bylo nalezeno
b&hem analyzovani dat této prace (4, resp. 2). Velké rozdily v poctech alel jsou stejné
jako v ptedchozim piipadé dany jinou metodou. V piipadé lokusi ApEST39 a Sgg2 se
pocet nalezenych alel shodoval s plivodnim autorem, U obou lokust byly detekovéany 2
alely (Weng et al., 2007). Dv¢ alely byly nalezeny v piipad¢ lokusu ApEST34. Weng et
al. (2007) zjistili ve své praci 4 alely. U lokusu Sa42 byly nalezeny 4 alely a zjisténa
heterozygotnost byla rovna 1. Na rozdil od Dolattiho et al. (2005), ktefi nalezli také 4
alely, ale pozorovana heterozygotnost byla 0,066, byly ve studii Shufrana a Paytona
(2009) u téhoz lokusu objeveny pouze 2 alely. Poslednim analyzovanym lokusem byl
SmS16b, vtomto piipadé byla zjisténa pouze jedna alela, cela populace byla
monomorfni. Stejny vysledek dostali i Shufran a Payton (2009), ale v piipad¢ préce
Dolattiho et al. (2005) vykazoval tento lokus polymorfismus — detekovali u ngj 2 alely.
Mikrosatelity jsou velmi variabilni, ale diky rychlému Sifeni D. noxia a jejimu
parthenogenetickému rozmnozovani lze pfedpokladat, ze ¢im déle se D. noxia v dané

lokalité vyskytuje, tim vEétsi ma potencial k vy$§imu poctu alel na lokus.
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5.5.2 Geneticka variabilita populaci

Pro 433 vzorki bylo detekovano celkem 243 genotypu a z toho 74,5 % jich bylo
unikatnich. Dolatti et al. (2005) ve svém souboru nalezli 50 genotypt u 376 jedinci,
ztoho se 66 % genotypu objevilo jen jednou. Stejné¢ tak Zhang et al. (2012)
identifikovali velké mnozstvi genotypt. Takto vysoka c¢isla unikatnich MLGs a velka
globalni genotypova diversita odpovida moznosti pohlavniho rozmnozovani D. noxia
(Dolatti et al., 2005).

Sledovana heterozygotnost je ve vSech populacich vyssi nez ocekavana. S tim
souhlasi i fakt, ze v pouze v jedné z analyzovanych populaci je nedostatek heterozygoti
naopak ve vétsiné€ populaci se vyskytuje jejich nadbytek. Stejné jako v publikaci Zhang
et al. (2012) byla i této praci odhalena vazebnd nerovnovaha. Jednim z ukazatelt
vazebné nerovnovahy byl zjistény prebytek nebo nedostatek heterozygotl (Zhang et al.,
2012). Vzhledem k tomu, ze D. noxia se Vv temperatnich oblastech mnozi po vétSinu
roku parthenogeneticky, je vazebna nerovnovaha s nejvétsi pravdépodobnosti
zpusobena timto zpiisobem rozmnozovani.

U 3 lokust byly nalezeny nulové alely — Dn16, ApEST34 a ApEST39. Celkem
byly detekovany v 7 populacich. Zadna populace neméla nulovou alelu nalezenu ve vic
nez jednom lokusu. Nicméné Carlsson (2008) prokézal, Ze u mikrosateliti i v piipade
vysokého vyskytu nulovych alel je jejich vliv na statistické analyzy velmi mirny a

Z tohoto diivodu nebyly lokusy z analyz vyfazeny ani korigovany.

5.5.2.1 Manteluv test

Mantelav test pro porovnani genetické a geografické vzdalenosti byl vytvoiren pro
nékolik modelt. Z celkového mnozstvi 12 modeli nemohly byt dva spocteny kvuli
malému zastoupeni vzorkll v dané lokalité. Konkrétné€ se jednalo o modely Amerika —
staty a Asie — staty, kde v obou piipadech byly pouze dvé lokality na kontinent. Ze
zbylych deseti modelt vysly signifikantni pouze 3 — Asie — regiony, Evropa — regiony a
invaze africka - regiony. Z téchto vysledki vyplyva, ze zavislost genetické vzdalenosti
na geografické je u vSech vzorkt z Evropy, Asie a v modelu ,,invaze africka — regiony*
se jedna o vzorky z Turecka, Egypta, Tuniska, AlZirska, Spanélska a Francie. Ve viech
ostatnich pifipadech nebyla prokdzana zavislost genetické vzdalenosti na geografické.
V ptipadé, ze test IBD (Isolation By Distance) vychazi nesignifikantni, 1ze usuzovat, ze
se jedna o recentni invazi a S§ifeni invazniho organismu je podporovano nejen
pfirozenymi pfirodnimi faktory a podminkami, ale i lidskym faktorem — napf.
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mezinarodnim obchodem. Testy IBD jsou mimojiné zalozeny na pfedpokladu stejné¢ho
poméru pohlavniho a nepohlavniho rozmnozovani ve vSech zkoumanych lokalitach a to

Vv piipad¢ tohoto souboru dat neni jisté. (Havelka et al., v ptiprave).

5.5.2.2 PCoA

Metodou PCoA byl vytvoren graf, ve kterém se jednotlivé populace, které jsou si
pibuzngjsi, shlukuji do klastra. Z grafu je patrné, Ze populace z Ceské republiky,
Moldavie a Mad’arska jsou nad diagonélou a jejich zatazeni do spole¢né skupiny neni
neopodstatnéné, velkd vzdalenost Mad’arska od Ceské republiky a Moldavie je
pravdépodobné zapticinéna velmi malym poctem mad’arskych vzorkd. Podobné je tomu
tak u druhé skupiny vzorki z Tuniska, Alzirska, Egypta, Spanélska a Francie. Francie
byla zastoupena pouze jednim vzorkem a to s nejvétsi pravdépodobnosti vedlo k tak
velkému oddé€leni v grafu. Je téZ patrné, Ze vzorky z USA a Chile jsou piibuznéjsi
cerven¢ vyznacené skupin¢ africké invaze. Tak patrné oddéleni iranské populace od

Mrwe

vysledku programu STRUCTURE na tomto tizemi vyskytuje.

5.5.2.3 AMOVA

Pomoci metody AMOVA bylo zjisténo, jaka cast celkové variance je mezi
populacemi, regiony a uvnitt populaci. Z vyslednych grafi je patrné, Ze nejvetsi ¢ast
variance je uvnitt populaci a mezi skupinami a jednotlivymi regiony je variabilita velmi
nizka. Tento vysledek byl ocekavan, protoze prvotni pfedpoklad byl, Ze se jednd o
recentni invaze. Z tohoto diivodu je variabilita nejvyssi uvnitt populaci, protoZe diky
nedavné migraci do novych lokalit jeSté nedoslo k diferenciaci na urovni populaci a

VySSi.

5.5.2.4 Program ,,Alleles In Space*

V programu Alleles In Space byl metodou ,,Interpole Genetic Landscape Shape*
vytvofen trojrozmérny graf, na kterém jsou jako vrcholy nad plochou zobrazena mista
s vysokou genetickou variabilitou a pod plochou pak naopak mista s nizkou genetickou
variabilitou. Zakladna grafu je rovna plose v mapé, ktera je vymezena analyzovanymi
vzorky. Z divodu velké geografické vzdalenosti byly z této analyzy vyfazeny vzorky

z Chile a USA. Pii pohledu na graf mizeme zjistit, Ze mista s vysokou genetickou
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variabilitou jsou v oblasti odpovidajici Ceské republice, Spanélska a ¢asti Moldavie.
Nizké geneticka variabilita se pak ukazuje v oblasti Egypta, {ranu a ¢asti Moldavie.
Pomoci modelu ,,Monmonier’s Maximum Difference Algorithm*“ byly do
prostoru vsazeny bariéry, jejichz pocCet byl na zaklad¢ geografickych bariér stanoven
na 2. Obrazek grafické sité s bariérami byl vlozen na mapu. Je zde vidét, ze Zluté
zvyraznéna bariéra kopiruje vodni plochy Cerného a Stfedozemniho mofe a navazuje na
cervené zvyraznénou bariéru, kterd se nachdzi v oblasti vysokych evropskych horstev
(Alpy a ¢ast Pyreneji). Toto grafické zobrazeni podporuje piivodni predpoklad o invazi
evropské a africké. Evropska invaze sméfuje z mista ptvodniho vyskytu (Iranu) pies
Turecko, kde se obé invaze potkavaji, dale do Moldavie a ptes jihovychodni Evropu
(Mad’arsko) do Evropy stiedni (Ceska republika). Africka invaze pak vychazi také
z franu pies Turecko, ale dale se odklani do Afriky a pes Egypt a dalii severoafrické
staty (Tunisko, Alzirsko) se dostava do evropského Spanélska a Francie. Tato teorie
neni zcela ve shod¢ s teorii Liu et al. (2010), ktefi predpokladaji, ze do Francie a
Spanélska se D. noxia dostava pres tizemi Evropy a nikoli severni Afriky. V této
publikaci vSak nejsou zastoupeny vzorky ze severoafrickych statt. Je ptredpoklad, ze
k pfekonavani vétsich vodnich ploch a dalSich ptirozenych bariér dochazi diky obchodu

S obilim.

5.5.2.5 STRUCTURE

V programu STRUCTURE byly pustény 4 modely a pomoci internetové aplikace
Structure Harvester nasledné vybrany nejvhodnéjsi AK pro jednotlivé modely. Ve tfech
ptipadech (model A — admixture, correlated; B — admixture, independent a C — no
admixture, correlated) bylo jako nejvhodnéjsi AK vyhodnoceno K = 3, v ptipadé
modelu D (no admixture, independent) to bylo K = 4. Z grafickych vystupt programu
STRUCTURE (tzv. ,,bargrafi*) je patrné, ze modely se liSi pouze v malych detailech.
V ptipadé modeli, kde K = 3 je zcela patrné, Ze se jedna o opravdu minimalni rozdily,
Vv pfipad€ modelu D (K = 4) se v pfedchozich modelech ¢ervena skupina rozdélila do 2
(Cervené a Zluté) skupiny. Z té€chto vysledkt, kdy se jednotlivé barvy v ,bargrafech*
témeét 100% shoduji, byl vyhodnocen zavér, Ze se jedna o natolik robustni data, Ze ani
rizna nastaveni jednotlivych modeli vysledky nezménila.

Pii bliZzSim prozkoumani ,,bargrafi® je patrné, Ze navrzené invazni sméry jsou
podpofeny i vysledky programu STRUCTURE. Iranské populace jsou velmi

konzervativni a jsou zastoupeny hlavné zelenou barvou. Zbylé populace, které jsou
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oznaCeny zelené, jsou zvalné vétSiny pfisluSné k africké migracni trase. Turecké
populace jsou do velké miry piislusniky &ervené skupiny. Cervené populace se
vyskytuji ve stejné mife v evropské i africké migracéni trase. V ptipadé modelu D, kde se
vyskytuje jesté zluta barva, je ¢ervena spolu se Zlutou téméf plnou alternativou Cervené
skupiny ostatnich modelt. Modie je oznadena vétsina populaci Spanélska, USA a Chile.
Zbylé modfe oznacené populace jsou vétsSinou soucasti africké invazni skupiny.

Program STRUCTURE spolu s programem Alleles In Space a grafem
vytvofenym metodou PCoA podporuji teorii navrzenou RNDr. Starym, ktera v rozporu
S teorii Liu et al. (2010) k4, Ze k invazi D. noxia do Ameriky doslo po invazni trase

z franu pres Turecko, staty severni Afriky, Spané&lsko a Francii.

5.5.2.6 Dendrogram

Dendrogram byl vytvoren metodou Neighbor — Joining (NJ) a vychazi z Nei -
distance (1972), 1000x bootstrap na lokus.

Dendrogram az na par populaci podporuje vyse popsanou teorii. K rozdilnému
ptifazeni nékterych populaci doslo s nejvétsi pravdépodobnosti kviili malému poctu

vzorkil z nékterych lokalit.
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6. ZAVER

Podafilo se uspésné zoptimalizovat, naamplifikovat a zanalyzovat 8 z 21 ptivodné
vytipovanych mikrosatelitnich lokusi pro 433 vzorkd Diuraphis noxia z celkem 12
zemi.

Popula¢ni analyza potvrdila pohlavni rozmnozovani D. noxia Vv temperatnich
oblastech (Dolatti et al., 2005). Na zikladé¢ nadbytku heterozygoti ve vétSing
analyzovanych populaci byla zjisténa vazebnd nerovnovaha. Nejvétsi geneticka
variabilita se vyskytovala v populacich na tzemi Ceské republiky, nejmensi pak
Vv iranskych populacich a v ¢asti populaci z Moldavie.

Byla potvrzena teorie RNDr. Starého, ktera na rozdil od hypotézy Lia et al. (2010)
mluvi o invazi D. noxia na americky kontinent pies staty severni Afriky, Spanélska a

Francie a nikoli pres stiedni Evropu (Stary, nepublikovano; Havelka et al., v pfiprave).
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Piiloha 3: PCoA graf z jednotlivych lokalit

Piiloha 4: Mapy stati s vyznacenymi misty sbéru
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Priloha 1: Tabulka vzorku

\glos:Ok Lokalita Zkratka jlggfri:: Da’Eum HOStit?ISké Zpﬁs?b,
u a sbéru rostlina uchovani
1 Francie, Montpellier FrMontl 1 12.2.2008 Hordeum vulgare Etanol
2 Tunisko, Nfidha TNENf2 2 22.4.2008 Hordeum vulgare Etanol
3 Tunisko, Sousse, Kondar TNSou3 2 9.4.2008 Hordeum vulgare Etanol
4 Tunisko, Hergla TNHer4 2 21.4.2008 Triticum aestivum Etanol
5 Tunisko, Hergla TNHer5 2 21.4.2008 Lolium perenne Etanol
6 Egypt, EI-Sheikh Zweid, North Sinai EgEIls6 4 19.4.2008 Hordeum vulgare Etanol
7 Egypt, El-Sheikh Zweid, North Sinai EgEls7 5 5.4.2008 Hordeum vulgare Etanol
8 Egypt, Rafah, North Sinai EgRaf8 1 20.3.2008 Hordeum vulgare Etanol
9 fran, Kerma, Kerman Province IRKer9 9 20.4.2008 Triticum aestivum Etanol
10 fran, Birjand, South Khorasan Province IRBIir10 8 20.5.2008 Triticum aestivum Etanol
11 fran, Birjand, Bojd Plain, South Khorasan Province IRBirBP11 9 21.5.2008 Triticum aestivum Etanol
12 Turecko, Sareyonii-Konya TRSaKo12 9 26.6.2008 Triticum aestivum Etanol
13 Turecko, Campus-Konya, Selguklu TRCaKo13 9 26.6.2008 Triticum aestivum Etanol
14 Turecko, Kaf;fé’:éﬂ;ygéii:‘” Darkas 1, TRKaKo14 9 27.6.2008 Triticum aestivum Etanol
15 RS, Kafg‘fg’:;&';y;;ig‘” DI e, TRKaKo15 9 27.6.2008 Triticum aestivum Etanol
16 Turecko, Kafsfgégrf]@ygai&e‘?” Darkas 3, TRKaKo16 9 27.6.2008 Triticum aestivum Etanol
17 Turecko, Gumra-Konya 01 TRCuKol7 9 2.7.2008 Triticum aestivum Etanol
18 Turecko, Gumra-Konya 02 TRCuKo18 9 2.7.2008 Triticum aestivum Etanol
19 Turecko, Gumra-Konya 03 TRCuKo019 9 2.7.2008 Triticum aestivum Etanol
20 Turecko, Meram-Konya TRMeKo20 9 10.7.2008 Triticum aestivum Etanol
21 Turecko, Beysehir 01-Konya TRBeKo21 9 12.7.2008 Triticum aestivum Etanol
22 Turecko, Beysehir 02-Konya TRBeKo022 9 12.7.2008 Triticum aestivum Etanol
23 Alzirsko, Ain Kercha (Oum El Bouaghi Dept.) DZAinKe23 ¢ 17.4.2008 Hordeum vulgare Etanol
24 Alzirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) DZAinDja24 9 21.4.2008 Hordeum vulgare Etanol
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26 Alzirsko, Khroub (Constantine Dept.) DZEIKhr26 9 12.5.2008 Triticum durum Etanol

28 Alzirsko, Ain Djasser (Batna Dept.) DZAinDjaS28 4 15.5.2008 Triticum durum Etanol

30 Alzirsko, Bouhmar (Batna Dept.) DZBou30 9 23.5.2008 Triticum durum Etanol

USA, Turpint Ridge Rd., Bickleton, WA, Yakima

Co USATur32 9 24.6.2008 Triticum aestivum Etanol

32

USA, Headquarter Unit IAREC Field H-21,

34 Prosser, WA, Benton Co.

USAHead34 9 24.6.2008 Hordeum vulgare Etanol

36 CR, Hodonice, jizni Morava CEEEE?\?)G 1 1.7.2008 Hordeum vulgare Etanol

38 CR, Litobrattice, jizni Morava C(E:ig?\f’)s 1 1.7.2008 Hordeum vulgare Etanol

40 CR, Tiebig, jizni Cechy C(Izg.f.%'o 1 16.7.2008 Hordeum vulgare Etanol

42 Mad’arsko, Budapest’ HUBuda42 3 );)802 Triticum aestivum Etanol

44 Spanélsko, Salt, Girona ESSalt44 1 7.5.2008 Hordeum vulgare Etanol

46 Spanélsko, Santa Maria del Cami (Barcelona Distr.) ESSanMa46 9 14.5.2008 Hordeum vulgare Etanol

48 Spanélsko, Cubells (Lleida Distr.) ESCube48 9 4.6.2008 Hordeum vulgare Etanol



50 Moldavsko, SE, Rezina district, Ciniseuti MDBaVe50 9 11.7.2009 Triticum aestivum Etanol

52 CR, Hradek, jizni Morava CIEI;:;&SZ 8 15.6.2009 Hordeum vulgare Etanol

CRZnoj55

(CRZN) 1 6.7.2009 Hordeum vulgare Etanol

55 CR, Znojmo, jizni Morava

63 Moldavsko, Edinet, Brinzeni (road to Hancautsy) MDHanc63 6 17.6.2010 Hordeum vulgare Etanol

65 Moldavsko, Edinet, Zabriceni MDZabEd65 3 18.6.2010 Hordeum vulgare Etanol

71B CR, Hradek, jizni Morava CTgé{iZ(ﬁ)l B 6 10.6.2009 Hordeum vulgare Etanol

CRChrop73

73 CR, Chropyné, Morava CRZLKM

4 7.7.2009 Hordeum vulgare Etanol

- . CRHrab75
75 CR, Hrabétice, chov (CRZN) 4 15.8.2011 Hordeum vulgare Etanol

CRStraz77 1 XX.XX.200 Etanol

77 CR, Straznice, chov (CRHO) 9

CRZnDyjA8

A8 CR, Znojmo, Dyjakovice (CRZN)

1 7.7.1999 Hordeum vulgare Etanol

A10 CR, Znojmo, Hodonice CR(Zg:Z"ﬁf‘lo 1 15.5.1996 Hordeum vulgare Etanol

Al4 CR, Znojmo, Hrabétice CRZnHrabA14 1 28.6.2000 Hordeum vulgare Etanol
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Al8 CR, Znojmo, Hodonice CRZnHodA18 1 8.6.2000 Hordeum vulgare Etanol
(CRZN)
A28 CR, Ceské Budgjovice, Zabofi CRCBZabA28 1 13.7.1998 Hordeum vulgare Etanol

CRCBPTJH

A33 CR, Havlickiv Brod, Petrkov CR'("C'??PSE')A& 1 30.6.1999 Hordeum vulgare Etanol

Ad5 “R, Uherské Hradists, Bénov CRUCHR'?J"‘EA“‘F’ 1 9.7.1998 Hordeum vulgare Etanol

CRUHBO0jA47

A47 CR, Uherské Hradisté, Bojkovice (CRUH)

1 9.7.1998 Hordeum vulgare Etanol

> Yoy . CRKMHIinA5
A53 CR, Krométiz, Hlinsko 3 (CRZLKM) 1 10.7.1998 Hordeum vulgare Etanol
AB2 CR, Znojmo, Hradek CR%gggaNdsA 62 1 7.10.1997 Hordeum vulgare Etanol

CRBysB4

B4 CR, Krométiz, Bystfice pod Hostynem (CRZLKM)

1 18.7.2007 Hordeum vulgare Etanol

CRCeLiB7
(CRCL)

B9 CR, Pelhfimov, Cizkov CRCizB9 1 7.7.2007 Hordeum vulgare Etanol

(@

B7 R, Ceska Lipa, Ceska Lipa 1 6.7.2007 Hordeum vulgare Etanol

(CRPETA)
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B11 CR, Novy Ji¢in, Fulnek C?C:Fgll\ﬁil 1 18.7.2007 Hordeum vulgare Etanol

CR, Pelhfimov, Horni Cerekev CRHorCerB13 1 7.7.2007 Hordeum vulgare Etanol

B13 CRPETA

B17 CR, Jablonec nad Nisou, Jilové C?ég‘;ﬁ)” 1 21.6.2007 Hordeum vulgare Etanol

“ » CRLukaB20
B20 R, Pelhiimov, Lukavec CRPETA 1 21.6.2007 Hordeum vulgare Etanol

%y te 1w Lo . CRMIlakB22
B22 CR, Jindiichtiv Hradec, Mlaka (CRCBPTIH) 1 8.7.2007 Hordeum vulgare Etanol

CRPelhB24

B24 CR, Pelhfimov, Pelhfimov 1 7.7.2007 Hordeum vulgare Etanol

(CRPETA)

CRSlanB29

B29 CR, Kladno, Slany 6.7.2007 Hordeum vulgare Etanol

(CRKL)

CRStrazB30b

(CRHO) 27.6.2007 Triticum aestivum Etanol

B30b CR, Hodonin, Straznice

(=Y

CRTIumB33
(CRZLKM)

[uny

B33 CR, Zlin, Tlumacov 27.6.2007 Hordeum vulgare Etanol

(2]
||



Priloha 2: volna pfiloha — vlozena v kapse na deskach - Matice genetickych vzdalenosti
podle Neiho (1972) a geografickych vzdalenosti mezi jednotlivymi lokalitami sbéru
(km)
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Piiloha 3: PCoA graf z lokalit
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Piiloha 4 a — k: Mapy statd s vyznacenymi misty sbéru (¢ervené body)

Pt¥iloha 4 a: iran

Piiloha 4 b: Egypt
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Priloha 4 ¢: Turecko

Priloha 4 d: Moldavie
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Priloha 4 e: Mad’arsko

Piiloha 4 f: Ceska republika
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Priloha 4 g: Tunisko

Priloha 4 h: Alzirsko
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Priloha 4 ch: Francie

Piiloha 4 i: Spanélsko
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Priloha 4 j: Chile

Priloha 4 k: USA
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