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ABSTRAKT

Biologicka rozmanitost je dilezity prvek pro zachovani zivota na Zemi. Muze se
jednat o rozmanitost v ramci gent, druhi nebo celych ekosystémiu. Na svété existuje
odhadem asi 10 milionu rostlinnych a zivo¢isnych druht, ale popsanych jich je asi pouze
okolo 1,5 milioni. DNA barcoding je molekularni metoda napomahajici k druhové
identifikaci na zakladé porovnavani sekvenci mitochondridlnich nebo jadernych genti.
V ramci druhu noéniho motyla liSaje lipového (Mimas tiliae) by mohly existovat Ctyii
rizné poddruhy. Cilem této prace je ovétit pomoci metody DNA barcodingu, zda jsou
pro rozliSeni téchto poddruhi vhodné jaderné¢ geny CAD a EF-la aporovnat tyto

vysledky s analyzou mitochondridlniho genu COI.

Kli¢ova slova: sphingidae, DNA barcoding, biodiverzita, liSaj lipovy

ABSTRACT

Biodiversity is an important element to conserve life on earth. We can divide it into
three main categories: gene diversity, species diversity and the complex ecosystem
diversity. In the world there are an estimated 10 million plant and animal species, but only
about 1.5 million are described. DNA barcoding is a molecular method which helps to
identify species by comparing the sequences of mitochondrial or nuclear genes. Within
lime hawk-moth (Mimas tiliae) species could exist four different subspecies. The aim of
this thesis is to verify usability of the nuclear genes CAD and EF-la by the DNA
barcoding method and to compare these results with the analysis of mitochondrial COI

gene.

Keywords: sphingidae, DNA barcoding, biodiversity, lime hawk-moth
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1 UVOD

vvvvvv

Biodiverzita je jednim znejdalezitéjsich faktordt zivé piirody. Ma
nezpochybnitelny vyznam pro zachovani zivota na Zemi. Biodiverzita je také nazyvana
jako biologicka rozmanitost a pokud mluvime 0 svété hmyzu, je tato rozmanitost opravdu
obrovska. Nejedna se pouze 0 rozmanitost barev, druht, tvarti nebo velikosti jednotlivych
organismi, ale mize se jednat také 0 rozmanitost v ramci toho, jak se jednotlivé druhy
hmyzu zivi nebo jak Skodi nebo prospivaji cloveéku. Konkrétné v ptipadé hmyzu mizeme
mluvit 0 opylovacich, sktudcich kulturnich plodin, bylozravcich nebo dokonce 0 druzich
hmyzu, které jsou dravé. Hmyzi fiSe je natolik rozmanita a bohata na druhy, Ze jejich
identifikace miize byt mnohdy velmi obtizna. Pro tyto pfipady dnes jiz existuji postupy
a metody molekularni analyzy, které maji pomoct védcim a zoologim zjednodusit,

zrychlit a zptesnit urovani jednotlivych druht a pfipadné objevit druhy nové.



2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zhodnoceni vyznamu molekularni taxonomie u
hmyzu se zaméfenim na motyly (Lepidoptera), vyuziti jadernych gend pro karbamoyl-
fosfat syntetazu (CAD) a elongacni faktor 1-alfa (EF-1a) v této metodé a popis jejich
struktury. Dale je v této praci zminéno srovnanim s vyuzitim mitochondrialnich gent,
predevsim genu pro podjednotku 1 cytochrom c oxidazy (COIl). Nedilnou soucasti této
prace je také optimalizace reak¢nich podminek a teplotnich profilti pro PCR pro detekci
vybranych tsekli uvedenych jadernych genti. Dalsi ¢ast této prace je vénovana sekvenaci
amplifikovanych PCR produktii a softwarové srovnani ziskanych sekvenci. Hlavnim
cilem této prace je zjisténi, zda jsou uvedené jaderné geny vhodné pro druhovou
identifikaci motylii a srovnani vysledki s vysledky testovani mitochondridlniho genu
COl, ktery je mezinarodné¢ pouzivan pro metodu druhové identifikace tzv. DNA
barcoding.

Jako modelovy organismus byl pouzit druh no¢niho motyla lisaj lipovy (Mimas
tiliae) z ¢eledi lisajovitych (Sphingidae). Veskeré vzorky a biologicky material pro
analyzy poskytlo Sphingidae Museum (muzeum liSaji), které je soucasti Ekologického
centra Orlov o.p.s. Pracovnici muzea se domnivali, Ze v ramci druhu li$aj lipovy mohou
existovat 4 rizné poddruhy a naSim cilem bylo pomoci molekularni analyzy DNA tuto

hypotézu potvrdit ¢i vyvratit.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Biodiverzita

Umluva 0 biologické rozmanitosti (CBD) vystavena k podpisu na Konferenci OSN
0 zivotnim prostiedi a rozvoji v Rio de Janeiru 5. Cervna 1992 popisuje biodiverzitu takto:
,Biodiverzita zrnamend variabilitu vsech Zijicich organismii vietné, mezi jinymi,
suchozemskych, morskych a jinych vodnich ekosystémii a ekologickych komplexu, jejichz
Jjsou soucasti; zahrnuje riznorodost V rdamci druhii, mezi druhy | mezi ekosystémy.*
(Umluva 0 biologické rozmanitosti 1992).

Biodiverzita je také velmi dilezita z pohledu evoluce organismi, nebot’ jejim
projevem jsou napi. mutace (nejen genetické, ale i morfologické), adaptace organismu na
zménu podminek ataké geneticky drift. V soucasnosti se 0 biodiverzit¢ mluvi jako
0 globalnim problému, protoze patii k zdkladnim podminkdm udrzeni Zivota na Zemi
(Svecova et al. 2007).

| kdyz Clovek stale objevuje a popisuje nové rostlinné a zivocisné druhy, je také
jednim ztéch, ktefi biodiverzit¢ Skodi, ato hlavné intenzivnim vyuzivanim krajiny
a znecistovanim zivotniho prostfedi, ¢imZ pfipravuje mnoho druhli organisml 0 sva
pfirozena stanoviSté. Jen za poslednich 400 let vyhynulo okolo 300 — 350 druhi
obratlovctl a asi 400 druhti bezobratlych Zivo¢ichti (Svecova et al. 2007).

Obecné se biodiverzita déli do tii zakladnich Grovni:

1) ekosystémova
2) druhova
3) genetickd (Svecova et al. 2007)

Dale se mtize délit podle velikosti pozorovaného tzemi:
1) alfa-diverzita — takto se oznacuje diverzita na malém uzemi napf.
Vv jednom spolecenstvu, nebo na jednom biotopu. Vyuziva se napft. pro

srovnani poctu druhi v rtiznych ptirodnich spolecenstvech.
2) beta-diverzita — pomoci ni se zachycuje zména, kterd nastava ve

sloZzeni druhti v urcitém spoleCenstvu na zdkladé¢ zmén nékterého

gradientu prostfedi, napt. nadmotské vysky. Beta-diverzita je vysoka,
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pokud se s rostouci nadmoiskou vyskou vyrazné méni druhové slozeni

spoleCenstva.

3) gama-diverzita — tyka se rozmanitosti v ramci ur¢itého rozlehlé¢ho
uzemi. Vyjadfuje se pomoci ni napf. rozdilné druhové slozeni
srovnatelnych spoleCenstev v geograficky riznych oblastech (Plesnik
2005).

3.1.1 Ekosystémova biodiverzita

Urcit ekosystémovou biodiverzitu je slozitéjsi, nez urcit biodiverzitu druhovou
nebo genetickou. Tento problém je zptisoben hlavné tim, ze hranice spolecenstev
a ekosystému jsou jen velmi obtizné urcCitelné. Nenahrava tomu ani fakt, Ze neexistuje
7adna celosvetove uznavana klasifikace ekosystému pro jejich tfidéni. Pfi hodnoceni
ekosystému také hraje velmi vyraznou roli prostor a ¢as, ve kterém je dany ekosystém

hodnocen (Plesnik 2005).

3.1.2 Druhova biodiverzita

Chapani druhové biodiverzity je mozno ve dvou smyslech ato kvalitativnim
a kvantitativnim. Z hlediska kvalitativniho je druhova biodiverzita dana po¢tem riznych
druhll v ur¢itém spolecenstvu. Ve smyslu kvantitativnim se pak vyjadiuje jako pocet
jedinct ur¢itého druhu. Dosud bylo na Zemi popsano kolem 1,6 milionti druhti rostlin
a zivoichi a predpoklada se, Ze vétsi ast jesté nebyla objevena nebo popsana (Svecova
et al. 2007).
Tab. 1 Pocty popsanych a predpokladanych druhii (Svecovd et al. 2007)

Kategorie Pocet popsanych druhi  Celkovy pocet druhi

Bakterie 4 000 1 000 000
Zivo&ichové 1320 000 10 600 000
Rostliny 270000 300 000

Druhova biodiverzita je znacné¢ proménliva iV disledku riznych klimatickych
podminek. Nejvetsi pocCty riiznych druhd se nachdzeji v oblastech okolo rovniku
a smérem k polim se diverzita snizuje. Tato skutecnost je ovlivnéna tim, jaké Zivotni

podminky poskytuji rizna podnebi z hlediska mnoZzstvi slunecni energie a vody. Nejvetsi
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druhovou biodiverzitu na sousi najdeme v tropickych destnych lesich, ve vodé pak na

koralovych Gtesech a v oblastech tropickych moii (Svecova et al. 2007).

3.1.3 Geneticka biodiverzita

Geneticka biodiverzita vyjadfuje variabilitu geni v ramci populaci, nebo v ramci
druhii. Zabyvé se variabilitou odlisnych populaci v rdmci jednoho druhu a rozdilnych
jedincti v ramci jedné populace. Ke stanoveni genetické diverzity plané rostouci druhti
rostlin a divoce Zijicich druhti Zivo¢icht zna¢n¢ pomahaji moderni metody molekularni
biologie a genetiky. N&ktefi védci odhaduji, Ze na jeden druh (rostlinny nebo zivocisny)
muze pripadat az 220 geneticky raznych populaci. Genetickd diverzita je

nepostradatelnou soucasti pro udrzeni evoluénich procest v ramci druhti (Plesnik 2005).

3.2 Molekularni taxonomie

Molekuldrni taxonomie je systém zafazovani druht na zékladé¢ molekularnich
analyz. Ty se opiraji pfedev$im 0 testovani sekvenci jaderné a mitochondridlni DNA
Vv piipad¢ zivocicht, plastidové DNA u rostlin a porovnavani sekvenci jednotlivych genti
mezi zkoumanymi druhy. Systém molekularni taxonomie je soubor metod vyuzivajicich
testovani sekvenci DNA pro identifikaci novych rostlinnych a zivociSnych druht,
ptipadné pro doplnéni, ¢i zpfesnéni stavajici systematiky a rozdé€leni jednotlivych druhti
a také prispiva k vytvoreni standardizovaného postupu K ur€ovani a objevovani novych
druht (Mayer et al. 2007).

Hlavnim cilem molekularni taxonomie je objasiiovani piibuzenskych vztahti mezi
jednotlivymi organismy na molekuldrni Grovni, zatimco DNA barcoding se zabyva
predevsim identifikaci neznamych vzorkd (Kress et al. 2005).

Zavedeni metod molekularni taxonomie (jako napt. DNA barcoding) vyvolal a stale
vyvolava ve védeckych kruzich vasnivé debaty. Tyto metody maji jak své zastance,
vetSinou z fad genetikli @ molekularnich biologtl, tak také své odptrce, kterymi jsou
vétSinou klasicti taxonomové a systematicti biologové. Ti tyto molekuldrni metody
nepfijimaji s velkym nadSenim. Dohady casto vznikaji na téma uznavani noveé
objevenych druhli. Tyto spory jsou dusledkem absence jednotné standardizované
metodiky a charakteristiky pro piijeti nového druhu do systému. Také Casto vznikaji

spory kvili financim, kdy klasicti systematikové ataxonomové tvrdi, ze zavadéni
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molekularnich metod do jejich oboru zptisobuje odliv financi na jiné pracoviste, pticemz

tvrdi, Ze tyto metody nejsou zcela prikazné a spolehlivé (Wikipedia 2016).

3.2.1 DNA barcoding

Odhaduje se, ze na planeté Zemi existuje 8-10 miliona rostlinnych a zivocisnych
druhti. V roce 2003 vsak byly znamy a popsany asi pouze jeden a pil az dva miliony
z nich. DNA barcoding by mohl tento fakt zménit, a pomoct tak popsat druhy noveé
objevené a Iépe taxonomicky zaradit ty jiz popsané (Hebert et al. 2003a). DNA barcoding
(DNA carové kody) je nastroj molekularni analyzy K uréovani taxonomickych druht,
ktery vyuziva standardizované genetické markery. U zivocichu se k identifikaci nejcastéji
pouzivaji fragmenty mitochondridlniho genu pro podjednotku 1 cytochrom c oxidazy
(COI) (Krishnamurthy a Francis 2012). U rostlin se vSak tento gen nepouziva, protoze
jeho evoluce probihd pfili§ pomalu. Pro barcoding u rostlin se ukazaly vhodné&jsi dvé
oblasti genti na chloroplastech oznacované jako: matK a rbcL (Barcode of life 2010).

Vyuziti DNA barcodingu ma nespornou vyhodu a opodstatnéni v ptipadech, kdy
identifikace daného druhu vyzaduje dikazy pomoci molekularni analyzy. Jednim
z takovych ptipadi mize byt situace, kdy je nemozné spravné piifadit dospélce (imago)
daného druhu k napf. housence pouze na zakladé vizualni analyzy. Dalsi situace mize
nastat, kdyz je potfeba urcit druh daného Zivocicha nebo rostliny pouze z ¢asti téla, nebo
pokud je vzorek poskozen. Molekularni analyza je také vyuZivana v ptipadech, kdy nelze
jednozna¢né urcit druh pouze na zakladé morfologického pozorovani. Tento ptipad se
tykd napf. tas, komart, druhi, které jsou Spatn€¢ pozorovatelné z divodu jejich malé
velikosti, nebo v ptipadech, kdy ma dany druh vyrazné polymorfni zivotni cyklus nebo
vykazuje znacnou fenotypovou plasticitu (Silva-Brandao et al. 2009). DNA barcoding
mize byt vyuzit také naptiklad k identifikaci rostlin v dob¢, kdy nemaji kvét ani plod,
podle kterého by bylo mozno je identifikovat, k identifikaci hmyzu podle larev,
ke zkoumani slozeni potravy zvifat z zalude¢niho obsahu nebo vykalt (Soininen et al.
2009), nebo k rozboru slozeni produkti na trhu jako jsou rostlinné dopliky stravy, dievo
nebo kiize a dalsi zivo¢isné tkan€ v potravinach (Kress et al. 2005).

Pro analyzu vysledkl sekvenci téchto gentli se pouzivaji on-line pfistupné databaze
jako mnapt. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool - dostupné na
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). V ptipadé BLASTu staci piisluSnou sekvenci

nakopirovat do spravného pole abéhem nékolika sekund dostaneme vysledky
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0 analyzovaném vzorku. V tabulce vysledkid se nam zobrazi druh organismu, zkoumany

gen, maximalni mozné skore, dosazené skore, prekryti s referencni sekvenci, E hodnotu,

shodu a odkaz na ptislusnou sekvenci v databazi GenBank.

Vytvoteni databazi pro barcoding je velmi slozita procedura, a proto se na ni podili

vice spolecnosti a tymi, které se mohou specializovat na urcité skupiny rostlin nebo

zivoCichl. Hlavnimi partnery zabyvajicimi se barcodingem ve svété jsou:

IBOL — International Barcode of Life je projekt zastiesujici jediny cil a tim
je sestaveni knihovny sekvenci atechnologii potiebnych pro rychlou
a levnou identifikaci organismii pomoci DNA barcodingu. Za timto ucelem
spojuje dal$i organizace, které se na vytvotreni této knihovny podili

(Barcode of life 2010).

CBOL - Consortium for the Barcode of Life je mezinarodni iniciativa
vénujici se rozSitovani DNA barcodingu jako celosvétové vyuzivaného
standardu pro urcovani biologickych druhd. Byla zalozena v roce 2004
a,,sifi“ barcoding do svéta pomoci pracovnich skupin, workshopd,
konferenci, kurzli a Skoleni. CBOL ma 200 ¢lenskych organizaci z 50 zemi

a hlavni sidlo se nachazi ve Washingtonu (Barcode of life 2010).

GenBank — databaze sekvenci a sbirka vSech vefejné dostupnych sekvenci
DNA. GenBank je soucdsti mezindrodni spoluprace pro databazi
nukleotidovych sekvenci (International Nucleotide Sequence Database

Collaboration), ktera zahrnuje:

= DNA DataBank of Japan (DDBJ)

= European Molecular Biology Laboratory (EMBL)

= GenBank
Tyto tfi organizace si kazdodenné vymeénuji sva data a diky této spolupraci
bylo v databazi GenBank na konci roku 2015 pres 189 miliont sekvenci
z oblasti klasického sekvenovani apies 317 milioni sekvenci z oblasti

celogenomového sekvenovani (WGS) (Clark et al. 2016).
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e BOLD - Barcode of Life Data Systems je online pracovni prostiedi, které
pomahad shromazd’ovat, spravovat, analyzovat a vyuzivat DNA c¢arové
kody. Sklada se ze tii slozek, kdy kazda z nich fesi potfeby riznych skupin
vyuzivajicich barcoding (http://www.boldsystems.org).

3.3 Jaderna DNA

Jadernou DNA chiapeme soubor veskeré DNA v jadie buiky. V zivocisnych
bunkach je pirevazna vétSina molekul DNA ve form¢ dvousSroubovice, kterd je vinuta
podél histonové kostry a pfi spiralizaci tvoii chromozomy. Podle funkce rozliSujeme
nékolik zakladnich druht DNA:

1) Molekuly DNA kodujici potfadi aminokyselin v polypeptidovém fetézci.
Kodujici DNA tvofi strukturni geny.

2) Molekuly DNA, které koduji tvorbu transferovych a ribosomalnich RNA
(tRNA arRNA).

3) DNA, ktera ma funkci kontrolni a fidici, také nazyvana jako regula¢ni oblast
genu. Jedna se 0 promotor, enhancer (zesilova¢), TATA box, terminacni
oblast a dalsi.

4) DNA, ktera ma specifickou funkci. Naptiklad repetitivni sekvence v oblasti
centromery nebo telomer. Funkce téchto sekvenci souvisi se strukturou
chromozoml.

5) DNA, ktera nema zatim znamou funkci jako napf. pseudogeny (Otova
a Mihalova 2012).

V ptipadé lidského genomu, pouze asi 1,5-2 % sekvenci koduje proteiny. Ostatni
sekvence jsou regulacni a fidici, nebo se jednd o introny, které mohou byt vystfiZzeny
(Otova a Mihalova 2012).

Jaderné geny s nizkym poctem kopii (low-copy nucelar genes) by mohly fungovat
jako alternativni markery pro DNA barcoding. Pii pouziti t€chto genu se vSak oCekavaji
problémy z hlediska navrhu univerzalnich primeri, genovych duplikaci, rekombinaci,
allopolyploidie a heterozygotnosti téchto gend. Ackoliv jsou sekvence téchto geni
relativné kratké, obecné vykazuji véEtsi variabilitu nez geny plastidové nebo

mitochondrialni (Pillon et al. 2013).
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3.3.1 CAD - karbamoyl-fosfat syntetaza

Gen, ktery zajist'uje de novo syntézu pyrimidinovych nukleotidi (tymin a cytosin).
Tento gen koduje trifunkéni protein, ktery je asociovan s enzymatickou aktivitou prvnich
tii enzymt v celkové Sestikrokové kaskadé biosyntézy pyrimidinid. Konkrétné se jedna
0 karbamoyl-fosfat syntetazu (CPS II), aspartat transkarbamoylazu a dihydroorotazu.
Tento protein je regulovan kaskddou mitogen-aktivované protein kinazy (MAPK), ktera
dokazuje pifimou vazbu mezi aktivatni kaskadou MAPK ade novo biosyntézou
pyrimidinovych nukleotidd. Tento gen je u ¢lovéka (Homo sapiens) lokalizovan na
druhém chromozomu a obsahuje 45 exont. U mysi (Mus musculus) bychom gen CAD
nasli na chromozomu pét a u psa (Canis lupus familiaris) na chromozomu sedmnact. Pro
analyzu u lisaje lipového (Mimas tiliae) se vychazi ze sekvence ¢itajici 2 929 bp. Diky
alternativnimu sestfihu 45 exont vznikaji rizné transkripéni varianty kodujici odlisné

izoformy (Gene 2016a).

3.3.2 EF-la - elongac¢ni faktor 1a

Elongaéni faktor-la (EF-1a) je protein kodovany jadernym genem, ktery muze
slouzit jako marker pro druhovou identifikaci. Protein EF-1a je zapojen do GTP-
dependentni vazby aktivovanych molekul transferové RNA Kk vazebnym mistim na
ribozomu v prubéhu translace. U octomilky (Drosophila melanogaster) byly zjistény dvé
formy tohoto proteinu (EF-1a FI a EF-la F2), které jsou exprimovany v rizny ¢as
béhem vyvoje. Geny pro EF-la byly popsany také u jinych organismil jako napt. u
zabronozky solné (Artemia salina), mysi (Mus musculus), ¢lovéka (Homo sapiens) nebo
v¢ely medonosné (Apis mellifera). Diky konzervativni povaze sekvence aminokyselin
téchto rozdilnych organismt byl EF-1la oznaen jako potencidlné vyuZitelny gen pro
urCovani fylogenetickych vztahli na vysS$i urovni, pfedevSim u hmyzu (Parvizi
a Assmar 2007).

Gen EF-la se u octomilky nachazi na chromozomu 2R aobsahuje 4 exony
(Gene 2016b).

3.3.3 DDC - dopa dekarboxyliza

Obecné byla dopa dekarboxylaza (DDC) povazovana za enzym zpisobujici

tmavnuti epidermalnich vrstev a ukladani melaninu v téchto vrstvach pokozky. Nedavné
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studie provadéné na bourci morusovém (Bombyx mori) (Wang et al. 2013) vsak
ukazuji, Ze DDC je jednim z kli¢ovych enzymi v procesu svlékani kaze, ktery uzce
souvisi s regulaci ekdysonu (prohormon hmyzu fidici proces svlékani kize) v pribéhu
biologického procesu svlékani kuize. Data z této studie prokézala, ze hladina exprese
DDC u housenek bource morusového je vyssi béhem svlékani kiize apo svleceni
postupné klesa. Pokud u housenky bource morusového hladina exprese DDC klesne,
zpusobi to, Ze se housenka nezakukli, nebo dojde k nedokon¢enému zakukleni. DDC je
primarné exprimovana a skladovana v oblasti periferni plazmy blizko jadra buné¢k. DDC
katalyzuje dopa na dopamin, podili se na syntéze melaninu a hraje kli¢ovou roli v procesu

vyztuzovani exoskeletu hmyzu (Wang et al. 2013).

3.3.4 WG —wingless

WG je gen, ktery patii do tzv. rodiny Wnt genii. Jedna se o skupinu 19 gent
kodujicich signalni molekuly regulujici procesy béhem vyvoje zivo¢ichti (Nusse 2005).
Geny z této rodiny koduji proteiny bohaté na cystein, které hraji kli¢ovou roli jako
intercelularni signalni molekuly b&hem vyvoje jedince. Genetické studie provadéné na
octomilce (Drosophila melanogaster) ahad’atku (Caenorhabditis elegans), uméla
genova exprese u drapatky (Xenopus laevis) a genovy knockout u mysi (Mus musculus)
prokézaly podil Wnt genli na procesech tak odliSnych jako jsou segmentace, utvareni
centralni nervové soustavy nebo fizeni asymetrického bunééného déleni. Pfenos Wnt
signali mezi bunkami je provadén komplexni dradhou, vcetné post-transla¢nich
modifikaci a sekrece Wnt proteind, vazbou na transmembranové receptory, aktivaci
cytoplazmatickych efektorti a nakonec také regulaci transkripce cilovych genti (Wodarz

a Nusse 1998).

3.4 Mitochondrialni DNA

Mitochondrialni genom je tvofen veSkerou DNA lokalizovanou v mitochondriich.
Velikost genomu je napfi¢ druhy velmi variabilni a mnozstvi mitochondrialni DNA
(mtDNA) je zavislé také na tom, z jaké buiiky je mtDNA izolovéna. Naptiklad u parazita
druhu Plasmodium je velikost molekul mtDNA asi 6 kb, kdezto u né€kterych vyssich
rostlin obsahuji mitochondrie molekuly DNA o velikosti az 2 500 kb. Poc¢et molekul
MtDNA v mitochondriich je také velmi variabilni, 8 mize se pohybovat v rozmezi od

méné nez 1 000 molekul (somaticka buiika) az po 108 molekul mtDNA (oocyt obratlovcii)
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(Snustad a Simmons 2009). Naptiklad kvasinky maji mtDNA o velikosti ptes 75 kb
ameloun az 2,4 Mb (Lesk 2012). Na rozdil od jadra jsou v mitochondriich cirkularni
molekuly DNA, které se také skladaji ze dvou antiparalelnich fetézct. Tyto fetézce maji
vs$ak natolik odlisné slozeni z hlediska zastoupeni purini a pyrimidini, Ze je oznacujeme
jako tézky (H) alehky (L) fetézec. Jednotlivé fetézce muzeme od sebe snadno oddélit
napiiklad centrifugaci (Rubinoff 2006). Od jaderné DNA se lisi také tim, ze
mitochondrialni DNA neni nesena histonovou kostrou. Dal§im rozdilem je, ze
mitochondrialni DNA neobsahuje introny a vice nez 90 % sekvence koduje urcité geny.
Téch se v mitochondriich nachazi 37 ajsou pievazné soustfedény na tézkém fetézci
(Brdicka 2001).
Mitochondrialni DNA koduje 37 gent z toho:

a) 22 gent pro tRNA,

b) 2 geny pro rRNA (12S a 16S-RNA),

c) 13 riznych proteind (Rosypal et al. 1989).

vvvvvv

a) protomery cytochrom-c-oxidazy (COI, COIll, COlll),
b) cytochrom b a jedna podjednotka ubichinoncytochrom-b-reduktazy,

c) protomery komplexu ATP-syntetazy (Rosypal et al. 1989).

Tab. 2 Rozmisténi jednotlivych genit na retézcich mtDNA (Brdicka 2001)

Tézky retézec (H) Lehky Fietézec (L)

ND1, 2, 3, 4, 4L,5 (NADH dehydrogenaza) ND6
ATPS6, 8 (ATPéza)

Cytochrom b

COl, I, I (cytochrom-c-oxidaza)

12S rRNA, 16S rRNA

tRNA pro Ala, Asn, Cys,
GlIn, Glu, Pro,
Ser, Tyr

tRNA pro Arg, Asp, Met, Gly, His, lle, Leu, Lys,
Phe, Ser, Thr, Trp, Val

Co se tyce dédiCnosti, jsou mitochondridlni geny dédény po maternalni linii
(po matce) a otec svou mtDNA na potomky nepienasi. Fungovani tohoto principu je
predmétem mnoha védeckych sport a zkoumani (Brdicka 2001).
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Mitochondrialni DNA je vhodnéj$i pro druhovou identifikaci pomoci DNA
barcodingu, protoZe na rozdil od jaderné DNA maji mitochondrialni geny vyssi rychlost
evoluce, jsou méné vystaveny rekombinaci, neobsahuji t¢émét zadné introny a nachazi se
v bunikach v mnoha kopiich. Tyto znaky mitochondridlni DNA jsou diilezité pro rutinni

amplifikaci fragment pomoci PCR a tvorbu univerzalni metodiky (Luo ef al. 2011).

3.4.1 COIl - cytrochrom c oxiddza podjednotka I

Mitochondrialni gen kodujici podjednotku | enzymu cytochrom c oxidazy (COI) se
globaln¢ vyuziva pro DNA barcoding. Diivodem, pro¢ se pouziva pravé gen pro COI jsou
vysledky studii, které dokazuji, ze rozdily v sekvencich koédujicich COIl umoziuji
odliSeni uzce spiiznénych druhi vsech zivoc¢isnych kmend kromé Zahavct (Cnidaria),
pravdépodobné proto, Ze u tohoto kmene je nizk4d mira evoluce vtomto genu
(Hebert et al. 2003b).

Cytochrom ¢ oxidaza (CO) je kone¢ny enzym mitochondrialniho respira¢niho
fetézce. V tomto fetézci dochazi k pfesunu volnych elektronti na molekularni
kyslik, ktery je konecnym piijemcem téchto elektronii a vyslednym produktem tohoto
déje je voda. CO hraje vyznamnou roli vfizeni aerobni produkce energie

(Mandelker 2009).

Tab. 3 Srovndni pouzivanych genii

Gen  Velikost kodujici oblasti  Pocet exonu  Lokalizace

CAD 2929 bp 45 jadro

EF-/a 1228 bp 8 jadro
DDC 1437 bp 4 jadro
WG 1179 bp 5 jadro
COl 1 554 bp 1 mitochondrie

3.5 Genom hmyzu

Pravdépodobné nejprobadanégjsim organismem hmyzi fise, co se genetiky tyce, je
octomilka (Drosophila melanogaster). Tento druh musky je povazovan za jeden
Z modelovych organismt genetiky. Kompletni sekvence genomu octomilky byla

zvetfejnéna jiz v roce 2000, tedy rok piedtim, nez byly zvefejnény prvni dvé verze
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lidského genomu. V ti8i hmyzu existuje velka variabilita v genomech jednotlivych druhti

jak ve velikosti genomu, tak také v poctu a hustoté genti (Snustad a Simmons 2009).

Tab. 4 Porovnani genomii komara, véely, octomilky a bource (Snustad a Simmons 2009)

: o . . Hustota

Druh Latinsky nazev Velikost Predlv)oklads;lny genu
genomu [bp] pocet genii [bp/gen]

komar Anopheles gambiae 278 253 050 14 707 18 900

véela Apis mellifera 197 657 892 29 832 6 600

octomilka Drosophila melanogaster 131 000 899 13792 9500
bourec , Bombyx mori 397 687 000 21128 18 820

Pozn.: Udaje Jjsou prevzaty z webové stranky NCBI

(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genome), Ensembl (http://www.ensembl.org) nebo CBS
Genome Atlast Database (http://www.cbs.dtu.dk/sefices/GenomeAtlas) k 15. kvétnu
2008.

Podle databaze Genome dostupné na strankach NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/47) obsahuje genom octomilky 148 504 Mb.
Celkem koduje 30 044 proteinti a procentudlni zastoupeni bazi G a C tvoii 41,9402 %.

3.6 Rad: Motyli (Lepidoptera)

vvvvvv

V zZivocisné i1, co se tykd poctu jednotlivych druht. Samotnych motyll je v soucasné
dob¢ znamo asi 170 tisic druhd. Na uzemi Evropy se jedna 0 zhruba 100 tisic druht
a Vv Ceské republice se mizeme setkat s 30 tisici druhy téchto Zivo&ichtl. Motyli se fadi
mezi fad hmyzu s proménou dokonalou (Holometabola), coz znamena, Ze jejich vyvoj je
uskutecnén ve Ctyfech fazich: vajicko, larva (housenka), kukla a dosp€ly jedinec (imago)
(Benes a Cizek 2002).

Zastupci fadu motyli se vyznacuji dvéma pary velkych blanitych ktidel, ktera jsou
pokryta drobnymi Supinkami. Tyto Supinky jsou taskovité uspofadany jedna ptes druhou
a dodavaji tak diky své pigmentaci, svétlorozkladné struktuie, pfipadné kombinaci téchto
dvou vlastnosti, motyltim jejich charakteristické pestré zbarveni. Obecné se motyli déli
na denni a noc¢ni, pficemz no¢ni motyli jsou také Casto nazyvani jako mury. Na prvni
pohled jsou denni motyli rozpoznatelni od no¢nich pravé svym pestrym zbarvenim
na kiidlech a té€le. No¢ni motyli jsou vétSinou méné napadni. Dalsi znak pouzivany pro

rozliSeni dennich a no¢nich motyll je napt. postaveni kiidel v klidové poloze. Noc¢ni
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motyli maji kiidla bud stiechovité¢ slozend, obtocend kolem téla nebo naplocho
pritisknutad k opote, které se pfidrzuji, kdezto denni motyli maji kiidla v klidu slozena
svisle nad t¢lem (Reichholfova-Riehmova 2005).

Dospélci vétsiny druhit maji saci ustni ustroji. To je v klidové poloze spiralovité
sto¢ené pod hlavou. V piipadé potieby ho mohou rozvinout v dlouhou trubici zvanou
sosak, ktera jim umoznuje vyzivu v podob¢ sani nektaru z kvétl, mizy stromi nebo st'avy
z kvasiciho ovoce (Gerstmeier 2013).

Vétsina motyla jsou dilezitymi opylovaci mnoha rostlin. Existuji vSak druhy
noc¢nich motylt, které maji vyvinuto kousaci ustroji, pomoci kterého poziraji pyl. Larvy
motylid (housenky) jsou ve vétsiné ptipadli bylozravé a maji vyvinuté mocné kousaci
Gstni ustroji. Casto se Zivi pouze jednim druhem rostliny, a proto jsou povazovany za
Skiidce. Motyli kukla (chrysalis) byva ulozend v tvrdém pouzdie, které je nejcastéji
pfipevnéno na rostling€, kterou se housenka zivila nebo n¢kde pobliz. Na rozdil od kukel
noc¢nich motyld, které byvaji bud’ ulozené v hedvabném zamotku upfedeném samotnou
housenkou a ptipevnéném k né&jaké opote, ukryté v komirkach uvnitt stonkt rostlin ¢i
pod zemi, nebo zahrabané pod vrstvou tlejiciho listi (Imes 1997).

Motyli se vyznacuji vyraznym pohlavnim dimorfismem, ktery se projevuje
napiiklad rozdilnym zbarvenim nebo vzorovanim sameckl a samicek. RozliSovani
pohlavi u téchto druhil se pak pfevazné provadi na zéklad¢ vizudlniho efektu. Vyrazné
zbarveni ma také dileZity vliv pfi ochrané proti predatoriim a jejich zastraSovani. To je
také ditvod, pro¢ jsou vétSinou denni motyli barevngjsi. Délka obdobi dospélosti je velmi
variabilni a mize trvat od jednoho tydne az do osmi mésici, v zavislosti na druhu.

Primérna délka dospélosti se vSak pohybuje okolo dvou az tii tydnti (Imes 1997).

3.6.1 Celed’: Lisajoviti (Sphingidae)

Celed’ liajoviti (Sphingidae) se fadi mezi stfedné velké eledi a patii do ni velci az
obroviti motyli. Kfidla téchto jedincti béZzn¢ dosahuji rozpéti 35 az 150 mm. Télo maji
mohutné, torpédovitého tvaru. Pfedni kiidla jsou charakteristickd izkym a robustnim
tvarem ana piednim okraji maji pevné Zilky. Naproti tomu zadni kiidla jsou mala
a okrouhld. VSeobecné jsou motyli charakteristicti pro své pestré zbarveni a neni tomu
jinak ani u lisajovitych, i kdyz kresba na jejich ktidlech neni p#ili§ slozita. Na vrcholu
hlavy maji kratka, tlusta tykadla zakoncend ostrym hrotem au samci porostlda dvéma

fadami §téticek, velké sloZzené oc¢i a mohutné vyvinuty sosak, ktery mize dortstat délky
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az 10 cm. V klidu je sosak spiralovité stoceny na spodu hlavy. Existuje vSak také skupina
tzv. zubokftidleci, kteti maji kratky sosék, nebo zakrné€lé ustni Gstroji. Mohutné vyvinuta
prsni hrudni svalovina jim umozniuje migrovat na velké vzdalenosti (Novak a Pokorny
2003). Anatomie jejich kiidel jim také umoziuje velmi rychly let. Z této ¢eledi pochazi
nejrychleji 1étajici motyl, ktery je schopen dosdhnout rychlosti letu az 53 kilometra za
hodinu (Landman 2013).

Housenky této celedi jsou tlusté, valcovité, s husté pficné ryhovanymi télnimi
¢lanky. Na hibeté osmého clanku se vétSinou nachazi prohnuty trnovity vybézek. Kukleni
housenek nékterych druhti probiha v zemi v pevné hlinéné komtrce. Tato komtrka muize
byt ulozena i velmi hluboko. Jiné druhy se naopak vyznacuji tim, ze jejich kukla lezi na
povrchu ve volném zapiedku v drnu nebo hrabance (Novak a Pokorny 2003).

Na svété je zndmo pres 3 000 druhii patficich do této celedi, nachéazejicich se
prevazné v tropickych oblastech vSech kontinentti. Na uzemi Evropy bylo pozorovano 33
druht a v Ceské republice 20. Nékteré druhy viak pouze jako migranti a jejich vyskyt
neni spolehlivé doloZen (Bélin 2013).

3.6.1.1 LiSaj lipovy (Mimas tiliae)

Lisaj lipovy (Mimas tiliae) je druh motyla s pifevazné noéni aktivitou. Jedna se
0 veétsi motyly a rozpéti jejich kiidel se obvykle pohybuje mezi 60-75 mm. Housenky
téchto motyli jsou zelené se zlutave bilymi te€Ckami a podélnymi Zlutymi pruhy na bocich
(Carter 2006). U dospé&lych motylu je zbarveni i kresba piednich kiidel velmi variabilni.
Témét vzdy je vSak svrchni strana kiidel zelena s riZovym nadechem a olivové ¢ernym
lipovy nachdzi v parcich, lipovych alejich, na polich a loukach. Je to vSak velmi nestaly
motyl a kazdy rok osidluje jina stanovisté (Gerstmeier a Zepf 1995).

Prvni jedinci se zacinaji lihnout uz béhem prvnich teplych majovych dnii. Pokud se
vSak pocasi zhorsi, vyCkavaji v klidu, nez nastanou teplé dny a noci. Samicky obvykle
kladou vajicka jednotlivé nebo po dvojicich, nejCastéji na spodni stranu listd lip.
Housenky si pied kuklenim a pfezimovanim vytvari v zemi ovalnou komurku. Stény této
komurky zpevnuji vlakny a slinami. Lisaj lipovy je motyl, ktery se hojné vyskytuje v celé
Evropé az po severni Skandinavii a jizni Finsko. Zije vak také ve velké ¢asti Asie napf.

na Sibifi, v Rusku, v Japonsku a dalSich zemich (Reichholfova-Richmova 2005).
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Obr. 1 Lisaj lipovy (Mimas tiliae) samec (foto: Sphingidae Museum)
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Obr. 2 Lisaj lipovy (Mimas tiliae) samice (foto: Sphingidae Museum)
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3.7 Sphingidae Museum

Veskeré vzorky pro laboratorni analyzy byly poskytnuty ze sbirek muzea
lisajovitych (Sphingidae Museum) nachazejicim se v obci Orlov v okrese Pfibram. Toto
muzeum je soucasti Ekologického centra Orlov o. p. s. aje majitelem druhé nejvétsi
a nejucelengjsi sbirky liSaji na svété. V soucasné dobé je v muzeu K vidéni vice nez
200 000 exemplait, které zahrnuji 1 325 druhti. Na svéte existuje pouze jedna sbirka veétsi
nez tato, ata se nachazi v Muzeu ptirodnich véd v Londyn€. Samotny tym muzea se
podilel na objeveni a popsani dvaceti Sesti novych druhti lisaji. Odborny tym muzea svou
praci pfispiva k celosvétovému védeckému monitorovani vyskytu hmyzu, snazi se
objevovat dosud nepopsané druhy a ptedavat své poznatky SirSi vefejnosti. Dikazem
jejich kvalit a védeckého ptinosu v oblasti entomologie mohou byt projekty realizované
na zakazku Ministerstva zemédélstvi Kapverd, kdy byl v roce 2002 poveden prazkum
biodiverzity lisaji na Kapverdskych ostrovech. Tym muzea také provadél prizkum
biodiverzity liSaji vroce 2004 v narodnich parcich Senegalu a Guinei ataké se
pravidelné Gcastni entomologickych expedic po celém svété. Sphingidae Museum se
vénuje také ediéni Cinnosti ato predev§im formou vydavani odborného casopisu
,The Europian Entomologist* (evropsky entomolog), ve kterém popisuji nové druhy
nejen z celedi lisajovitych, ale také se vénuji ptipadovym studiim tykajicich se revize

taxonomie a vyslednym zpravam z expedic (Sphingidae Museum 2011).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 lzolace DNA z tkani

Veskeré vzorky pro analyzy nam poskytli pracovnici muzea Sphingidae Museum.
Jednalo se 0 konéetiny motylt, dodané s ptesnym oznacenim druhu, ¢isla vzorku a mista
odchytu daného motyla, jemuz koncetina patiila. Izolaci jsme provadéli pomoci
komeréné dodavaného Genomic DNA Mini Kitu od spolecnosti Geneaid, uréenému
k izolaci DNA z tkani, a postupovali jsme podle pfiloZzeného navodu. Do zkumavky jsme
vlozili vzorek (konCetinu motyla), pfidali jsme 200 ul GT pufru avzorek
homogenizovali. Poté jsme piidali 15 pl proteinazy K, vzorek jsme promichali s pouzitim
vortexu a nechali inkubovat v termostatu pfes noc na 60°C. Druhy den, po vytazeni
zkumavek z termostatu, jsme vzorky cca 10 az 15 sekund centrifugovali. Centrifugaci
jsme provadéli kvili mozné kondenzaci pufru na vicku zkumavky ataké abychom
predesli kontaminaci z divodu prudkého otevieni zkumavky zptsobeného zvySenym
tlakem uvnitt zkumavky. Déle jsme ptidali 200 ul GBT pufru a nechali opét inkubovat
v termostatu na 60°C po dobu 30 minut. Opét jsme vzorek 10 az 15 sekund centrifugovali
a poté pridali 200 pl ethanolu. Smés jsme napipetovali na silikatovou kolonu a nechali
centrifugovat 1 minutu pfi 8 200 otackach. Odpad z kolony jsme wylili a pfidali 400 pl
pufru W1 a nechali opét centrifugovat za stejnych podminek. Znovu jsme odpad vylili
apridali 600 pl promyvaciho pufru (WASH BUFFER) a opét nechali centrifugovat.
Odpad z centrifugace jsme vylili anechali jsme centrifugovat samotnou kolonu pfi
13 000 otackach po dobu tii minut, abychom se zbavili i poslednich zbytkli promyvaciho
pufru a na koloné nam zistala navazana pouze DNA. Nakonec jsme kolonu vlozili do
sterilni zkumavky o0 objemu 1,5 ml aptidali jsme 50 ul elu¢niho pufru. Takto jsme
zkumavku nechali stat cca 5 minut pii pokojové teploté a poté stocili na centrifuze na
8 200 otacek na 1 minutu. Takto jsme dostali zkumavku s izolatem DNA, kterou jsme
uchovali pfi teploté -20°C pro dalsi analyzu. Usp&nost izolace jsme ovéfili pomoci

gelové agardzové elektroforézy v 3% gelu a zméfili koncentrace jednotlivych vzorku.

4.2 Méreni koncentrace DNA

Koncentraci  izolované DNA jsme méfili pomoci spektrofotometru

NanoDrop 2 000 od spolecnosti Thermo Scientific, ktery méfi absorbanci svételného
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zafeni 0 vlnové délce 260 nm. Cistota DNA je vyjadiend podilem absorbanci zateni 0 260
nm a 280 nm. Optimalni hodnoty A260/A280 se pohybuji v rozmezi 1,8-2,0 a pokud jsou
naméfené hodnoty vV tomto rozpéti, mizeme hovoiit 0 ¢ist¢ DNA. Koncentrace DNA je
udavana v ng/ul. Jako pozadi pro méteni (blank) jsme pouzili eluéni pufr z kitu, ktery

jsme pouzivali pro izolaci. Koncentraci jsme méfili z objemu 2 pl.

4.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pomoci internetové databdze GENE voln¢ dostupné na strankach Narodniho centra
pro biotechnologické informace (National Center for Biotechnology Information — NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) jsme si vyhledali sekvence pozadovanych gent

a exportovali je do ,,fasta* formatu pro dal$i pouziti pfi navrhovani primerd.

4.3.1 Navrh primeru

Primery jsme navrhovali pomoci programu OLIGO v4.0, ktery je k tomuto ucelu
urcen. Pti navrhovani primert jsme se snazili dodrzet obecna zasady pro design primert:
1) Délka primeru — optimalni délka primeru se pohybuje mezi 18 a 25 bp.

2) Teplota tani dvouretézce primer-templat (Tm) — optimalni teplota je
okolo 50°C. Teploty obou primerti by mély byt podobné a nemély by
se lisit 0 vice nez 1°C.

3) Teplota annealingu (Ta) — mé&la by se pohybovat v rozpéti 55 az 75°C.
Nejcastéji vSak Ta jednotlivych primert dosahuje 55 az 60°C.

4) Specifita primeru — pokud je to mozné, snazime se O co nejvetsi
komplementaritu na 3¢ konci. Sekvence primeru by také neméla
obsahovat repetitivni sekvence aby nedochézelo k nasedani primeru na
vice mistech a netvofily se tak nespecifity.

5) Obsah G+C bdzi — optimalné by se m¢l pohybovat v rozpéti 55-56 %.

6) Konce primeru — zacatek i konec by m¢l obsahovat 1 az 2 purinové
baze (A,G). Na 3° konci primeru by pokud mozno mél byt G nebo C,

coz dodé primeru pevnéj$i vazbu na templat.

26



4.3.2 Seznam pouZitych primera

Tab. 5 Seznam pouzitych primerii pro PCR

. Velikost
Gen Primer Sekvence primeru 5’ - 3' Velikost GC PCR

b %
[bp] [%0] [bp]
CAD_F1 TGG AAG TTC TAT GAARAG TGT CG 23 43,5

708

CAD _R1 AAG TAC AATCTGTCRCTCATGTC 23 43,5

CAD  CAD-man-f GCCGAGTTT GGAéTTA TTGTGT TGT 25 44,0
774

ATC GAT AGT ATG ACCCCG CTA

CAD-man-r GGG CG 26 57,5
Oscar-6143 GGC CCA GGA AAT GGG CAA GGG 21 66,7 846

Bosie-6144 CCGGCG ACGTAACCACGACGC 21 71,4

EF-la EF-laF2 CTCCTG GAC ACAAGAG ATT TCATCA 25 44,0
602

EF-lo_R2 CAC AGACTT GACGTTC AGT GGT GAT 25 48,0
DDC F1 AGG CTGGTGGTGTTATTC AGG 21 52,4 531

DDC DDC R1 GCC ACA TAG CTG AGC AAT CAA 21 47,6
DDC_F2 CGCTTGTAGCACTTCTTGGTG 21 52,4 528

DDC_R2 CAT TAA ATG CGT CAACGA TCC 21 42,9

wol GCA GTT CCG GAA CCG GMG NTG 97 66.7

WG GAAYTG
GGA CAT GCCGTGGCACTTRCAYTC
wgR 27 62,9
YTG

Lep_F1 ATT CAA CCA ATCGATA AAG ATATTG o5 28.0
658

ol Lep R1 TAA ACT TCT GG% XGT CCA AAA AAT 2 308

MLep_F1 GCT TTC CCA CGA ATA AAT AAT A 22 31,8

MLep_R1 CCTGTTCCAGCTCCATTTTC 20 50,0

Pozn.: CAD-man-f, CAD-man-r, Oscar-6143 a Bosie-6144 prevzato z (Rubinoff et
al. 2012); wgL a wgR prevzato z (Bonacum et al. 2001); Lep_F1 a Lep RI prevzato
z (Hebert et al. 2004); MLep_F1 a MLep_ R2 prevzato z (Hajibabaei et al. 2006).

Kombinaci primert MLep F1 a MLep_R1 jsme nepouzivali, protoze pii této

kombinaci vznikaji fragmenty pouze 0 velikosti cca 60 bp.
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4.3.3 Reakéni smés pro PCR

Tab. 6 Slozeni reakcni smési pro PCR

dH20 PPP mix Primer F Primer R  DNA Celkem
3,6 w 5,0 ul 0,2 ul 0,2 ul 1,0 ul 10,0 ul
Reakéni smés pro PCR jsme michali v PCR zkumavkach o objemu 0,2 ml.

Z diivodu uspory c¢asu azjednoduseni postupu jsme se rozhodli pouzit komeréné
dodavany PPP mix, ktery jiz obsahuje PCR pufr, smés nukleotidi, Mg?* ionty,
polymerazu a nanaSeci marker. Vyhoda tohoto PPP mixu také spociva v tom, ze pred
nandsenim vzorkil na gel jiz neni potfeba kazdy vzorek smichévat s nanaSecim markerem

(napf. sachar6zou).

4.3.4 Teplotni profily

40x

72.0°C | 72.0°C

Obr. 3 Teplotni profil pro PCR mitochondrialniho genu COI

Teplotni profil, ktery jsme pouZili pro amplifikaci jadernych geni, se 1i8i v teploté

nasedani primeri 0 10,0°C.

28



Obr. 4 Teplotni profil pro PCR jadernych genii

4.4 Gelova elektroforéza

Pro gelovou elektroforézu jsme pouzivali 3% agarézovy gel v trisboratovém (TBE)
elektroforetickém pufru afragmenty byly vizualizovany pomoci ethidium bromidu
(EtBr) a ultrafialového zateni. Gel jsme piipravovali rozvafenim 1,8 g praskové agarozy
v 60 ml TBE pufru a do gelu jsme ptidavali 12 ul EtBr. Do jamek jsme vzdy nanaseli
vzorek v objemu 4 pl. Nanaseci pufr jsme nepouzivali, protoze ten jiz byl obsazen v PPP
mixu v PCR reak¢ni smési. Jako hmotnostni standard jsme pouzivali komeréné dodavany
marker M100, ktery obsahuje fragmenty 0 velikostech 100, 200, 300, 400, ..., 1000 bp.
Elektroforézu jsme nechali probihat po dobu 20-30 minut pii napéti 120 V.

4.5 Sekvenace PCR produktii

Sekvenacni reakéni smés jsme michali pomoci komeréné dodavaného kitu
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit od spole¢nosti Applied Biosystems
a smés jsme michali na objem 10 pl. Pro amplifikaci fetézce DNA jsme pouZili termalni
cykler Veriti Thermal Cycler také od spole¢nosti Applied Biosystems. Amplifikace
probihala podle niZze uvedeného teplotniho profilu. Poté jsme DNA purifikovali pomoci
BigDye® XTerminator™ Purification Kitu od Applied Biosystems dle navodu od
vyrobce. Samotnou sekvenaci jsme provadeli klasickou Sangerovou metodou pomoci
analyzatoru 3 500 Genetic Analyzer, ktery také vyrabi spolecnost Applied Biosystems.
K vyhodnocovani sekvenci jsme pouzivali programy SeqScape Software v2.7, ktery je
soucasti softwarového vybaveni analyzatoru a MEGA7Y, ktery je volné dostupny na
internetu (dostupné na http://www.megasoftware.net/).
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Tab. 7 Slozeni sekvenacni reakcni smeési

dH20 Pufr Mix nukleotidu Primer DNA Celkem
7,39 ul 1,75 ul 0,5 pl 0,16 ul 0,2 ul 10,0 pl
25x

|

|

|

|

|

96.0°C 96.0°C :

[

1:00 0:10

Obr. 5 Schéma teplotniho profilu pro sekvenacni reakci
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 lzolace DNA z tkani

Izolovanou genomovou DNA z motylich koncetin jsme ovéfili pomoci gelové
elektroforézy na 1% agardzovém gelu s vizualizaci fragmentti pomoci EtBr a UV zafeni.
1% agarozovy gel jsme zvolili proto, Ze fragmenty genomové DNA jsou velmi velké

a Vv 3% gelu by se obtizné separovaly.

2000 by
" 1500bp-
© 1000 bp-
_750bp T
- S500bp - i
o dsop wem T

Obr. 6 Foto gelu izolované genomové DNA

Jako velikostni standard jsme pouzili marker M1kb, ktery ma nizsi rozliSovaci
schopnost, nez marker M100, ale ma vét$i rozsah velikosti a zobrazuje fragmenty
0 velikostech od 250 bp az po 10 000 bp. U n¢kterych vzorkt (napt. F.16.-F.24.) je
intenzita fragmentd na agar6zovém gelu podstatné slabsi. Tento fakt mize byt zpisobeny
stafim vzorkl, ze kterych byla genomovd DNA izolovand. Stafi se projevilo na nizsi
koncentraci izolované DNA, a proto jsou fragmenty slabsi. Vznik smirG u nékterych
vzorkd mize dokazovat degradaci DNA. Ta mohla byt zptisobena napf. mechanickym
poskozenim biologického materialu, ze kterého byla DNA izolovéana, poskozenim DNA
béhem preparace motyli napt. nadmérnym plsobenim UV zarfeni, nedokonalym

JA)

uskladnénim jednotlivych exemplaii motyld, kdy mohlo dojit k zaplisnéni apod.
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5.2 Méreni koncentrace DNA

Tab. 8 Namérené koncentrace jednotlivych vzorki a jejich cistota

Vzorek Koncentrace DNA  A260 A280 A260/A280

F.16. 46,90 ng/ul 0939 0,481 1,95
F.17. 9,30 ng/ul 0,187 0,107 1,74
F.21. 8,00 ng/ul 0,161 0,099 1,63
F.22. 5,80 ng/pl 0,117 0,065 1,80
F.28. 10,00 ng/pl 0,200 0,104 1,03
F.47. 8,30 ng/ul 0,165 0,083 1,99
F.29. 4,70 ng/pl 0,094 0,048 1,08
F.30. 8,70 ng/ul 0,173 0,086 2,02
F.31. 7,50 ng/ul 0,150 0,081 1,85
F.33. 3,30 ng/pl 0,066 0,040 1,64
F.35. 10,50 ng/pl 0,209 0,109 1,92
F.38. 5,60 ng/pl 0,112 0,062 1,82
F.40. 510 ng/pl 0,103 0,059 1,75
F.41. 4,90 ng/pl 0,097 0,060 1,62
F.43. 4,30 ng/pl 0,087 0,039 2,24
F.18. 9,00 ng/ul 0,180 0,087 2,07
F.27. 11,00 ng/ul 0,220 0,103 2,15
F.37. 8,60 ng/ul 0,172 0,078 2,20
F.46. 8,70 ng/ul 0,175 0,081 2,16
F.34. 7,20 ng/ul 0,144 0,072 2,01
F.23. 9,40 ng/ul 0,188 0,085 2,21
F.25. 12,90 ng/ul 0,259 0,130 1,99
F.26. 510 ng/pl 0,103 0,037 2,81
F.49. 13,10 ng/ul 0,261 0,108 2,42
F.50. 7,20 ng/ul 0,145 0,062 2,34
F.51. 7,80 ng/ul 0,155 0,074 2,09

Primér 9,34 019 0,09 2,01

Sm. Odch. 7,9105 0,1583 0,0809  0,2629

Median 8,15 016 0,08 1,99

Naméfené koncentrace DNA u jednotlivych vzorkll nebyly vysoké, ale pro nase
dalsi analyzy byly vsak dostacujici. Divodem vyssi koncentrace u vzorku F.16. mohla
Cistota DNA ve vzorcich se pohybovala téméf v optimalnich hodnotach, a pokud
nabyvala vysSich nebo niz§ich hodnot, mohl byt vzorek kontaminovan zbytky etanolu

z izolace nebo mohl obsahovat dalsi proteiny.
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5.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

5.3.1 Navrh primeri

Primery jsme navrhovali pomoci softwaru OLIGO v4.0. Tento program je sice
vyvinut pro operacni syst¢tm MS DOS, ale pomoci emuldtoru prostfedi operacniho
systétmu DOSBox 0.74 je mozné ho spustit na jakémkoliv pocitaci. Software je sice uz

ponékud starsi, ale pro ucely navrhovani primert je vyhovujici.

File Edit fina lyze Search Position/select Change Hely

CAD 1.TXT; 2929 nt Tm 50.5° 4.31 nmol/0D (+) Upper Primer:
23-mer, Pos. 2152 oG(25°) -38.9 Z (+)
2140 2150 2160 2170 2180
TGGAAGTTCTATGAAGAGTGTCG

Obr. 7 Ukazka navrhu primeru CAD_F1 pomoci softwaru OLIGO v4.0

Na obrazku 7 je znazornén pribéh navrhu primeru CAD F1 (oznacen velkymi
pismeny). Orientace tohoto primeru je 5°-3°. Déle je znazorné€na teplota tani primeru
(Tm 50,5°C), pocet nukleotidti (23-mer), celkovy pocet nukleotidi sekvence daného genu
(v tomto piipadé 2 929 nukleotidd — zalezi vSak na pouzitém datovém souboru), sekvenci
samotného  primeru (TGGAAGTTCTATGAAGAGTGTCG) akomplementéarni
sekvenci. Také vidime, Ze primer zacina na pozici 2 152.

V praxi se osvédc¢ila varianta, kdy na pozici 16 je guanin (G) nahrazen smésnou
bazi R (A+QG). Tato varianta vykazovala lepsi vysledky PCR, proto jsme pouzivali praveé
Ji. Vysledna sekvence primeru je TGGAAGTTCTATGAARAGTGTCT.
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Nekteré primery jsme pievzali z dostupné literatury (zminéno v kapitole
4.3.2 Seznam pouzitych primert). Nami navrhované primery jsou zobrazeny v tabulce 9.
V této tabulce jsou zaznamenany také hodnoty pro teplotu tani (Tm) a optimalni teplotu

annealingu pro PCR, které jsme ziskali z programu OLIGO.

Tab. 9 Navrhované primery pomoci programu OLIGO

. Teplota
Primer Sekvence primeru 5’ - 3' Velikost ;I'm annealingu
el rrcl MG
CAD F1 TGGAAGTTCTAT GAARAG TGT CG 23 50,5 515
CAD R1 AAGTACAATCTGTCRCTCATGTC 23 504 '
CTCCTG GAC ACAGAGATTTCATCA
EF-1a_F2 A 25 56,2 585
CAC AGACTTGACTTC AGT GGT GAT ’
EF-1o. R2 G 25 553
DDC _F1 AGG CTGGTGGTG TTATTC AGG 21 531 551
DDC R1 GCC ACATAG CTG AGC AAT CAA 21 53,0 '
DDC _F2 CGCTTGTAGCACTTCTTGGTG 21 531 547
DDC _R2 CAT TAAATG CGT CAACGATCC 21 523 '

5.3.2 Seznam pouzitych primeru

Pro amplifikaci tGseku genu CAD se nejlépe osvédc¢ila kombinace primeri
CAD_F1 + CAD_RI. Pii této kombinaci primera se amplifikovaly fragmenty 0 velikosti
708 bp. V ptipad¢ genu EF-la se ukazala jako nejvhodnéjsi kombinace primert EF-
la_F2+EF-1a_R2, kdy se amplifikovaly fragmenty 0 velikosti 602 bp. U genu COI jsme
vyuzivali kombinace jednotlivych primerti. Nejdfive jsme michali PCR s pouzitim
primerd Lep F1 + Lep R1. Pii této kombinaci vznikaly fragmenty o velikosti 658 bp.
U nékterych vzorka vSak tato kombinace vychéazela negativné. U takovych jsme pak
pouzivali kombinace MLep F1+ Lep R1 nebo Lep F1+MLep R1.V téchto ptipadech
uz PCR vychdzela pozitivné a pomoci kombinaci dvou mensich fragmentl jsme pokryli
stejny usek genu. Kombinaci MLep F1 + MLep R1 jsme nepouzivali, protoze pfi této
kombinaci vznikal fragment pouze o velikosti 60 bp, coz bylo pro nas nepouzitelné
(viz Obr. 8).
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Lep_F1+Lep_R1 Lep_F1+MLep_R1  MLep_F1+MLep_R1  MLep_Fl1+Lep_R1
B :

M100 A B M100 A B M100 A~ B M100 A B M100
N
——
prises s - S S —  —— 500 bp
e 400 bp
300 bp
200 bp
N - - .. " 100 I)p
658 bp 311bp 60 bp : 407 bp

Obr. 8 Jednotlivé kombinace mitochondrialnich primerii zobrazené pomoci
elektroforézy (A, B — demonstracni vzorky)

5.3.3 Teplotni profily

V ptipadé nami navrhovanych primerd jsme pro optimalizaci metodiky provadéli
gradientovou PCR, kdy jsme zjiStovali optimalni teplotu pro naseddni primerd. Teploty
gradientu se liSily vzdy 01 - 2°C anabyvaly hodnot 56°C, 58°C, 59°C a 60°C. Jako
optimalni se nakonec ukazala teplota 59°C, pfi které byly vysledky PCR nejlepsi. Zvolili
jsme tedy teplotni profily dle Obr. 3 a 4.

5.4 Gelova elektroforéza

541 CAD

M100 F13. Fi16. F¥25. F27. F29. Neg. F31. F33. F34. F35 F37. Neg MI100

. —— e — \S— -

—

il
l

Gen CAD: primery CAD_F1 + CAD_R1 (708 bp)

Obr. 9 Vysledky PCR genu CAD ovérené pomoci elektroforézy

V ptipadé¢ vzorkt F.13., F.25. a F.29. se nam nepodatilo amplifikovat pozadovany
fragment. To mohlo byt zplisobeno chybou pii michéni reakéni smési, nedostatecnou

kvalitou izolované DNA, nebo chybou v pracovnim postupu (napf. pii pipetovani).
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U vzorku F.27. se nam vizualizoval pouze slaby fragment, ale pro sekvenaci bylo
mnozstvi amplifikované DNA dostacujici. Negativni kontroly (Neg.) nam dokazuji, ze

jsme pracovali bez kontaminace.

542 EF-la

M100 F.i16. F.24. F27. F.28. Neg. MI100 F31 F35. F37. F.39. Neg.

— T —

S GRS GRS G w— —

M100 Fd46. F74. F75. F.76. Neg. MI100 F.77. F.78. F.79. F.80. Neg.

v — e —— iy

Gen EF-1a: primery EF-1a F2 + EF-1a_R2 (602 bp)

Obr. 10 Vysledky PCR genu EF-1a ovérené pomoci elektroforézy

V tomto ptipadé byly pouZzity primery EF-lo F2 a EF-lo R2 avysledky PCR
ovéfené pomoci elektroforézy byly bez problémi. Slabé viditelné fragmenty u vzorkl
F.28., F.74., F.77. aF.79. o velikosti mén¢ nez 100 bp jsou zbytky primerd z reak¢ni
smési, které mohou tvofit dimery a jsou viditelné na gelu. Negativni kontroly (Neg.) opét

potvrzuji, ze jsme pracovali bez kontaminace.
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543 COl

MI00 E44. FE16 FE35. FE37. Fd46. Neg. MI00 FE44. F16. FE35. FE37. Ed6. Neg. M100

1 |

— T e e —" —" — —
MLep_F1 +Lep R1 e Lep Fi +MLep R1
fragmenty o velikosti 407 bp Fragmenty o velikosti 311 bp

M100 E39. FE24. E28. FE31. FE27.  Neg

Lep F1 +Lep R1
Fragmenty o velikosti 658 bp

Obr. 11 Vysledky PCR genu COI ovéiené pomoci elektroforézy

V ptipad€ genu COI jsme provadéli PCR se tfemi kombinacemi primerid. VSechny
tyto kombinace fungovaly bez problémii a nam se podafilo amplifikovat potfebné
fragmenty. Kombinace MLep_F1 + Lep_R1 alLep F1 + MLep_R1 jsme volili pouze
Vv pfipadé, Ze kombinace Lep F1 + Lep R1 vychézela na gelu negativné. Opét negativni

kontroly dokazuji, Ze jsme pracovali bez kontaminace.

5.5 Sekvenace PCR produktii a vyhodnoceni vysledki

Upravu dat ze sekvenatoru (srovnani sekvenci na stejny pocet nukleotidil) jsme
provadeéli v programu SeqScape Software v2.7, ktery je soucasti softwarového vybaveni
analyzatoru a neni voln€ dostupny na internetu. Pro dal$i zpracovani sekvenci (porovnani

odlisnych bazi a tvorbu fylogenetickych stromi) jsme pouzivali program MEGA7.

3450 3500 3580 3600 850 3700 750 3800

* [ 11
GCGTTACCCAACTTAATC GC CTTGLAGCACAT CC

285 290 285 300 305 310
| | | |

W\A/ \J \T/"Mx’”\/\f\m\m"\f\/\/\N\N ."'”"*IJ\MZ\‘F\JJW

Obr. 12 Ukdzka analyzy dat ze sekvenatoru pomoci programu SeqScape Software v2.7
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Species/Abbrv Groxkxdxdadkdkhxd KA RF AR AFE FAAAAE A AR H

L. Minas christophi Russia F.50. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
2. Mimas kitchingi Iren F.26._¢  [HRERBERARARRAGEARARARREARNAERAREARCACH]
3. Minas tilize Greece F.22.._¢  [RBNERNARARANERAARARARRARANAEARRARACAN]
¢ Mimas vilise Czecn repuvlic [ HNEERNARERARRNRHRRERTAREARERRRRAACR

Obr. 13 Ukdzka porovnani sekvenci v programu MEGA7

Na obrazku 13 je zndzornéna ¢ast porovnavané sekvence v programu MEGA7 u
piedpokladanych ¢tyt poddruht lisaje lipového (Mimas tiliae). Kazda baze je vyznacena
jinou barvou. Nad jednotlivymi sloupci jsou zobrazeny hvézdi¢ky v piipadé, Ze na dané
pozici je u vSech vzorkl stejna baze.

Veskeré vzorky, se kterymi jsme pracovali, byly poskytnuty ze sbirek Sphingidae
Museum. Pracovnici muzea nam také poskytli predpokladané rozdéleni vzorkt liSaje
lipového do skupin ¢tyf poddruhii. Nasim cilem bylo potvrdit, nebo vyvratit jejich
hypotézu o ¢tyfech moznych poddruzich v ramci tohoto druhu na zékladé molekularni

analyzy pomoci sekvenci mitochondridlnich a jadernych gendt.

Tab. 10 Cisla vzorkii podle predpokladaného rozdéleni do poddruhii

Poddruh \Vzorky
Mimas tiliae tiliae - zapadni populace  F.-13, 14, 18, 24, 27, 28, 46, 48, 82, 83

Mimas tiliae - V}'IChOdni populace F.-16, 17, 19, 20, 29, 30, 31, 32, 33, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 74, 75, 76,
77,78, 79, 80, 81

Mimas kitchingi F.-23, 25, 26

Mimas christophi F.-49, 50, 51

Fylogenetické stromy jsme vytvafeli pomoci programu MEGA7 apouzili jsme
metodu minimalni evoluce (minimum evolution), ktera rozdéluje jednotlivé vzorky do

skupin podle rozdilnosti v jednotlivych nukleotidech.
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5.5.1 COl

Mimas tiliae Czech republic F.77.. 658 nucleotides.
P21 limas tiliae Czech republic F.78.. 658 nucleotides.
Mimas tiliae Ural F.79.. 658 nucleotides.

Mimas tiliae Russia F.44.. 658 nucleotides.

o

Mimas tiliae Russia F.39.. 658 nucleotides.

Mimas tiliae Russia(Altai) F.31.. 658 nucleotides.
— Mimas tiliae Kazachstan F.35.. 658 nucleotides.
Mimas tiliae Hungary F.16.. 658 nucleotides.
Mimas tiliae Finland F.37.. 658 nucleotides.

0.0090 Mimas tiliae Czech republic F.76.. 658 nucleotides.

Mimas tiliae Czech republic F.75.. 658 nucleotides.
Mimas tiliae Czech republic F.74.. 658 nucleotides.
0:0045, Mimas tiliae Ural F_80.. 658 nucleotides.
O-%fimas tiliae Ural F 81.. 658 nucleotides.

Mimas kitchingi Iran F.26. 658 nucleotides.
0.0158 0.0185 Lﬁgmas kitchingi Iran F.25. 658 nucleotides.

0.001 R imas kitchingi Pakistan F.23. 658 nucleotides.

Mimas tiliae Greece F.24.. 658 nucleotides.

Mimas tiliae Greece F.28.. 658 nucleotides.
Mimas tiliae Greece F.82.. 658 nucleotides.
Mimas tiliae Greece F.83.. 658 nucleotides.
Mimas tiliae Iltaly F.27.. 658 nucleotides.

imas tiliae Switzerland F.46.. 658 nucleotides.
0.0031

Mimas christophi Japan F.49. 658 nucleotides.
0.0362 %% imas christophi Russia F.50. 658 nucleotides.

—
0.0050

Obr. 14 Rozdéleni poddruhii pomoci genu COI

Pomoci mitochondridlniho genu pro podjednotku 1 cytochrom c oxiddzy se nam
podafilo potvrdit rozdéleni vzorkd lisaje lipového do &tyf skupin. Ciselné hodnoty
uvedené na jednotlivych vétvich nam vyjadiuji, 0 kolik se jednotlivé skupiny lisi
od referen¢ni sekvence pro tento druh. Zaroven po secteni téchto hodnot mizeme zjistit,
0 kolik procent se 1isi jednotlivé skupiny navzajem. Procentualni rozdil mezi skupinami
dostaneme tak, ze secteme vSechny hodnoty na horizontdlnich vétvich mezi danymi
skupinami a vysledek vynasobime stem (napf. rozdil mezi vzorkem F.77. a F.50. je
(0,009 + 0,002 + 0,016 + 0,036 + 0,002) - 100 = 6,5 %).
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Tab. 11 Hodnoty vzdjemnych rozdilit mezi jednotlivymi populacemi

Poddruh 1. 2. 3. 4.

1. vychodni populace

2. zépadni populace 0,019

3. Mimas kitchingi 0,027 0,028

4. Mimas christophi 0,065 0,060 0,072

5.5.2 CAD

Mimas tiliae Greece F.83.. 708 nucleotides.

(=]

203 Mimas tiliae Hungary F.16.. 708 nucleotides.
Mimas tiliae Ural F.81.. 708 nucleotides.

Mimas tiliae Russia F.39.. 708 nucleotides.
Mimas tiliae Russia F.31.. 708 nucleotides.

Mimas tiliae Italy F.27_. 708 nucleotides.
0.0478

Mimas tiliae Greece F.82.. 708 nucleotides.
Mimas tiliae Greece F.28.. 708 nucleotides.
Mimas tiliae Greece F.24.. 708 nucleotides.
Mimas tiliae Finland F.37.. 708 nucleotides.

Mimas tiliae Bohemia F.75.. 708 nucleotides.

Mimas tiliae Ural F.80.. 708 nucleotides.

Mimas tiliae Bohemia F.77.. 708 nucleotides.

0.0508

0.01

Obr. 15 Rozdéleni poddruhii na zapadni a vychodni populaci pomoci genu CAD

V piipadé jaderného genu CAD se nepodafilo prokazatelné rozdé€lit vzorky na
zastupce zapadni a vychodni populace, protoze zastupci jak vychodni tak i zapadni
populace byli zatazeni do jedné skupiny. Vzorek F.77., patfici do vychodni populace, byl
navic zatfazen do zcela jiné vétve a lisil se od ostatnich vzorkd 0 10,16 %. Pti kontrole
sekvence pomoci databaze BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) bylo zjisténo, ze
se pravdépodobné jedna 0 jiny druh (viz ptiloha 5). To ze by se jednalo o jiny druh vSak
muzeme vyvratit, protoze pii identifikaci vzorku F.77. pomoci genii COl a EF-1a se to
nepotvrdilo a vzorek byl uréen spravné. Tato chyba mohla pravdépodobné vzniknout

behem prace se vzorkem, kdy mohlo dojit ke kontaminaci, nebo pfi neocekavané chybé
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béhem sekvenace. V priloze 6 je znazornéno porovnani sekvence vzorku F.77.
s referencni sekvenci pro jaderny gen CAD pomoci programu Clustal Omega.
Z porovnani také mizeme vidét, Ze Spatné zatazeni neni zplisobeno neuplnou sekvenaci,
nebo smeésnymi bazemi.

Z tohoto muzeme piedpokladat, ze jaderny gen CAD neni vhodny k rozliSovani
zastupcu druhu lisaj lipovy (Mimas tiliae) na piislusniky vychodni a zapadni populace.
Bohuzel k rozdéleni do dalsich dvou skupin (kitchingi a christophi) a pfipadné porovnani
jednotlivych skupin jsme v dobé laboratorni analyzy neméli data 0 rozd€leni vzorkd,
proto v této analyze chybi. Vzorky byly vybirany ndhodné a vybér neobsahoval zastupce
téchto dvou skupin.

Zaroven jsme pomoci ovétovani sekvenci v databazi BLAST zjistili, Ze pomoci
sekvence jaderného genu CAD lze identifikovat jedince druhu lisaj lipovy (Mimas tiliae)
S presnosti 92,86 % (viz obr. 16). Niz$i procentualni tspésnost byla zplisobena zarazenim
chybného vzorku F.77, ktery byl nespravné identifikovan (viz ptiloha 5). Pro identifikaci
jinych druht z ¢eledi lisajovitych (Sphingidae) se vSak tento gen jevi jako nevhodny,
protoze pouze u 11,11 % vzorkl byl uréen spravny druh.

Pro jednozna¢né ur¢eni, zda gen CAD je nebo neni vhodny k druhové identifikaci,
by bylo potteba provést rozsahlejsi studii, ktera by zahrnovala vice druhl z vice ¢eledi

a doplnéni o druhy kitchingi a christophi, coz je namétem pro dalsi praci.
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Spolehlivost ur¢eni druhu pomoci genu CAD
100,00% 0
’ 92,86% 88,89%
80,00%
60,00%
40,00%
20,00% 0
7.14% 11,11%
000% ]
LiSaj lipovy Ostatni druhy
B Spravné urceno Spatné uréeno

Obr. 16 Graf'spolehlivosti pro druhovou identifikaci pomoci jaderného genu CAD

553 EF-la

Ani pomoci jaderného genu EF-la se nam nepodafilo rozd¢lit poddruhy liSaje
lipového na jednotlivé populace (vychodni a zdpadni). Na obrazku 17 je znadzornéno, Ze
se sice jednotlivé vzorky rozdélily do dvou skupin s rozdilem sekvenci 3,2 %, ale v obou
skupinach byly zastoupeny vzorky jak z vychodni, tak izapadni populace. Navic se
zvlast do obou skupin oddélily vzorky se stejnym ptivodem (Ceska republika), u kterych
bychom ptedpokladali, ze budou piibuzné a budou tak pattit do stejné skupiny. Z téchto
vysledkit usuzujeme, ze gen EF-1a neni pro identifikaci jedincii vychodni a zdpadni
populace vhodny.

BohuZel stejné jako v pfipadé genu CAD nebylo mozZno porovnat dalsi dvé
populace (kitchingi a christophi). Tato chyba byla také zptisobena nahodnym vybérem
vzorkl pro analyzu z diivodu absence rozdéleni vzorkid v dobé laboratorni analyzy. Pro
jednoznacéné urceni vhodnosti pouziti genu EF-1a by bylo potieba provést dalsi testovani

se zastupci populaci kitchingi a christophi.
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0.017

Mimas tiliae Ural F.80.. 602 nucleotides.

Mimas tiliae Ural F.81.. 602 nucleotides.

Mimas tiliae Ural F.79.. 602 nucleotides.

Mimas tiliae Russia F.39.. 602 nucleotides.
Mimas tiliae Russia F.31.. 602 nucleotides.
Mimas tiliae Kazachstan F.35.. 602 nucleotides.
Mimas tiliae Italy F.27.. 602 nucleotides.

Mimas tiliae Hungary F.16.. 602 nucleotides.
Mimas tiliae Greece F.83.. 602 nucleotides.

Mimas tiliae Greece F.82.. 602 nucleotides.

Mimas tiliae Greece F.28.. 602 nucleotides.

Mimas tiliae Greece F.24.. 602 nucleotides.

Mimas tiliae Finland F.37.. 602 nucleotides.

Mimas tiliae Czech republic F.76.. 602 nucleotides.

Mimas tiliae Czech republic F.75.. 602 nucleotides.
Mimas tiliae Czech republic F.74.. 602 nucleotides.

0.015

0.0050

Mimas tiliae Czech republic F.77.. 602 nucleotides.
Mimas tiliae Czech republic F.78.. 602 nucleotides.

0002 Mimas tiliae Switzerland F.46.. 602 nucleotides.

Obr. 17 Rozdéleni poddruhii na zapadni a vychodni populaci pomoci genu EF-1a

Pomoci databdze BLAST jsme testovali, zda je sekvence jaderného genu EF-la

vhodna pro druhovou identifikaci. Zjistili jsme (viz obr. 18), Ze v ptipad¢ identifikace

jedinct lisaje lipového (Mimas tiliae) byl v 78,95 % ptipadi urCen spravny druh.

V 21,05 % vsak byl druh identifikovan Spatné. Z téchto tidajii opét nelze jednoznacné

urcit, zda je gen EF-1a vhodny pro druhovou identifikaci, protoZe procento uspeSnosti

spravné identifikace je relativné nizké. Bylo by vSak potieba otestovat vice vzorki

a porovnat, zda by byla GspéSnost vyssi nebo nikoliv.

Pt identifikaci jinych druhti z €eledi liSajovitych bylo 100 % vzorkt identifikovano

Spatné. V 66,67 % byl sice spravné urcen druh jedince, rodova specifikace vSak byla

urc¢ena chybné.

43




Spolehlivost uréeni druhu pomoci genu EF-1a

100,00%

100,00%
80,00% 78.95%
y 0
66,67%
60,00%
40,00%
21,05%
20,00%
0,00%
Lisaj lipovy Ostatni druhy
B Spravn¢ uréeno Spatn& uréeno M Spravny druh

Obr. 18 Graf'spolehlivosti pro druhovou identifikaci pomoci jaderného genu EF-1a

44




6 ZAVER

V této diplomové praci jsme se zabyvali ovéfovanim, zda jsou jaderné geny CAD
a EF-1a vhodné pro druhovou identifikaci u motylt (Lepidoptera). Od pracovnikii muzea
lisaju (Sphingidae Museum) jsme obdrzeli jak jednotlivé vzorky pro izolaci DNA, tak
také jejich rozdéleni druhu lisaje lipového (Mimas tiliae) do ¢tyt poddruhi (toto rozdéleni
jsme vs8ak obdrzeli na posledni chvili, coZ se projevilo zkreslenymi vysledky). Rozd¢leni
jedinct probihalo na zadkladé morfologické stavby genitalu a také geografického ptivodu.
Nasim ukolem bylo pomoci vyse zminénych gent toto rozdé€leni potvrdit nebo vyvratit,
a ptipadné¢ urc¢it vhodnost téchto genti pro druhovou identifikaci. Pomoci vysledkl
analyzy sekvence mitochondridlniho genu COI se ndm povedlo toto rozdéleni do Ctyt
ruznych populaci potvrdit. Neéktefi védci aentomologové vSak pouhou analyzu
mitochondridlniho genomu neuzndvaji, protoze zastavaji teorii, Zze mitochondrie je
V organismu parazitarniho pivodu s vlastnim genomem a tento genom prod¢lava vlastni
evoluci bez ohledu na evoluci studovaného organismu. Proto bylo nutno provést analyzu
jadernych gend, v naSem ptipadé¢ CAD a EF-1a.

V piipad¢ jaderného genu CAD jsme dospéli k zadvéru, ze pomoci néj nelze
jednoznaéné rozdélit jednotlivé jedince liSaje lipového do subpopulaci (vychodni
a zapadni). Bohuzel z divodu absence roziazeni vzorkil do jednotlivych populaci v dobé
provadéni molekularni analyzy, nebylo moZzno provést vybér tak, aby v analyzovanych
vzorcich byli zastupci vSech ¢tyf skupin (vychodni a zapadni populace, kitchingi
a christophi). Rozd¢leni vzorkt jsme obdrzeli az po analyze vybranych vzorkad a zjistili
jsme, ze v nadhodné vybraném souboru vzorkid nebyli zéastupci téchto dvou populaci.
V disledku toho nebylo mozno ovéfit, zda je tento gen vhodny pro rozdéleni liSaje
lipového do zbyvajicich dvou populaci (kitchingi a christophi). Pro ovéfeni zda je gen
CAD vhodny pro rozdéleni do téchto dvou populaci by bylo potieba provést dalsi
testovani. Pomoci databaze BLAST jsme zjistili, ze pomoci genu CAD jsme schopni
$ 92,86% spolehlivosti identifikovat druh lisaj lipovy (Mimas tiliae). V pifipadé jinych
druhti z ¢eledi lisajovitych (Sphingidae) jsme vsak zjistili, Ze tato spolehlivost je pouhych
11,11 %. Z tohoto muize vyplyvat, ze gen CAD neni zcela vhodny pro druhovou
identifikaci motylt z celedi lisajovitych. Abychom toto vSak mohli tvrdit s jistotou, bylo
by potieba otestovat vice vzorki vice riznych druhti, aby byl vysledek prikazny.

Také u jaderného genu EF-la jsme dospéli k zavéru, Ze neni zcela vhodny pro

rozdéleni jedinct liSaje lipového na vychodni a zapadni populaci. Zda je, nebo neni
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vhodny pro rozdéleni do zbylych dvou populaci, jsme nemohli zcela urcit opét v dasledku
metodické chyby vzniklé Spatnym vybérem vzorkl. K urceni vhodnosti tohoto genu pro
rozdéleni druhu liSaje lipového by bylo potieba dalsiho testovani. Ovétfovanim pomoci
databaze BLAST jsme dospéli k zavéru, ze pro druhovou identifikaci druhu lisaj lipovy
neni tento gen zcela vhodny, protoze dokaze tento druh identifikovat pouze se
spolehlivosti 78,95 %. Co se tyce identifikace druhti v této Celedi, ani pro tento ucel neni
jaderny gen EF-la vhodny, protoZe ani v jednom z testovanych piipadd nebyl spravné
ur¢en druh a rod. V 66,67 % byl spravné uréen druh daného motyla, rodova specifikace
vSak byla chybna.

V ramci feSeni této problematiky jsme také prevzali dalsi jaderné geny DDC (Fang
et al. 1997) a WG (Brower a DeSalle 1998), které by mohly byt pro druhovou identifikaci
testovany. Bohuzel z ¢asovych ditvodi nebylo mozno zcela optimalizovat metodiku pro

analyzu téchto geni a dalsi testovani by mohlo byt pfedmétem rozsiteni tohoto vyzkumu.
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PRILOHY

Priloha 1 — Seznam vzorki a ptivod jednotlivych vzorkl

Cislo Nazev vzorku Cislo Nazev vzorku
vzorku vzorku

F.12. Mimas tiliae, Germany F.38. Mimas tiliae, Kazakhstan
F.13. Mimas tiliae, Austria F.39. Mimas tiliae, Russia
F.14. Mimas tiliae, Austria F.40. Mimas tiliae, Kazakhstan
F.16. Mimas tiliae, Hungary F.41. Mimas tiliae, Kazakhstan
F.17. Mimas tiliae, Hungary F.42. Mimas tiliae, Lithuania
F.18. Mimas tiliae, France F.43. Mimas tiliae, Kazakhstan
F.19. Mimas tiliae, Czech republic F.44. Mimas tiliae, Russia
F.20. Mimas tiliae, Czech republic F.45. Mimas tiliae, Lithuania
F.21. Mimas tiliae, Romania F.46. Mimas tiliae, Switzerland
F.22. Mimas tiliae, Georgia F.47. Mimas tiliae, Bulgaria
F.23. Mimas tiliae, Pakistan F.48. Mimas tiliae, England
F.24. Mimas tiliae, Greece F.49. Mimas christophi, Japan
F.25. Mimas tiliae, Iran F.50. Mimas christophi, Russia
F.26. Mimas tiliae, Iran F.51. Mimas christophi, Russia

Mimas tiliae, Czech republic
F.27. Mimas tiliae, Italy F.74. (2000)

Mimas tiliae, Czech republic
F.28. Mimas tiliae, Greece F.75. (2014)

Mimas tiliae, Czech republic
F.29. Mimas tiliae, Kazakhstan F.76. (2000)

Mimas tiliae, Czech republic
F.30. Mimas tiliae, Kazakhstan F.77. (2000)

Mimas tiliae, Czech republic
F.31. Mimas tiliae, Russia (Altai) F.78. (1997)
F.32. Mimas tiliae, Turkey F.79.  Mimas tiliae, Northern Ural (2004)
F.33. Mimas tiliae, Kazakhstan F.80. Mimas tiliae, Northern Ural (2004)
F.34. Mimas tiliae, Germany F.81.  Mimas tiliae, Northern Ural (2004)
F.35. Mimas tiliae, Kazakhstan F.82. Mimas tiliae, Greece (2010)
F.36. Mimas tiliae, Russia F.83. Mimas tiliae, Greece (2010)
F.37. Mimas tiliae, Finland
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Priloha 2 — Sekvence jaderného genu CAD svyznaCenym piimym primerem

CAD_F1 (zZluty) a zpétnym primerem CAD R1 (Sedy)

5‘GGGATATCCAGAATCATTGACGGATCCATCGTACCACGCACAACTTTTGGTACTGACTTACCCATTGG

TTGGTAATTACGGTGTGCCAGACGAAACGGAACGTGACAAACATGGACTTCCAAGGTGGTTCGAATCT
GAGCGCATATGGGCATCTGCATTGATAGTGGGTGAAGTTAGCACACGTGCTTGTCACTGGCGTGCTAAG
CGTTCACTTGGAGCATGGTTATCTGCAAACGGTATTCCAGGATTGTGTGACGTAGACACCAGAGCTCTT
ACACATCGTCTTCGAGAGGGTGTTACTTTAGGAAGAATCGTACAGGGTGTACCGCCATCTGATCCTTTA
CCACCTTTAGCAGATCCTAACTCTAGGAATTTAGTTGCCGAAGTATCCACTAAAGAAACCAAAATATTT
AATCCTAACGGTGAGATAACGATAGTGGCAGTTGATTGTGGTTTGAAGTATAATCAAATTAGGTGTTTG
ATAAAGAGAAACGCCAAGGTGATTCTTGTACCCTGGAACCATAAATTAGACCCAAGTCAATACGACGG
ACTTTTCATAAGTAACGGCCCAGGTGATCCAGAAGTGTGCAAAAATATTGTAGATAACTTAAAAACAGT
TCTTCAAAATAAAAGCAACCCAAAACCCATATTTGGCATCTGTCTCGGACATCAGTTATTATCGACTGC
AGCGGGTTGCAAAACTTATAAAACGAAGTATGGTAATCGTGGCCATAATTTGCCGTGTACCCACAGCG
GTACTGGTAGATGCTTCATGACATCACAAAATCATGGTTTTGCTGTAGACACAGACACGCTACCCGAAG
ATTGGAAAATTCTATTCACGAATGAAAATGATAAAACCAATGAAGGAATTATTCACAAATCTGGACCA
TTTTTCAGTGTACAATTTCATCCTGAACATACAGCTGGTCCTACGGATCTAGAATGTCTTTTTGATATAT
TTATAGATGCGGTAAAATCTTACAAAAACAATATGTCTTGTGTAATCGATGATATGATTACTGAAAAAT
TAAAGTTTGTGCCAACAATCCAGGAAAGACCCAAAAAGGTATTGATTCTTGGATCTGGCGGCCTATCTA
TCGGTCAGGCCGGTGAATTTGATTATTCAGGATCACAAGGAGTAAAAGCGATGCAAGAAGAAAAAATT
CAAACAGTACTGATAAATCCCAACATTGCAACTGTTCAAACATCTAAAGGATTAGCAGATAAAGTTTAT
TTTCTACCTATTACCCCAGAATACGTTGAGCAGGTCATCAAAGCAGAAAGACCAACCGGAATCTTGCTT
ACATTTGGTGGTCAGACAGCACTTAACTGTGGAGTGGAGTTACAAAAATCTAAAATATTTGAAAAATAT
AATGTTAATGTGTTGGGTACTCCGATTCAATCTATAGTGGATACCGAAGACAGAAAAATATTTGCTGAG
AAAATTAATGCTATAGGTGAAAAAGTAGCACCTAGTGCAGCAGTGACATCCGTTGATGAAGCTCTGGC
AGCAGCAGTACAAATTGGATATCCTGTAATGGCACGTTCAGCGTTTTCTTTAGGTGGTATGGGTTCAGG
TTTTGCAAACAATGAGGAAGAGCTTAGATCATTAGCTCATCAAGCGTTATCACATTCAGATCAACTCAT
AATAGATAAGTCGCTTAAAGGATGGAAAGAAGTTGAGTACGAAGTCGTGAGAGATGCATATGATAATT
GCATAACTGTTTGTAATATGGAGAATGTTGATCCCTTAGGTATCCATACAGGTGAATCTATTGTTGTTGC
GCCGAGCCAAACATTATCCAATCGAGAATACTACATGCTACGTAATACCGCTATAAAAGTCATAAGAC
ATTTTGGTATAGTTGGCGAATGCAATATCCAATACGCTCTTAATCCATATTCAGAAGAATTTTACATCAT
AGAAGTAAATGCACGGCTTTCGAGAAGTTCTGCACTAGCTAGCAAAGCGACGGGATATCCACTCGCAT
ATGTTGCTGCAAAATTGGCACTTGGAATATCTTTACCCATTATTAAAAACTCCGTTACCGGCGTAACCA
CTGCGTGCTTTGAGCCAAGTCTGGATTATTGTGTTGTTAAAATACCTAGATGGGACTTAGCAAAATTCA
ACAGAGTAAGTACTAAAATTGGAAGTTCTATGAAGAGTGTCGGTGAAGTGATGTCTATAGGAAGAAGT
TTTGAAGAAGCATTTCAAAAAGCATTACGTATGGTAGACGAAAATGTTAACGGCTTTGATCCGAATATA
AAAAAAGTAAATGAAAATGATTTACGAGAACCAACTGATAAGCGTATGTTTGTATTAGCTGCTGCCCTC
AAAGAGGRGTATACTGTTGAAAAATTATACGAACTGACCCAAATAGATCGGTGGTTTTTGGAAAAATTC
AAAAACATCATAGACTATTATAAAACCCTCGATACATACGATTTTGGATCTGTTACTTTTGATATATTGA
AAAGAGCTAAAAAGATTGGATTTTCTGATAAACAAATTGCAGCTGCTATAAAGAGTACTGAACTGGCT
GTAAGAAAATTGAGGGAAGAGTACAAAATAATTCCTTTTGTCAAACAAATAGATACAGTTGCTGCAGA
ATGGCCGGCTTCGACTAATTATCTCTATTTAACTTACAATGGCAGCACCCACGATCTCGATTTTCCTGGA
GAATATGTCATGGTACTGGGTTCAGGTGTGTACCGAATTGGGAGTTCTGTAGAATTTGATTGGTGTGCG
GTAGGTTGTTTAAGGGAACTTCGAAATCAAGGGAAAAATACTATAATGATAAATTACAATCCAGAAAC
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TGTCAGTACTGATTATGACATGAGCGACAGATTGTACTTCGAAGAAATTTCATTTGAAGTGGTTATGGA
TATTTATAATATTGAACGGCCTAGCGGAGTCATATTATCA 3¢

Priloha 3 — Sekvence jaderného genu EF-1a S vyzna¢enym pfimym primerem EF-1a_F2

(zluty) a zpétnym primerem EF-1o_R2 (Sedy)

5*ACACGTCGACTCCGGCAAGTCCACCACAACCGGCCACTTGATCTACAAATGCGGTGGTATCGACAAA

CGTACCATCGAGAAGTTCGAGAAGGAGGCCCAGGAAATGGGTAAGGGTTCCTTCAAATACGCCTGGGT
GTTGGACAAACTGAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTGTGGAAGTTCGAAA
CAGCCAAATACTATGTCACCATCATCGACGCTCCTGGACACAGAGATTTCATCAAGAACATGATCACCG
GAACGTCGCAGGCCGATTGCGCCGTGCTGATCGTCGCCGCCGGTACTGGTGAGTTCGAAGCTGGTATCT
CTAAGAACGGCCAGACCCGTGAGCACGCCCTGCTCGCCTTCACACTCGGAGTCAAGCAATTGATCGTCG
GTGTCAACAAAATGGACTCCACTGAGCCCCCATACAGTGAGCCTCGTTTTGAGGAAATCAAGAAGGAA
GTCTCCTCTTATATCAAGAAGATCGGTTATAACCCTGCCGCTGTCGCTTTCGTACCCATTTCTGGCTGGC
ACGGAGACAACATGTTGGAAGCCTCTACCAAAATGCCCTGGTTCAAGGGATGGCTTGTGGAGCGCAAG
GAGGGTAAGGCTGAAGGCAAGTGCCTCATCGAGGCCCTCGACGCCATCTTGCCCCCTGCTCGTCCCACC
GACAAAGCCCTGCGTCTTCCCCTGCAGGACGTATACAAAATCGGCGGTATTGGAACAGTGCCCGTTGGC
AGAGTTGAGACTGGTATCCTGAAACCCGGTACCGTCGTCGTATTCGCGCCCGCCAACATCACCACTGAA
GTCAAGTCTGTGGAGATGCACCACGAGGCTCTCCAGGAGGCTGTGCCTGGTGACAATGTTGGTTTCAAC
GTAAAGAACGTGTCAGTCAAGGAATTGCGTCGTGGCTACGTCGCCGGTGATTCCAAGAACAACCCCCC
CAGGGGCGCTGCAGACTTCACAGCTCAGGTCATCGTGCTCAACCACCCTGGACAAATCTCAAACGGTTA
CACGCCTGTACTGGATTGYCACACAGCTCACATTGCCTGCAAATTCGCCGAAATCAAAGAGAAGGTTG
ACCGTCGTACTGGTAAATCCACTGAAGACAACCCTAAATCTATCAAATCAGGTGATGCTGCCATYGTCA

ACCTAGTTCCCTCAAAACCCATGTGCGTAGAATCCTTCCAGGAGTTCCCACCCCTCGGTCGT 3°

Priloha 4 — Sekvence mitochondrialniho genu COI

5‘GTGACTTTCATCAACCGATGACTATTCTCAACTAACCACAAAGACATTGGCACTCTGTACCTAATCTT

CGGAGCATGAGCCGGAATAGTAGGTACCGCCCTAAGCCTCCTCATCCGAGCAGAACTAGGCCAACCAG

GTGCTCTGCTAGGAGACGACCAAATCTACAATGTAATCGTTACAGCCCATGCTTTCGTCATAATTTTCTT
TATAGTAATGCCAATCATAATCGGAGGATTTGGAAACTGACTAGTTCCTCTAATAATTGGTGCCCCAGA
TATAGCATTCCCACGAATAAACAACATAAGCTTCTGACTCCTCCCACCCTCATTCCTCCTCCTTCTAGCT

TCTTCAACAGTAGAGGCAGGAGCAGGAACAGGATGAACTGTGTACCCACCACTAGCTGGTAACCTAGC

TCATGCTGGAGCCTCAGTCGACCTAGCCATCTTCTCACTTCACCTAGCAGGTATTTCCTCCATCCTAGGG
GCAATTAACTTCATTACCACAGCAATCAACATGAAACCTCCAGCCCTATCACAATACCAAACCCCTCTG

TTCGTATGATCCGTACTAATTACCGCAGTACTACTCCTTCTCTCTCTACCCGTACTTGCTGCAGGAATCA

CTATGCTCCTAACAGACCGAAACCTCAATACCACATTCTTTGATCCAGCCGGAGGAGGAGATCCAGTAC
TATACCAACATCTATTCTGATTCTTCGGACACCCAGAAGTTTATATCCTAATCCTACCAGGATTCGGCAT
CATCTCTCATGTAGTAGCATACTACGCAGGAAAAAAAGAACCATTTGGCTACATAGGAATAGTATGAG
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CTATGCTATCCATTGGGTTCCTAGGTTTCATCGTTTGAGCACACCACATGTTTACAGTCGGAATGGACGT
AGACACTCGAGCATACTTCACATCCGCCACCATAATCATTGCCATCCCCACCCGAATCAAAGTATTCAG
CTGACTAGCAACTCTACACGGAGGAACAATCAAATGAGACCCACCAATGCTGTGAGCCCTAGGATTCA
TCTTCCTATTCACTATTGGTGGACTGACAGGAATTGTCCTAGCAAACTCCTCTCTAGATATTGCCCTACA
CGATACCTACTATGTAGTAGCTCATTTCCACTACGTACTATCCATAGGTGCAGTATTTGCAATCCTAGCA
GGATTCACCCACTGATTCCCGCTATTCACCGGATACACCCTACACTCTACATGAGCTAAAATCCACTTC
GGAGTAATATTCGTGGGAGTAAACCTCACCTTCTTCCCCCAACACTTCCTTGGACTAGCCGGCATGCCA
CGACGATACTCAGACTACCCAGACGCCTACACCCTATGAAACACTATCTCATCAGTAGGCTCACTAATC
TCCCTAACTGCCGTAATCATGCTAATGTTCATCATCTGAGAAGCTTTCGCATCCAAACGCAAAGCCCTA
CAACCAGAACTTATTAGCACAAACGTTGAATGAATCCACGGCTGCCCACCCCCATTCCACACATTTGAA

GAACCAGCCTTCGTTCAAGTACAAGAAAGG 3¢

Priloha 5 — Ukézka identifikace vzorku F.77. pomoci databaze BLAST

Select: All None Selected:0
it Alignments [V}

Max Total Query

[dent  Accession
score score cover Value

Description

) Parum colligata isolate AToL.-Lep-ID AYK-04-0182 carbamoyiphosphate synthetase/aspartate trans 891 891 100% 0.0  91% EU479092.1

(J Pachysphinx occidentalis isolate AToL.-Lep-ID JPT-02-1528 carbamoyiphosphate synthetase/aspar 883 883 100% 0.0 90% EU479090.1
) Smerinthus ocellata voucher DNA/AZ188 carbamoylphosphate synthetase (CAD) gene, partial cds 881 881 96% 00 91% EF654645.1

(J Coequosa triangularis voucher Coqu carbamoylphosphate synthetase/aspartate transcarbamylase 872 872 100% 0.0 90% JQ784408.1
| Paonias myops voucher Pmyo putative CAD trifunctional protein mRNA, partial cds 863 863 100% 00 90% EU032735.1

() Mimas iliae isolate AToL-Lep-ID IK-02-5836 carbamoyiphosphate synthetase/aspartate transcarb 861 861 100% 0.0 90% EU479079.1
{J Laothoe populi voucher MM00976 CAD (CAD) gene, partial cds 857 857 100% 0.0 90% GU828147.1
(J Laothoe populi isolate AToL-Lep-ID IJK-02-0012 carbamoylphosphate synthetase/aspartate fransc: 856 856 100% 0.0 90% EU479070.41

(J Protambulyx euryalus isolate AToL.-Lep-ID WJK-03-1945 carbamoylphosphate synthetase/aspartat 850 850 100% 0.0 90% EU479099.1

() Ambulyx schauffelbergeri isolate AToL-Lep-ID AYK-04-2568 carbamoyiphosphate synthetase/aspa 850 850 100% 00 90% EU479020.1

() Callambulyx tatarinovii isolate AToL-Lep-ID AYK-04-2581 carbamoylphosphate synthetase/asparta 839 839 100% 00 89% EU479030.1

() Smerinthus saliceti isolate AToL-Lep-ID JBW-02-1511 carbamoyiphosphate synthetase/aspartate t 837 837 100% 0.0 89% EU479106.1
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Priloha 6 — Srovnani sekvence jaderného genu CAD u vzorku F.77. s referen¢ni sekvenci

pomoci programu Clustal Omega

CLUSTAL 0(1.2.1) multiple

DP_Lepidoptera.

Mimas_tiliae_Bohemia F.77.

DP_Lepidoptera.

Mimas_tiliae_Bohemia F.77.

DP_Lepidoptera.

Mimas_tiliae_Bohemia F.77.

DP_Lepidoptera.

Mimas_tiliae_Bohemia_F.77.

DP_Lepidoptera.

Mimas_tiliae_Bohemia_F.77.

DP_Lepidoptera.

Mimas_tiliae_Bohemia_F.77.

DP_Lepidoptera.

Mimas_tiliae_Bohemia_F.77.

DP_Lepidoptera.

Mimas_tiliae_Bohemia_F.77.

DP_Lepidoptera.

Mimas_tiliae_Bohemia_F.77.

DP_Lepidoptera.

Mimas_tiliae_Bohemia_F.77.

DP_Lepidoptera.

Mimas_tiliae_Bohemia_F.77.

DP_Lepidoptera.

Mimas_tiliae_Bohemia_F.77.

sequence alignment

gotgasgtgatgotctataggaagasgtittgaagaagcatttcaaaaageattacgtaty
5 GETGAAGTGATGETCTAT TGGETAGAACTTTTGAGGAAGCGTTTCAAAAAGCATTECGTATG

FRXEFFFIXFFFIXEFRE FF XEEEIXERLERR FXXEE IXFFFXXEFAIRESF RREREX

gtagacgaassstgttaacggctttgatccgaatataaszaaagtaaatgaaastgattta
5 GTAGACGAAAATGTTAACGGCTTTGATCCTAACAT T AAAALAGTTAACGAARATGACTTA

FRXEFFXIXFFFIXEFRIXREAIXEEEIREF XX KX FEFIXFEXT XF FIXXEXIXE ¥xx

cgagaaccaactgataagcgtatgtttgtattagetgctgecctcaaagaggrgtatact
5 CGGGAACCAACT GATAAACGTATGTTTGTATTAGCTGCTECCCTCAGAAAAGRATATALT

X FEIIXFFFIXEFRE FAXXEEAIREAEIRFEXXREFIRFEERRE ¥ X % XREXRX

gttgazaaattatacgaactgacccaaatagatcggtggttttiggazaaattcaaaszac
D AT TGAACAAT TATACGAACTAACCCARATTGATCAATGATTTTTEGAAAAATTCARAAAC

REFEF FXFFXXEEXRTXREE XEEEIREF X RXF EEFXIXEFFIREFAIXEFRRRERER

atcatagactattataaaaccctcgatacatacgattttggatctgttacttttgatata
5 ATTATAGACTATTACAAAACACTCGATGCGTATGATTCCEGATCTGTTACTTTTGATGTA

X FEFRXXEFHRIRE XXREE XEEERE F XX kxEx RXEFXXREXFXXXEERRXE XX

ttgaasagagctaszaagattggatttictgatasacasatigcagctgctataaagagt
5 T AAAAAGAGCCAAAAAGATTGGRTTTTTCTGATALACAAATTGCAGCTGCTATARAAAGC

X FEFIXXFF FXEFXXRFAIXE EXXEAEXXFEXXXIFIXFEFIRIXEFAIRERRIRE ¥R

actgaactggctgtaagaasattigagggaagagtacaasataattccttttgtcaaacaa
5 ACTGAACTAGCTGT TAGAAAAT TAAGGGAAGAGTAT AAAATAACGCCATTTOY CARACAA

FRXEFEFRIE FHIXE IXXFAIXE AXREXERREER REFIREFE XE FIRE IXREREX

atagatacagttgctgcagaatggecggcttegactaattatctetatttaacttacaat
C ATAGATACAGTTGCTGECAGAAT GACCAGCTACGACARATTATCTCTATTTGACT TATAAT

FREFFFIXFFFIXEFRIXREAIXE XX FEF XXEX XXFIXFEEIREFER EXIXEX ¥xx

ggcagcacccacgatctegattttectggagaatatgtcatggtactgggticaggtets
5 GGECATCACACACGACCTTGATTTTCCTGRAGAATATGTTATGGTACTGGETTCEGGTGTT

FEEE AR FEERE XE FAXXFEIIXRFFILRFFRERRE FRFFFRREFIRREF RREFR

taccgaattgggagttctgtagaatttgattggtetocggtagettetttaagggaactt
5 TACCGAATCGGAAGTTCTGTAGAATTTGATTGGTGTGCGETAGGTTAT TTGCGAGAACTT

FREFEFRIE FF EEFRIXRFAIXEEAIREAERRFER RIS R TR AR RN AR * RREREX

cgaaatcasgggaasaatactatastgatasattacaatccagaasactgtcagtactgat
5 A AT CAAGGEAAAAATACTATAATGOTCAATTACAATCCTGARACAGTTAGTACTGAT

FRXEFFFIXFFFIXEFRIXREAIXEEERIR F IXFEXXXETFIX FFXRE XX EEIXREREX

tatgacatg
s TATGACATG

ExEFEERIRE
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