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1. UVOD

Poznani diverzity je nezbytnym ptfedpokladem pro jeji vyuziti i ochranu. Soucésti tohoto
studia je nejen taxonomicky popis rozmanitosti, ale i studium procest, které vedou k jejimu
vzniku. Tato prace je zaméfena na poznani fylogenetickych vztaht uvnitf mimotadné

diverzifikovaného rodu Agrilus (Coleptera: Buprestidae).

1.1.Brouci (Coleoptera) a Buprestidae jako modelova skupina

Brouci piedstavuji skupinu zivocichti s mimotfadnou diverzitou. Na svété je popsano
témét 400 000 druhti (Bocak et al. 2014) a pritom vétSina druhd dosud nebyla objevena
a velké mnozstvi studii pfinasi kazdoro¢né stovky novych druhti (Riedel et al. 2013). Velky
podil na této rozmanitosti maji fytofagni brouci, ktefi reprezentuji pfiblizné 130 000 druht
a specializuji se zejména na krytosemenné rostliny (Prado et al. 2012). Ptredpoklada se,
ze pravé vznik krytosemennych rostlin je jednim ze zdroji diverzifikace brouka
(McKenna et al. 2009)

Tato studie se zabyva jednou z téchto velmi diverzifikovanych skupin ¢eledi — krascoviti
(Buprestidae). Krasci jsou ve vétsiné pojeti jedinou Celedi nadéeledi Buprestoidea v sérii
Elateriformia. Jejich fylogenetické postaveni je dosud predmétem diskusi: bud’ jsou
samostatnou linii v sesterské pozici s Dryopoidea nebo jsou soucasti Dryopoidea (Bocakova
et al. 2007, Bocak et al. 2014, Kundrata et al. 2014).

Zastupci Celedi Buprestidae obyvaji témét vsechny zoogeografické oblasti. Celkem bylo
popsano cca 8400 druhti (Bocak et al. 2014). Skupinou krasct vyskytujicich se v palearktické
oblasti je napfiklad podéeled” Agrilinae, ktera zahrnuje velké mnozstvi rodd, mezi které patii

i rod Agrilus (Jendek & Polakova 2014).

1.1.1. Morfologie ¢eledi Buprestidae

Tato linie broukli se vyznacuje vesmés drobnym télem a ndpadnym metalickym
zbarvenim. Mimo typické zastupce lze na svété nalézt druhy velmi rtzné velikosti, tvaru
a zbarveni, od tenkych a protdhlych druhl az po druhy zavalité a ploché, co se tyce barvy
druhy cerné az jasné kovové. Naptiklad podceled” Polycestinae se vyznacuje valcovitym
télem. Naopak jedinci z pod¢eledi Trachyinae jsou typiéti SirSimi, zavalitymi, velmi malymi
tély trojuhelnikovitého tvaru (Bily 1982, Bily 1989). Variabilni zbarveni Ize demonstrovat
na druhu Agrilus biguttatus, ktery ma ¢ernou hlavu a hnédozelené krovky s dvéma ovalnymi

bilymi teckami na spodni ¢asti krovek (Brown et al. 2015). Naproti tomu napt. druh Anthaxia



candens je velmi vyrazny, na okrajich krovek oranzovocéerveny a na zbytku téla Cerny
a zelenomodry (Mertlik 2012).

Dospélci maji kratkou hlavu s vertikalné stavénym Ustnim kousacim ustrojim. Tykadla
byvaji obvykle stiedné¢ dlouha. O¢i jsou ovalného, eliptického nebo ledvinovitého tvaru.
V nékterych piipadech mohou ptesahovat pies okraj hlavy. Krovky ma vyvinuto mnoho
druhti po celém zadecku. Jejich struktura je ryhovand nebo teCkovand. U krascd je vyvinut
pohlavni dimorfismus, nékdy i velmi vyrazny (Bily 1982).

Larva krasci je oligopddni, buprestoidni, dorzoventralné zplostéld, s mohutnou hrudi,

ktera nebyva pokryta srsti (Bily 1982, Schonherr 1974).

1.1.2. Biologie a rozsireni ¢eledi Buprestidae

Obecné je larvalni stadium krascl dfevokazné, pfesto existuji linie, u kterych se vytvotila
herbivorni larvalni stadia zivici se kofeny, popiipadé¢ listy rostlin, naptiklad rod Trachys.
Dospélci krasci se zivi bud’ stejnou hostitelskou rostlinou jako larva, jinou rostlinou
nebo se zivi pylem a nektarem kvétt riznych rostlin (Bellamy & Volkovitsh 2005).

Krasci jsou denni Zivocichové, davaji prednost proslunénym stanovistim. VétSina druht
svij zivotni cyklus proZije pouze na jediné rostlin€ nebo na ji piibuznych rostlinach. Zde také
dochazi k rozmnozovani. Samice klade vajicka jednotlivé nebo v malych skupinkach

do zahybu kury ¢i do dieva. Vajicka jsou chranéna tuhnouci sekreci (Vodka et al. 2009).

1.2. Modelova skupina: Agrilus Curtis, 1825

Agrilus je nejpocetnéjsi rod zivocichl z hlediska poc¢tu druhii — ptiblizné 2880 uznanych
druht (Pentinsaari et al. 2014). Odhadovany pocet je vSak az dvojnasobné vyssi. Tento rod je
vyznamny svym fytofagnim zplisobem zivota. U ¢asti druhti v§ak dosud nebyly hostitelské
rostliny zjistény. Nékteré druhy jsou zndmy pouze vyskytem dospélcd, ti se vSak obvykle Zivi
na stejn¢ zivné rostling jako larva a vyuzivaji rostlinu za u¢elem rozmnozovani a kladeni
vaji¢ek. Alespon jedna Zivna rostlina je znama pouze u 686 znamych druhl rodu Agrilus.
U vétSiny jedincti se jedna o druhy zivnych rostlin vyskytujicich se v paleoarktické
a nearktické oblasti (Jendek & Polakova 2014). V palearktické oblasti se naptiklad setkavame
s vyskytem A. olivicolor v Némecku, s A. macroderus v Rumunsku, s A. fuscosericeus
v Rakousku, sA. longicollis v Thajsku a sA. blatteicollis v Severnim Vietnamu
(Jendek 2003) Z dalsich oblasti svéta lze uvést napiiklad druh A. assimilis nebo A. echidna

vyskytujici se v Australii (Curletti 2001). V Severni Americe se miizeme setkat s invazivnim



druhem A. planipennis (Herms & McCullough 2014, Wang et al. 2010). V africké faung,
konkrétn¢ v Keni, Ize nalézt kupiikladu druh A. marietae sp. n. (Curletti & Sakalian 2007).

VétSina druhti je neskodna, nicméné existuji druhy, které napachaly na rozlehlych mistech
velké Skody. Stadium larvy je v tomto ohledu daleko vyznamnéjs$i nez stadium dospélce.
Piikladem vyznamného skudce je druh A. planipennis, ktery pochazi z jihovychodni Asie.
V Ciné& napada prevazné slabé stromy nebo stromy vyskytujici se na okrajich lest, piesto viak
byly zaznamenany piipady napadeni stromu zdanlivé zdravych. Tento brouk se dostal v roce
2002 do oblasti Velkych jezer v Severni Americe, kde zpisoboval velké $kody na jasanech
(Fraxinus excelsior). Pti¢innou velkého rozsahu Skod je obtiznost odhaleni raného stadia
napadeni stromu timto parazitem. Jedinou zndmkou vyskytu jsou svislé ryhy, které ziistavaji
na hladké kiife. Problémem je absence jakékoliv obrany stromu proti napadeni. Jiné druhy
stromu reaguji na zasazeni fytofagy z rodu Agrilus produkci mizy. Tyka se to zejména stromu
napadanych druhy A. sorocinus, A. mali, A. zanthoxylumi, A. auriventris,
A. ratundicollis.V ptipadé A. planipennis vsak zlstane ve stromu pouze vstupni otvor ve tvaru
pismene D, ktery zde =zanechal strom opoustéjici dospélec v nasledujicim roce
(Jendek & Polakova 2014, Muirhead et al. 2006, Wang et al. 2010). Dalsim piikladem $kudce
z rodu Agrilus je A. bilineatus vyskytujici se na dubu (Querqus sp.) (Muzika et al. 2000).



2. SPECIACE

2.1. Prehled typt speciace

Speciace je jev, pii kterém vznika jeden nebo vice novych druhti z druhu rodi¢ovského.
V soucasnosti je v literatufe rozlisSovano nékolik typu speciace, jez jsou definovany
mechanismy reprodukéni izolace. Za velmi Casty typ je povazovana speciace alopatricka. Typ
sympatrické speciace byl dlouho bouflivé diskutovan (napt. Mayer 1969), ale dnes je dobie
doloZen na modelovych ptfipadech. O mechanismech parapatrické speciace se dosud vedou
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Obrazek 1. Graficky znazornény pribéh nékterych typu speciace:

a) alopatricka speciace — nové druhy jsou geograficky oddéleny od jednoho predchiidce
b) parapatricka speciace — novy druh vznika v tésném uzemi druhu ptivodniho

c¢) sympatricka speciace — novy druh vznikd uvnitt izemi druhu ptivodniho

2.1.1. Alopatricka speciace

Terminem alopatrie se rozumi vznik druht v geografické izolaci, tzn., Ze se jejich arealy
v dobé vzniku reprodukéni izolace nepiekryvaji (Mayr 1969). Coz znamena, Ze tyto druhy
musely byt oddéleny né&jakou geografickou bariérou, kterd jim v prvni fazi vzniku dcetinych
druhti zabranila ve vzajemném kiizeni a toku gent. V dusledku této izolace se poté oddélily

na dva nové druhy. Pokud se vSak nasledné dostanou znova do styku a nebudou dosud



dostatecné¢ diferencovany, mize opéct dojit k jejich splynuti. Pii dostateném rozriiznéni
vzniklych linii dochazi ke koexistenci na stejném tzemi a to Casto vede k adaptaci na odlisné

niky, nebo mize dojit k vytlaceni jedné linie druhou (Losos et al. 1984, Flegr 2005).

2.1.2. Parapatricka speciace

V ptipad¢ speciace parapatrické nedochazi k izolaci geografické, ale ke vzniku primarni
hybridni zony, kde vznikne né&jakd odliSnost, kterd se poté u vznikajicich dcefinych druht
zafixuje. Diky reprodukéné izolaénim mechanismum, dochazi ke vzniku nového druhu

(Ridley 2004).

2.1.3. Sympatricka speciace

Vysvétlit pojem sympatrické speciace neni zcela jednoduché, tak jako tomu bylo
U ptedchozich pojmil, protoze existuje mnoho definic, které jsou navic komplikovany
biogeografickym konceptem sympatrie a tak je vysvétleni pojmu sympatrické speciace jesté
slozitgjsi (Bird et al. 2012). Pro svou tézkou prokazatelnost byl typ této speciace zpocatku
za bezvyznamny proces, ktery nema podstatny vliv na druhovou rozmanitost.

Obecné lze fici, Ze sympatrie je v podstaté opakem alopatrie. K rozriiznéni druhu dochazi
na jednom tzemi a populace jsou oddéleny ekologicky ¢i etologicky. Faktory, které zptisobuji
tuto diverzifikaci, nazyvame izola¢ni mechanismy. Izolaénimi mechanismy mohou v piipade
sympatrie spoc¢ivat v osidleni jiného specifického prostfedi (napf. jina Zivna rostlina), odliSeni
ve vzorcich chovani, Casové faktory jako jina doba pareni nebo izolace v disledku rozriznéni
pohlavnich organti, ¢i chemickd nekompatibilita pohlavnich bunék — vajicek a spermii
(Losos et al. 1984).

Dtlezitym prvkem v sympatrické speciaci je vSak to, ze pii celém procesu diferenciace
musi dochazet k fyzickému kontaktu dvou vznikajicich druhii na jednom tzemi, jinak tuto
speciaci nelze povazovat v izkém slova smyslu za sympatrickou. Jakmile dojde ke vzniku
néjaké bariéry branici ve styku druhtl, které se dfive rozliSovaly sympatricky, hovoifime jiz
0 mikroalopatrii. Takovymto piikladem je pfenos parazita z jednoho hostitele na druhého,
jez se vyskytuje na stejném uzemi. Parazité na hostiteli pivodnim a novém maji zdanlivé
moznost se setkat, presto vSak muze dojit k tomu, Ze se znova jiZ nepotkaji, vznikd vné;si
bariéra a tyto dvé populace se mohou rozlisit v samostatné druhy (Flegr 2005).

Pocatecni fazi sympatrie je polymorfismus, ktery se neodviji od geografického rozmisténi

jedincl, ale zavisi napt. na specializaci na odliSnou zivnou rostlinu. Pokud je pafeni



mezi témito dvéma druhy nevyhodné, protoze maji vznikajici hybridi malou zdatnost, bude
dochazet k posileni rozriznéni danych linii (Ridley 2004). Piikladem pocatecni faze
sympatrické speciace je diferenciace druhu Rhagoletis pomonella, patici do celedi
Tephritidae (ftad mouchy, celed’ vrtuloviti). Jedna se o Skiidce jabloni. Vaji¢ka jsou kladena
do jablek a larvalni stadia se pak samotnym ovocem zivi. V minulosti v Severni Americe
se vSak tento jedinec vyskytoval na hlohu. Na jablkach byl spatifen teprve az v roce 1864.
Od t¢ doby se druh Rhagoletis §itil pies sady a zacal napadat také jiné rostliny z celedi
Rosaceae (tfesn¢, hrusky a rtze). Dospélci davaji pii rozmnozovani piednost Zivné rostling,
na které vyrostli. Jedna se o asortativni pareni, kdy se samec z jabloné paii se samici
pochazejici z jablon¢ a samec pochazejici s hlohu se samici z hlohu. Tato situace jiz trva
priblizn¢ 140 generaci. Za tu dobu si ob¢ skupiny, podle molekularnich dat, vyvinuli rozdilné
enzymy. Rozdily jsou také v genetice, dochazi k rozriiznéni doby larvéalnich stadii. U linii
vyvijejicich se na jablonich trva vyvoj asi 40 dni, linie hostujici na hlohu se vyviji o néco
déle — 55-60 dn1, coz jesté vice podporuje reprodukéni izolaci (Ridley 2004).

Dalsim dukazem sympatrické speciace mohou byt divergence a adaptivni radiace ryb
Vv izolovanych jezerech. Ve Velkych africkych jezerech — Malawi, Tanganika a Viktoriino
jezero, se vyskytuji ryby, které se nazyvaji cichlidy. Ty byly desitky tisic az miliény let
izolovany. Z malého poctu zékladnich linii cichlid se vyvinuly postupem c¢asu az stovky
druhti. Tyto druhy maji velkou rtiznorodost v morfologii, coz v pfevazné vétSiné piipada
souvisi s adaptaci na pfijimany typ potravy a také ve zbarveni a ritudly provazejicimi jejich

pafeni (Divisek & Culek 2013).
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Obrazek 2. Rozmanitost cichlid (Divisek & Culek 2013).

Jinym ptikladem izolovanych jezer je jezero v Yucatanském Lago Chichancanab,
kde se vyskytuji ryby rodu halanéikovec (Cyprinodon). Ty byly izolovany v malych jezerech
jen nekolik tisic let v disledku zmény hladiny mote od obdobi pleistocénu. Lago
Chichancanab obyva pét druhd halancikovctl, z nichz se kazdy specializuje na jiny druh
potravy a diky tomu maji i riznou stavbu déla a projevuji urcity stupen reprodukéni izolace
v chovani a genetické stavbé. Podle studii zde jesté nedoslo k dokonceni procesu speciace
a u nekterych forem stale jest¢ dochazi ke kiizeni (Divisek & Culek 2013).

V poslednich letech vznikla studie zabyvajici se sympatrickou speciaci podzemnich slepct
(Spalax) v Izraelské Galileji. Toto uzemi je zajimavé svym geologickym podlozim.
Na jednom misté se zde potkava vyvield ¢edi€ova hornina s kiidovymi usazeninami. To ma

za nasledek vyznamné rozliseni dvou druhti prostfedi s odlisnou strukturou pudy, flory a jak



se podle této studie ukazuje, tak také fauny. Podzemi je zde totiz obyvano hlodavci rodu
slepec (Spalax), konkrétné druhem Spalax galili, ktery se, jak se zda, déli na dvé skupiny.
Kazda skupina obyva odlisné prostiedi a tyto skupiny se mezi sebou vzijemné nekiizi.
Molekularni data rozdilnost potvrdila. Zda se tedy, ze dochazi k postupné izolaci obou skupin,
ktera neni nijak ovlivnéna geografickou bariérou, a proto je mozné hovofit o pocateCnim
stadiu ekologicky ovlivnéné sympatrické speciace (Hadid et al. 2013).

Ekologicka speciace mSic je také velice zajimava a mnozi vyzkumnici se na tuto skupinu
zaméiuji, protoze se jedna o fytofagni hmyz, jehoz riizné zaméteni na zivné rostliny by mohlo
ukazovat na sympatrickou speciaci. U rodu Cinara je vSak speciace na zivné rostliny,
konkrétné jehli¢nany, kdy jsou nékteré druhy striktné monoféagni a jiné zas vysoce polyfagni,
pravdépodobné jen asi z poloviny Cinitelem jejich diferenciace. Diulezitou roli také sehralo
prostfedi samo o sob& — geografické podminky jako je klima, historie krajiny (ledovcové
cykly) a druhova rozmanitost a vnitrodruhova variabilita Zzivnych rostlin v Evropé

a v Americe (Jousselin et al. 2013).



3. CILE PRACE

Tato studie je zamé&fena na fylogenezi a diverzifikaci rodu Agrilus a neklade si jako cil
taxonomickou revizi. V piipadé rodu Agrilus je mozno uvazovat dva potencialni speciacni
mechanismy: speciaci geografickou, tedy vznik novych druhi v alopatrii a jejich nasledny
kontakt ve spoleéném arealu po dosazeni reprodukéni izolace nebo sympatrickou speciaci
v dasledku kolonizace novych hostitelskych rostlin a ndsledném vzniku reprodukéni izolace
mechanismem posileni izolace v disledku nizsi fitness hybridi. Molekularni fylogeneze
umozinuje sledovani hostitelské specializace sesterskych druhti a na zakladé¢ fylogeneze je
mozné vyslovit hypotézu o mechanismech speciace vedoucich k jejich vzniku.

Specifickymi ukoly je:

1. Sestavit na zakladé sekvenci DNA fylogenezi rodu Agrilus a porovnat delimitaci druhd

na zakladé morfologie a delimitaci vyplyvajici z molekularni fylogeneze

2. Zhodnotit platnost morfologicky delimitovanych druhovych skupin

3. Zjistit, jestli ptfibuzné druhy sdileji stejnou, eventudlné fylogeneticky ptibuznou

hostitelskou rostlinu nebo jsou sesterské druhy specializované na rizné hostitelské rostliny.

Prvni vzorec piibuznosti a hostitelskych rostlin ukazuje na alopatrickou geografickou

speciaci, kdezto druhy vzorec podporuje roli reprodukéni izolace na zakladé volby

odlisnych hostitelskych rostlin



4. METODIKA

4.1. Material
V laboratoii molekularni systematiky P¥F UP byly v letech 2004-2013 shromazdény
vzorky rodu Agrilus reprezentujici 44 druht rodu Agrilus z oblasti sttedni a zapadni Evropy
(Slovensko, Mad'arsko, Spanélsko, Ceska republika), USA a Kypru. Tyto druhy byly
determinovany E. Jendekem a ptedstavuji dosud nejvétsi soubor DNA dat pro rod Agrilus.
Jako outgroup (mimoskupina) byli do souboru vzorki pro izolaci DNA zafazeny druhy
Coraebus elatus, Nalanda fulgidicollis a Trachys minuta minuta. Seznam sekvenovanych

vzorkd, jejich hostitelské rostliny a geograficky ptivod se nachazi v tabulce 5.

4.2. Laboratorni procedury

Sekvence rodu Agrilus a mimoskupiny pfipravil E. Jendek (nyni pracovnik Canadian
Food Agency, Ottawa) a ¢ast vzorkd byla sekvenovana z izolované DNA v ramci projektu
Barcoding of Life v Pfirodovédeckém muzeu v Londyné. Pouze ¢ast chromatogramui téchto
sekvenci byla editovana, ostatni primarni data mi byla poskytnuta k dokonceni editace
chromatogramd, sestaveni datovych matic a provedeni fylogenetické analyzy.

Laboratorni postupy zahrnovaly izolaci DNA, amplifikaci, cycle sequencing a potiebné
purifikace produktt. Tyto procedury jsem pouzila pfi sekvenovani omezeného poctu vzorka

V ramci prace v laboratofi a stejné postupy byly pouZity pro ziskani sekvenci rodu Agrilus.

4.2.1. lzolace DNA

Z metatoraxu v lihu fixovanych dospélcti, ptipadné z celého toraxu larev byla izolovana
DNA pomoci DNeasy Blood & Tissue kit podle protokolu dodaného vyrobcem (Qiagen, Inc.)
Pro studium fylogenetickych vztahii byly amplifikovany fragmenty mtDNA: rrnL, cox1-5'
(barcode fragment) a cox1-3' (tzv. Pat-Jerry fragment). Fragmenty rrnL a cox1-3' jsou ¢asto
pouzivany ve fylogenetickych studiich (napt. Bocakova et al. 2007, Sklenarova et al. 2013,
Masek & Bocak 2014), DNA barcode fragment byl navrzen jako nastroj pro identifikaci
neznamych vzorkl organismt na zakladé sekvenci DNA (Hebert et al., 2003), a proto byl
pouzity i v této studii.

Z vypreparované svaloviny metatoraxu, piipadné toraxt larev fixovanych v 96% etanolu
se odpipetoval etanol a poté se nechala tkan 20 minut vysouSet V koncentratoru.
Do jednotlivych vzorkli se ptfidalo 180 pl ATL pufru a 20 pl proteindzy K a tkan byla

rozdrcena pomoci sterilni ty¢inky.



Vzorky byly vlozeny do termobloku, o teplot¢ 56 °C a lyzovany do rozpus$téni tkané.
Ke kazdému vzorku se pridalo 200 ul AL pufru a po vortexovani 200 ul 96% etanolu.
Produkt, preneseny na kolonku se sbérnou mikrozkumavkou, se centrifugoval pii 8000 rpm.
Dale byla kolonka piesunuta na sterilni sbérnou mikrozkumavku, ptidano 500 ul AW1 pufru
a poté probihala centrifugace vzorka pii 8000 rpm po dobu 1 minuty. Krok s vyménou
mikrozkumavky byl zopakovéan, ale tentokrat se ptidalo 500 ul AW2 pufru a centrifugovalo
se pii 14 000 rpm po dobu 3 minut. K vzorkim pfenesenym na novou sadu mikrozkumavek
se pridalo 200 ul nuklease—free H,O a nechaly se inkubovat na 1 minutu v pokojové teploté.
Poté se vzorky centrifugovaly po dobu minuty pii 8000 rpm. Vznikla prvni eluce. Eluce
se zopakovala s pouzitim 100 ul nuklease—free. Koncentrace DNA obou eluci se poté méfila
na Nanodropu ND 1000 a pro pftipravu templatu byly vzorky DNA ziedény na koncentraci

neptesahujici ng/pl roztoku.

4.2.2. PCR amplifikace DNA
PCR amplifikace DNA probihala za pouziti primerti uvedenych v tabulce 1.

Tab. 1: Piehled primeri:

Néazev primeru  Délka primeru  Sekvence

16Sa 20—mer 5-CGC CTG TTT AAC AAA AAC AT -3’

16Sb 22—mer 5-CCG GTC TGA ACT CAGATCATGT-3"
PAT 25-mer 5-TCCATT GCACTAATCTGC CATATTA -3’
JERRY 23—-mer S—-CAACATTTATTTTGATTITTTT GG -3’

Typicka PCR reakce obsahovala:
5 ul 10x PCR pufru

2 ul 50 mM MgCl,

1 ul 10 uM primeru A (viz Tab. 1)
1 ul 10 uM primeru B (viz Tab. 1)
1,25 2mM dNTPS

0,2 pl Tag Invitrogen polymerazy
37,55 ul H,O

2 ul DNA templéatu (>30 ng/ul)



Do stripii se napipetovat piisluSny objem templatu DNA. Do kazdé mikrozkumavky
s DNA byl ptidan mastermix pro PCR o0 objemu 48 pl. Poté se stripy vortexovaly, stoCily
a presunuly do termocycleru Thermo Cycler 2720 (Applied Biosystems). Zde probé¢hla
amplifikace v nasledujicich cyklech: 94 °C (2 minuty), 94 °C (30 sec), 50 °C (45 sec), 72 °C
120 sec) minut a na zavér 72 °C (10 min.), nakonec byla PCR reakce zchlazena na 4 °C.

Uspésnost amplifikace se vyhodnocuje pomoci elektroforézy.

4.2.3. Elektroforéza

Obsah roztoku pro elektroforézu:
0,45 g agardzy normal

45 ml 0,5x TAE

2 pl Gel Red

1 pl nanaseciho pufru

4 ul templatu z PCR

4 ul HIND-1I ladderu

V mikrovinné troubé se v kadince uvaril roztok agar6zy vznikly smichdnim agar6zy
normal s TAE. Pro pfidani barviva Gel Red se vznikly roztok musel nechat zchladit na cca 50
°C. Vysoka teplota by barvivo poskodila. Obsah kadinky se vylil do pfedem piipravené misky
rozdélujici dvé vanicky piepazkou. Poté se ptidaly hiebinky, které mély za kol vytvofit
jamky. Obsah misky se nechal na né¢kolik minut utuhnout. Po utuhnuti se hiebinky vytahly,
jednotlivé vanicky se vloZily do elektroforetické vany a pielily se 0,5x TAE na elektroforézu,
tak aby byl vznikly agar6zovy gel zcela ponofen. Do jamek od hiebinki byly naneseny
templaty s 1 pl nanaseciho pufru. Do jedné z jamek se napipetovaly 4 ul HIND-III ladderu,
aby bylo moZné potvrdit prob&hlou reakci. Elektroforéza probihala 15 minut pii 100 V.

Poté bylo v transamina¢nim boxu pomoci UV pozorovano zafeni molekul DNA.
4.2.4. Sekven¢ni reakce
Z jednotlivych slozek pro sekvenéni reakci se vytvofila smés. Nejprve se vloZila voda,

poté primer, pufr a nakonec Big dye, ktera musi byt na ledu a ve tm¢. Poté se pipetovala DNA

dle rozpisu. Vysledny roztok byl vlozen do cycleru.



Roztok obsahoval:

1 ul Big Dye

2 ul 1,6 uM primeru

1 ul sekvencniho pufru

5 ul H,O

1 ul DNA (PCR produkt)

4.2.5. Cisténi sekvena¢niho produktu

Roztok obsahoval:

49,5 ul UV ETOH

1 ul 3M NaAc

9,5 ul nuclease—free H,O

Vznikla smés se napipetovala do jamek desti¢ky, ktera byla poté zvortexovana, prekryta
mlécnou matraci a ponechana ve tm¢ 15 minut na ledu. Nasledné se desticka zcentrifugovala
pii 2500g, 15 °C, po dobu 30 minut. Obsah desti¢ky byl poté vyklepan, desticka ptekryta
3 savymi papiry a opét zcentrifugovana pii 700 g po dobu minuty. Do jamek takto pfipravené
desticky se nalilo 60 ul 80% UV alkoholu. Opét doslo k centrifugaci pti 2500 g, 15 °C
po dobu 10 minut. Krok s vyklepanim desti¢ky, piekrytim savym papirem a centrifugaci byl
2 krat zopakovan. Nakonec se desticka vysouSela Vv zatemnéném koncentratoru po dobu

15 minut.

4.2.6. Sekvenovani
Cisty sekvenaéni produkt se doplnil o 12 pl formamidu. Samotné sekvenovani bylo

provadeéno na sekvenatoru ABI 3130 (Applied Biosystems)

4.3. Analyza DNA sekvenci

K analyze se vyuzil program Sequencher (Gene Code, Inc). Vysledné sekvence DNA byly
zapsany do formatu FASTA. Diky zafazeni homologickych tsekt pod sebe, mohlo dojit
ke srovnani jednotlivych sekvenci. Toto alignmentovani bylo provedeno v programu ClustalX
(Higgins & Sharp 1989), kde dochazelo, podle vychoziho nastaveni programu, k porovnani
pomeéru identickych pard bazi. Vychozi soubor byl vytvoren do formatu NEXUS a byl vyuzit

Vv nasledné fylogenetické analyze.



4.4. Fylogeneticka analyza

Sekvence fragmenti DNA byla rozdélena na jednotlivé fragmenty genl a tyto byly
samostatné alignovany. Délkové nevariabilni proteiny kodujici fragmenty cox1 se alignovaly
v programu ClustalX (Higgins & Sharp 1989) a zkontrolovaly podle ¢tecich ramci. Dale byly
pouzity programy BlastAlign, Mafft, Muscle pro vytvotfeni alignmenti fragmentu rrnL.
Tyto byly kombinovany do jednoho datového souboru s délkové nevariabilnimi fragmenty.
Genetické vzdalenosti pro jednotlivé fragmenty byly zjiStény v program PAUP* 4.0
(Swofford & Sullivan 2009).

Vytvoiené konkatenované datové soubory se analyzovaly metodou maximum likelihood
v programu RAXML. Jednotlivé fragmenty gentli a pozice proteinli kodujicich fragmentt byly
oznaceny jako partice a byly analyzovany samostatné¢ s pouzitim GTR+I+G modelu.
K zjisténi podpory vétvi se pouzila metoda bootstrapping, kterd funguje na principu
nahodného odstranéni poloviny znak a nahodného zkopirovani znakl zbyvajicich tak,
aby se nezménila velikost souboru. Bylo vytvofeno 100 pseudoreplikaci, které se nasledné
analyzovaly a vysledky byly mapovany na strom s nejlep$i hodnotou pravdépodobnosti.

Stejné partice a model se vyuzily pro bayesianskou analyzu s pouZzitim algoritmu
programu MrBayes 3.2. Analyza probé&hla ve dvou bézich, kazdy obsahoval 3 fetézce, jeden
chladny a dva horké. Bylo vytvoieno celkem 30 mil. generaci a v programu Tracer 1.4 byla
identifikovana stacionarni faze a konvergence v obou bézich. Nasledné bylo odstranéno
prvnich 6 mil. generaci a ze zbyvajicich generaci byl vypocten konsenzudlni strom

se zp&tnymi pravdépodobnostmi.

4.5. Identifikace druhu
4.5.1. Urceni druhii na zakladé genetické vzdalenosti

Jednotlivé sekvence byly oznafeny jmény na zdkladé¢ morfologické identifikace a jejich
vzdalenost se hodnotila v programu Species Identifier 1.7 (Meier et al. 2006). Geneticka
vzdalenost byla urcena jako nekorigovana a jako mez pro akceptaci moZzného druhu byly
pouzity hodnoty 2% a 3% (Hebert et al. 2003). Tento program hodnoti jako druh definovany
hodnotou genetickou vzdalenosti 3% takovy klastr termindld, kde kazdy termindl ma
odliSnost od alespon nékterych terminald tohoto klastru pod 3% 1 pokud vzdalenost k jinym
terminalim daného klastru tuto hodnotu presahuje (Meier et al. 2006). Ackoliv hodnota 3% je
obecné povazovana za hranici oddélujici obvykle intra— a extraspecifickou variabilitu,
testovali jsme rovnéz niz$i hodnotu vzhledem k mozné zrychlené speciaci na zakladé zmény

hostitele.



4.5.2. Urceni druhi na zakladé tvaru fylogramu

Dale byl pouzit pro identifikaci potencidlnich druhii Poisson Tree Probability model
(Zhang et al. 2013). Tento postup vychazi z fylogramu, kde délka vétvi predstavuje piislusny
po¢et mutaci (Miyamoto & Goodman 1986). Vypocet byl proveden online na serveru
(http://species.h—its.org/ptp/).
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8. SEZNAM PRILOH

Tabulky
Tabulka 5. Seznam sekvenovanych vzorkd, jejich geograficky ptivod a hostitelské rostliny.
Tabulka 6. Pfehled sekvenovanych fragmenti gend.

Tabulka 7. Pfehled deliminaénich metod a jejich vysledka.

Obrazky

Obrazek 3. Fylogenetické hypotézy o piibuznosti studovanych druhti rodu Agrilus zalozené
na datovém souboru alignovaném v programu XXXXX (vlevo) a XXXXXX (vpravo) a
metodd XXXXXXX XXXXXXXXX. Ciselné udaje pii jednotlivych vétvich oznaduji jejich
podpory v % vporadi XX - XXXXXXXX XXXXXXXXXX analyza a XX -
XXXXXXXXXXX analyza.

Obrazek 4. Fylogeneticka hypotéza o ptibuznosti studovanych druhi rodu Agrilus zalozena
na datovém souboru alignovaném v programu XXXXX a konstrukci stromu s pouzitim
metody XXXXXXX XXXXXXXXX. Pro kazdy terminal je uvedena hostitelska rostlina a jeji
eled. Ciselné udaje pii jednotlivych vétvich oznacuji jejich podpory v % v pofadi XX -
XXXXXXX XXXXXXXXX analyza a XX - XXXXXXXXXXX analyza. Celedi jsou

rozliSeny barevné.



