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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva popisem &enim Giznych metod izolace DNA
z tkani hmyzuradu Lepidoptera — motyli, sithzem nateled’” Sphingidae — liSajoviti

a naslednou amplifikaci genlCOIl pomoci metody PCR. Testované metody
se porovnavaly a vyhodnocovaly z hlediskandosti, vygzku acistoty DNA, délky
trvani izolace a finami nar@nosti. Pod#lo se stanovit metodiku, ktera je dasifci
pro ziskani sekvence genGOIl pomoci genetického analyzatoru, jeji aplikace
do systému BoldSystems a naslednou determinacinz&oého vzorku. To jeutkzité

ve snaze o zmapovani druhové diverzity.

Kli ¢éova slova:izolace DNA celed’ liSajoviti, BOLD, biodiverzita, ge€Ol

ABSTRACT

This thesis deals with description and verificatioh different methods of DNA
isolation from insect tissue of order Lepidopterduiterflies with an emphasis on
family Sphingidae — hawk moths and subsequent &icgilon of COI gene by PCR
method. All tested methods were compared and etelua terms of efficiency, yield
and purity of the DNA isolation, duration and fi#ad costs. We selected to establish a
methodology which is sufficient for obtaininGOIl gene sequences using genetic
analyzer, its application in the system BoldSystams$ subsequent determination of the
sample. This is important in effort to map the sgediversity.

Keywords: DNA isolation, family Sphingidae, BOLD, biodivetgi COIl gene
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2 UvoD

Bohatstvi Zivota, které mame na plangemi je tvdeno druhovou rozmanitosti, ktera
tvoii kiehké Zivotni progedi. Aby lidsky druh fezil, musime tyto slozité vztahy
biodiverzity chranit. V ochrah nam niize pomoci pochopeni rozsahlého systému
rostlin a Ziva@ichu a jaky je jejich del ve slozitém ekosystému. Kazdy Zi&ny druh,
nagiklad v ramciceledi, mize mit rozdilné pdeby a naroky. Mze mit v ekosystému
rozdilnou funkci, bytieba opylovéem nebo predatoremddkci kulturnich plodin.

Pfi urcovani druli a z&azovani do taxonomie se vyuzZiva fragment DNA,
extrahovany z genu pro cytochrom oxidazuCO(). Zatfazovanim lisaj do taxonomie
se mimo jiné zabyva i Sphingidae museum Czech Rigpkologického centra Orlov.
Jedna se o sekvenci o velikosti 658updézi, kterd se nachazi v genomu mitochondrii,
jez je vramci druhu té#h nentnny, zatimco naf spektrem druin je tento genom
vysoce polymorfni. Pokud je tento genom &sp extrahovan, sledovana sekvence
dostateén¢ amplifikovana a sekvenovanajbe byt jeji givod owien v systému BOLD,
jenz je globalni databaziahto sekvenci DNA.

Ziskani &chto sekvenci, takzvanych baréodje podfgirnou metodou
pii uréovani pomoci morfologickych znak Pomoci tohoto systému je mozné

determinovat stavajici, ale i zcela nové druhy.
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3 CIL PRACE

Cilem préce je prostudovatizné metody izolace genomové DNA z Zime tkaws
na zaklad literarniho pehledu a aplikovat je na tkaliSaje svl&cového Agrius
convolvuli Linnaeus, 1758). Stanovit metodiky, které budou kopatelné, cenay
dostupné acaso¥ nenar@éné vramci souboru zvolenych kore¥ dostupnych
izolagnich kithi. Ty poté laboratogh ovéfit, tzn. zjistit jeji &innost a vhodnost
pii determinaci druhu pomoci sekvence genu pro cytouhoxidazu 1 COIl). Izolace
genomové DNA bude provedena pomoci kainédostupnych kolonkovych izataich
kit (Geneaid, Qiagen, Top-Bio, Macherey-Nagel, Zymosdaech) a pomoci
magnetické separace (Chemagen). Vysledkem &g twt stanoveni metodiky, ktera
bude diskutovana s podobnymi pracemi a ktera jelvé@ro dalSi laboratorni analyzy,

zejména fi urcovani druli z ¢eledi liSajovitych.
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4 LITERARNI P REHLED

4.1 Biodiverzita

Terminem biodiverzita, nebo biologicka diverzit® szn&uje druhova rozmanitost
na planet Zemi. Sw¥tovy fond ochrany firody (World Wildlife Fund definuje
biodiverzitu jako: Bohatstvi Zivota na Zemi, miliony rostlin, Ziabui
a mikroorganism, vetre geni, které obsahuji a slozité ekosystémy, které xefiva
Zivotni prostedi* (Primacket al. 2001).

Velikost biologické diverzity v pibéhu wka velmi dynamicky kolisala.
Dle Raup a Sepkoski (1982) proSla planeta gtadii hromadného vymirani. Nejsi|&i
extinkce probhla piblizn¢ pired 250 miliony let. Po stadiich hromadného vymirani
nasledovala doba, kdy speciace novych d#ruh jejich sodasné vymirani bylo
v relativni rovnovazegi byla dokonce speciace sigi. Odbornici se shoduji, Ze
na Zemi prav probiha Sesté stadium hromadné extinkce. Ukazge tatiz,
Ze v sodasné dob je mira vymirani druln sto- az tisicinasokinvyssi. Hlavni podil
na tom ma fedevsSim lidsk&innost (Primaclet al 2001).

V poslednich letech je mozné zaznamenat zvySenalbusno ochranu globalni
biologické diverzity a row¥ snahu o jeji zmapovani. Ukazuje se vSak, Z€&asmé
uréovani druli pomoci morfologickych a fyziologickych kii je nedostatseé. Navic
genotypova a fenotypova variabilita uvnidruhu, ve znacich, které se pouZivaji
pro ukovani druld, ¢asto vede k chybnym gazenim (Hebertt al 2003a).

Morfologické ukeni také obvykle selhava u kryptickych diuhTy jsou
si navzajem morfologicky velmi podobné, avSak rdpigné jsou to oddlené druhy.
Mohou se odliSovat ménzjevnymi znaky, najklad etologicky ¢i fyziologicky
(Reinoso a Benitez 2015Navic vyuziti morfologickych a fyziologickych znak
jakozto utovaci kIt muze byt pouZzitocasto jen u uiitého vyvojového stadia
organismu, ¢i pohlavi. Vychodiskem i#e byt molekularni analyza
(Hebertet al. 2003a).
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4.2 Vyznam biodiverzity

Hlavni zdroj tSiny produki, které jsou lidmi BZn¢ pouzivané, pochazitipo
z piirody. Snizovani biologické diverzity zakahitmusi vyustit v enormni pokles
piirodniho bohatstvi a zdrgj ktery ohrozi ekosystém, jenz lidska sgalest vyuZziva.
Tato degradace ekosystéma zivotniho prosedi, gredevsSim pak obhospad&anych
pud, je v sodasné dob nejvice zfisobena lidskodinnosti (Small 2008).

Snizovani biodiverzity se¢e v celos¥tovem netitku. S rostoucim pigem lidi
na s¥té je zvySeny tlak i na ekosystémy. Je vysSi poptdukaotravinach, zdrojich
pitné vody, nerostnych surovinach a zejménacziélské pidé. SniZuje se rozloha lés
a prales a zvySuje se zi&teni zivotniho prosedi (Hlav&ek 2004).

Jestlize ze ze#délské pidy vymizi bakterie a houby, které rozkladaji
organickou hmotu a tim ji zuradji, l1ze a@ekavat snizeni zetdélské produkce.
P neuvdZzeném pouzivani pestitiohiZze dojit k poklesu hmyzu, ktery opyluje kulturni
plodiny, ¢i negimo slouZzi jako predatopro likvidaci rostlinnych Skdci. Prikladem
predato maze byt hmyz Zadu pavoul (Araneae). Snizenim diverzty pra&poddobré
dojde také ke snizeni produkce&ile protoZze mnohé dinné latky pochazeji z volné
piirody, proto na zdravych ekosystémech zavisi budostc lidstva, sniZzovanim

biologické diverzity¢loveék ohrozuje sam sebe (Benn 2010).

4.3 Urovné biodiverzity

4.3.1 Genetickd diverzita

Genetickou diverzitu tvd vSechny odliSné geny, obsazené ve vSech Zijjettincich,
coz zahrnuje rostliny, ziwichy, houby a mikroorganismy (Benn 2010). Geny jsou
zodpowdné za variabilitu a jedigaost organistin. Geneticka rozmanitost ihe byt
bud’ kontinudlni (varianty fechézi jedna v druhou a maji nekém& mnozstvi svych
forem, napiklad otisky prsi), nebo diskontinualni (@et variant je kongy a neni
mezi nimi plynuly gechod, nafiklad krevni skupiny).

Vysledkem, prd se od sebe vzajermrodliSuji izné druhy, jedinci v ramci
jedné populaceti populace mezi sebou, je genotyp. Jednad se o hewvazinou
kombinaci gen, spol€né s fenotypem, jenz je projevem genotypu Vv pextt
(Sipek 2011). Soubor v3ech gemjejich alel v populaci tud genofond (Urban 2008).

14



4.3.2 Druhové diverzita

Druhova diverzita je biodiverzitou na Urovni dfyhejim netitkem je celkovy péet
vSech drufi na Zemi (Benn 2010). Celkovy et rostlinnych i ziveiSnych druli neni
dosud znam. V s@asné dob je katalogizovano iblizné jeden a pl milionu druh.
Odhady dosud nepopsanych diuke liSi, pohybuje se vrozmezi odl pmilionu
do 100 miliorii (Giller 2014).

4.3.3 Diverzita ekosysténi

Ekosystémova biodiverzita je komple§$i pojem, zabyva se rozmanitosti jednotlivych
spol&enstev, biotof, ale také vzadjemnymi vztahy organisra biotického prosédi.
Ochrana firozeného progedi, v ®mz se nachazeji nezmeéna @irodni spoléenstva,
se mize ozndit jako jeden z nefinnéjSich zmisohi zachovani biodiverzity dbec
(Primacket al 2001).

4.4 DNA barcoding

DNA barcoding je taxonomickd metoda, ktera vyuzidtky geneticky marker
obsazeny v DNA uitého organismu, k identifikaci, ke kterému konkiétu druhu
tento organismus p@t(Zurovcova 2008).

Princip vychazi zarovych koéd, takzvanych EAN (European Article
Numbering) ¢arovych kéd. Takovy kod se &r¢ nachazi na vyrobcich a sklada
se z&isel 0 — 9 na 11 pozicich, ktera dav&'¥Gznych kombinaci (Zurovcova 2008).

Geneticka sekvence saipe skladat sice jen ze 4 pismen na jednu pozi§akav
délka kodu je mnohem¢t8i. Uz i kratké sekvence tedyreoli poctem iiznych
kombinaci. Nafiklad pro DNA dlouhou jen 10 nukleofidexistuje teoreticky ¥ tj.

1 048 576 kombinaci (Little 2005).

Tato metoda se liSi od molekularni fylogenetikyjjng prednttem je zjistit
piibuznost jedink. U DNA barcoding jde o &eni neznamého vzorku. Ne&pgji
pouzivanou barcode oblasti u iatj je segment ofiblizné velikosti 650 pdr bazi,
nachazejicim se v oblasti mitochondridlniho genw pytochrom c¢ oxidazu,
podjednotka | COI) (Hebertet al.2003b). Tato metoda je nyni pouzivana k t¥orb
DNA databazi nagklad hub, ryb koralovych uatés lidskych parazit a patoged,
savd, koman i ¢eledi Sphingidae
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4.4.1 Barcode of Life Data Systems (BOLD)

Barcode of Life Data Systems (BOLD) je databaze,stgfind na adrese
www.barcodinglife.org, zabyvajici se ukladanim, lgpau, podporou ziskavani
aktualizaci databazi a publid@ cinnosti zaznatin DNA barcodi. Sestavovanim
molekularnich a morfologickych dat se snazi dopat tradéni bioinformatiku
(Ratnasingham a Hebert 2007).

BOLD je v sowasnosti nejvice pouzivanym barcoding softwarem.vde¢
k dispozici vSem &dcam zabyvajicim se DNA barcodingem, je réxmxistupny Siroké
verejnosti a po jednoduché registraci je zde moznavspat viastni projekty, pomoci
systéemu MAS (management and analysis system) (Watet al. 2013). Navic
poskytuje specializované sluzby, jez pomahajadih nov ziskané barcody s titymi
standardy do globalni databaze sekvenci.

Kopie vS8ech ziskanych sekvenci a c¢&lia data jednotlivych drdh
jsou poskytovany také organizacim jako Nationalt€efor Biotechnology Information
(NCBI), sesterské spairosti DNA DataBank of Japan (DDBJ) a European Mdkac
Biology Laboratory (EMBL) a to hned, jakmile jsoyskedky gipraveny k publikovani
(Ratnasingham a Hebert 2007).

V sokasnosti se BOLD nezabyva pouze Z#doou a rostlinnoufisi,
ale obsahuje také databaze hub a pivékdneSnimu dni (26. 2. 2015) ma databaze
5 201 824 vzork s barcody a druhs barcody je 233 164.

Systém se sklada zi dil¢ich systén:

4.4.1.1 MAS (Management and analysis system)
Systém managementu a analyzy, kde kazdy vyzkumagopnik, ale i viEjnost, niize
ziskat pravomoc k zalozeni vlastniho projektu povaiglské registraci na BOLDu
(Watertonet al. 2013).

Jakmile je projekt zadan, jeeba pidat 2 zakladni prvky dat. Informace
0 sekvenci a informace o vzorku - taxonomii. Nickhedznam o vzorku neiie ziskat
svij formalni barcode, dokud knim nenififazeno dalSich 7 elemént
(Ratnasingham a Hebert 2007).
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Systém se sklada z nasledujicicktidh podjednotek:

1. Nazev druhu

2. Potvrzovaci udaje (katalogovislo a instituce skladovani)

3. Zaznam sbirky (sfbatel, datum a misto &tu, GPS sotadnice)
4. Kdo vzorek ugil

5. COl sekvence (alespdb00 bp)

6. Primery pouzitéip PCR

7. Trace files (zaznamy o sekvenci)

Sekvence, ktera ma standatddéelku 658 bp, nejménvsak 500 bp nesmi
obsahovat vice nez 1 % nejednaanah pozic nukleoti@l na celou sekvenci, aby bylo
mozné s jistotou Zadit vzorek do databdze. BOLD ma navé&alik systénti overeni,
zda se jedna skutet o sekvenci £OI, ¢i zda-li nedoSlo ke kontaminaci vzorku,
nagiklad lidskou DNA. Databaze krairkvality dale spravuje hlaseni o anomaliich,

apravy zaznaiin sekvenci i tvorbu fylogenetickych strothn
(Ratnasingham a Hebert 2007).

4.4.1.2 IDS (ldentification system) — Identifikéni systém

Identifikacni systém, jak jiz jeho nazev napovida, slouzidnidikaci neznamych
vzorki. Ty mohou byt uteny jednoduchym vloZenim ziskané sekvence do systém
a naslednym porovnanim s jiz existujicimi zaznarmdgdinymi podminkami vSak
jsou délka vkladané sekvence a odliSnost vzorkueddrergni sekvence. Sekvence
vzorku musi byt minimakh 300 bp a jeji rozdilnost nesmiiggahnout 1%
(Ratnasingham a Hebert 2007).

4.4.1.3 ECS (External connectivity system) — Systém extemniapojeni

Je systém, ktery mimo jiné poskytuje data extermigbovym strankam a umidje

denni aktualizacesthto dat. Tento systém monitoruje pokrok v systdrarcoding dat
pro jednotlivé taxonomické skupiny nebo geograficggiony. RoviZz umozuje tato
data snad¥ji sdilet a zasilat na jina pracowi§Ratnasingham a Hebert 2007).
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4.4.2 Partneri zabyvajici se barcodingem

Dle BOLD (2015)by organizace Barcode of Life Data Systems sania fjakova,
nemohla fungovat. Proto existuje sdruzeni paiitnekteré se row¥ zabyva
barcodingem a tw spolu s BOLDem uceleny systém pro vyzkum a odhran

biodiverzity.

4.4.2.1 CBOL

Consortium for the Barcode of Life (CBOL) bylo zaémo roku 2004 s podporou
nadace Alfreda P. Soana. Jedna se mezinarodnatiaicipro podporu projektu DNA
barcodingu a jeho vyuZzivani jako globalniho staddapro identifikaci biologickych
druhi. CBOL propaguje barcoding pomoci workshpopkonferenci, semirta

a pracovnich skupin. Sdruzuje kolem 20€nskych organizaci z 50 zemi¢tr a svou
z&kladnu ma vinstitutu Smithsonian Narodniho muze#irodni historie
ve Washingtonu DC. Ro¥# podporuje rozvoj mezinarodnich vyzkumnych alianci
pro vybudovani knihovny barcédpro veskery eukaryoticky Zivot vidschu gistich

20 let (Ratnasingham a Hebert 2007).

4.4.2.2 iBOL

Je zkratka z anglického International Barcode ofe.LiJednd se o mezinarodni
neziskovou organizaci, sdruzujictdce z celého s¥a. Jejim hlavnim cilem je sestavit
knihovnu sekvenci a zajistit gebné technologie pro levnou a rychlou identifikaci
organisnii a geografické a taxonomické raesii referetinich barcod systému BOLD.
Uklada zaznamy barcad poskytuje k nimistup (James 2012).

4.4.2.3 GenBank

Je vdejné pristupnda databaze sekvenci nukleibtiddostupnd na adrese
http://www.ncbi.nim.nih.gov/. Obsahuje vice nez Z&®D nukleotidovych sekvenci
dosud popsanych drtihorganisni. Tento systém je spravovan organizaci National
Center for Biotechnology Information (NCBI), nackfzi se v Bethesd v USA.

Je souasti databaze takzvané ,Velké trojky“, do niztpaDDBJ a EMBL, ktera denrin
vzajemrg sdileji a aktualizuji sva data&imz je i zarové zalohuji. Do databaze
GenBank mohouifspivat jak malé laboratorni pracowistak i velka sekvami centra
(Bensoret al.2007).
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4.5 Mitochondrialni marker - Cytochrom ¢ oxidaza

Cytochrom c oxidaza je enzymaticky membranovy kaxplproteirs, ktery

v metabolismu oxiduje chromoprotein cytochrom cnargii ziskanou timto procesem
vyuzivA ktvorlk vodikového gradientu, p@&bného ke vzniku ATP nejen
v mitochondriich v z&etné fazi bukéného dychéani, dhem takzvané oxidativni
fosforylace (Ferguson-Millegt al. 2012). Primarni struktura genu cytochrom c oxidazy
je sloZena Zetzce citajiciho asi 100 aminokyselin. U eukaryotickychgamisnii

se cytochrom ¢ oxidaza vyskytuje na ymitmembra® mitochondrii a sklada se z vice
podjednotek. Pro dovani eukaryotickych ziwichi se dnes nejvice vyuZiva gen
pro podjednotku 1 (Zurovcovéa 2008).

Gen COIl se ukazal jako nejvhodi$i pro barcoding u eukaryotickych
organisnii. Tento gen je kddovarriplizné 658 pary bazi. Vyhoda tohoto genu &pa
i v obsahu mitochondrii v lligce. Jedina hika jich pfimérné maZze obsahovat kolem
1000 (Sladek 2002). Proto i maly vzorekKize poskytnout dostateé mnozstvi DNA
pro izolaci a nasledné sekvenovani.

Hlavnim divodem vyuZziti tohoto genu pro demi jedince nebo druhu je ten,
Ze rozdily v primarni strukte v ramci jednoho druhu jsou minimalni, zatimcodityz
nagic spektrem zivéisSnych druli jsou zjevné. RozliSeni driitouto metodou fnasi
az 95 % dinnost (Heberet al. 2003b).

Napriklad pi detekci drufi v ramciceledi Sphingidae pomoci morfologického
popisu je teba ziskat mnoho jediicobou pohlavi, zatimcofip pouziti barcoding
metody posté pouze maly vzorek tk&Moritz et al. 2004).

DalSi vyhodou genetické determinace pomoci g&@il je jeji nezavislost
na vyvojovém stadiu jedince. Je mozné odebrat DNAanzlniho, juvenilniho
¢i adultniho jedince (Shearer a Coffroth 2007).

DNA vlivem casu a iiznych podminek skladovani degraduje a protdemnbyt
ziskani plg dlouhé sekvence ger@OIl komplikované. Resto k uéeni jedince nemusi
byt klicové ziskani celé sekvence, ale pdistadragmenty o fiblizné velikosti okolo
120 bp. Tyto fragmenty se totiz mohou poskladat &éhly se fekryvaly a ziskala se tak
celad sekvence. Tento postup sézmpouzit v fipac, kdy je uspgsnost ziskani celého
fragmentu pod 50 %g¢i v pripadech, kdy je jeho ziskaniilgs finaniné naranée,

zejména u starSich a nedokonale skladovanych &{bt&jibabaekt al. 2006).
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Ziskat rychle a lewh u vzorki starSich vice nez 10 let dostait& dlouhy
fragment, je obecgnobtizné pray kvili degradaci DNA (Hajibabaedt al. 2005). BZné
protokoly pro ziskani dlouhé sekvence ze starSizbrki, které tSinou byvaji
nedokonale chr&mé gred degradaci (zmrazeni, uloZeni v ethanolu ajyajbyétSinou
piilis nakladné acaso¥ narané. Pro owieni zdazeni do taxonomie bude nutné
moderni vzorky srovnat se starSimi, z tohivatlu se z&alo uvaZzovat o pouZiti
kratkych fragmerit (Hajibabaeket al. 2006).

Z vyzkumi Hajibabaeiet al. (2006) vyplyva, Ze pouziti kratkych sekvenci
pro barcoding je mozné, avSak u nedegradovanydii@ dkladovanych vzotkje stale
levngjSi a resrgjSi pouziti dlouhych fragmeint

4.6 Jaderné markery — ITS1 a ITS2

Mezigenové mezerniky ITS1 a ITS2 (internal trarsedi spacer) jsoucasto
pouzivanymi markery pro &ovani a identifikaci drulh Jedna se o nekodujici
sekvence, jejichz velikost je v eukaryotickych anganech vysoce variabilni.
Jsou evoltné konzervované, takZe se lisi jen minimalnpii srovnéni sekvenci dvou
vzdalenych druh (Dolezal 2014).

ITS1 a ITS2 se vyskytuji mezi konzervativnimi kdduni podjednotkami 18S,
58S a 28S, které jsou s@sti ribozomalni DNA (rDNA je usek DNA kodujici
ribozomalni RNA) (Douglas a Haymer 2001). Bylo v§akkazano, Ze obsahuji jeden
nebo vice promotdr které jsou schopné podporovat transkripoi | (polymeréza I)
invivo i in vitro (Mayer et al. 2006). Pomoci PCR iwie byt velikost tohoto
polymorfismu snadno detekovatelna a pouzitelndigeatifikaci jeding. Porovnanim
riznych sekvenci ITS a vyty¥enim vyvojového stromu je mozné zjistitifpuznost
druhi a to, jak se postugrbchem evoluce od&povaly (Dolezal 2014).

Vyhodou, tak jako u fragmentGOI, je jeho pouzitelnost v jakémkoliv stadiu
Zivotniho cyklu organismu (Douglas a Haymer 20@alSim pozitivem oprotiCOI
je konzervativnost Usékobklopujicich ITS1, zejménatipnavrhovani primer. AvSak
aspsSnost sekvenovani z Usels vysokym poétem inzerci a deleci e byt nizka
acely proces se komplikuje nutnosti pouzit metddlonovani. Z tohoto @vodu
se rekteré studie nesnaZzi pouZzivat pouze Usek ITS1 aadiahjim COIl, nybrz ok
metody kombinuji, zvla&t pokud je mitochondridlni marker nedadstpci
(Smithet al.2007).
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4.7 Extrakce DNA

Metod, které slouZi k izolaci nukleovych kyselixjstuje celarada, proto se tato prace
bude zabyvat popisem pouzeh, které byly naslednpouzity v experimentalniasti
diplomové prace.

kyselinu ziskat. U klasickych bgk, jaké jsou nafiklad obsazeny v krvi, sta
rozpuséni biomembran a denaturace protethetergentem, ovSem pro lyzu pevnych
¢i tvrdych ¢asti, jako jsou houbové nebo rostlinnéiky nebo biky tkdré hmyziho
exoskeletu, jefeba pouzit i ufitou formu mechanické sily, jako je ridgad teni
sklerenymi kulickami, protepavani pomoci vortexu, rozruSeni tkaircenim vieci
misce po oSéeni tekutym dusikem a podabiiVinod 2004). Aby se zvysSildistota
vyextrahované nukleové kyseliny,uie se k lyz&nimu roztoku pidat proteindza K,
jenz je enzymem &picim bilkoviny, ¥etrg histomi vazanych na strukturu DNA
(Kodicek 2007).

Bunéény obsah, ¥etre pozadovanych nukleovych kyselin, je z lyzovanych
burgk uvolrétn do pufrovaného roztoku, ktery mimo jiné obsahuje
etylendiaminotetraoctovou kyselinu (EDTA). Ta jedpowdnd za chelataci ioft
vapniku, které pro svotinnost potebuji nukleazy. Ty jsouifEinou Stpeni izolované
nukleové kyseliny. Nukleazy jsou rotin sokasti obsahu lyzovanych btknha bez
vapennych ionit nepracuji, kyselina etylendiaminotetraoctova jaytgejich inhibitor
a slouzi ke zvySeni stabilizace vyextrahované DRAc{avsky 2003).

4.7.1 Fenol-Chloroformova extrakce

Fenol — chloroformova extrakce je takzvana liquidiguid metoda, to znamena,
Ze oddluje snesi na zéklad rizného rozpusghi individualnich molekul ve dvou
nesmisitelnych roztocich. Tento typ metod je Sirpoazivany k extrakci RNA, DNA
nebo proteifi (Zumbo 2012).

Tradiéni fenol — chloroformova extrakce zanechava nuldedyseliny rozpugné

ve vodném progedi — pufru a odstimije ostatni slozky lyzovaného roztoku, zejména
proteiny. Ktomuto roztoku lyzatu se figava smds fenolu, chloroformu

a izoamylalkoholu. Chloroform pg@tmezi organicka rozpou&tla a nemisi se s vodnym
roztokem lyzované hiky, ¢imz dojde kroz&leni smési na d¢ faze, dolni

chloroformovou a horni vodnou.fiPmiSeni pratepavanim obou rozték dochézi
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ke srdZeni protein které jsou fitomny ve vodném lyzatu. Po skami miSeni fejde
fenol do chloroformové faze a to diky izoamylalkkhoktery zvySuje rozpustnost
fenolu v chloroformu. Aby doSlo k dokonalému ¢&lohi obou fazi, musi byt roztok
centrifugovan. Po tomto procesu se na rozhrani ofé@ii objevi bily prstenec,
obsahujici srazené proteiny. Vodna faze nad tinmgbepcem obsahuje poZadované
nukleové kyseliny a jefpnesena do nové, nepouzité zkumavky. Tento praaédvani
fenol — chloroform — izoamylalkoholové $si se opakuje do té doby, dokud se
po centrifugaci negstane bily prstenec srazenych pratebjevovat. Tim dosahneme
dokonalého odstr&ni proteini (Raclavsky 2003). U dgkterych vzorki, jako jsou
rostliny, houby a &které bakterie byvdasto nutné odstréni i polysacharid extrakci

s cetyltrimetylamonium bromidem (CTAB) (Porebs#i al. 1997). Nakonec se cela
smes jeSt jednou musi extrahovat $8i jen chloroformu a izoamylalkoholu, aby byly
odstragny i zbytky fenolu v roztoku, které by mohly interbvat nukleové kyseliny,
napiklad pi pouziti rekterych enzym (Zumbo 2012).

Z takto pecisttneho vodného roztoku je mozné nukleové kyselinyraet
piidanim koncentrovaného etanolu. Takova ¢smse poté znovu centrifuguje
a vysrazené nukleové kyseliny se usadi n& zkumavky jako bila, mi#n¢ zakalena
srazenina, nazyvana téz peleta. Bilé zbarveni e g@dtomnosti soli, které se srézeji
spol&né s nukleovymi kyselinami acinnost srazeni jeStzvySuji. Tyto soli je poté
tteba odstranitipdanim 70% ethanolu. 95% objemu ziskanych nukleb\kyselin tvdi
RNA. Pokud patbujeme pracovat pouzecistou DNA, RNA musi byt odstr&na
pusobenim enzymu RNéazy. Roztok je datec@tovan fenol — chloroformovou extrakci
a DNA sraZzena ethanolem. \yek poté mize byt dale rozpud ve vod, nebo
vhodném pufru. Nevyhodou ke byt ¢casova narnost vzhledem kgkolikrat

se opakujici centrifugaci a také vysSi sglod reagencii (Raclavsky 2003).

4.7.2 Magneticka separace

V poslednich letech se mezi iz&tami metodami uplaiuji magnetick&tastice. Jedna
se o kulovité utvary o velikosti¢kolika nanomett az mikrometit (5 nm — 100um),
tvofené kovovym jadrem. Velikost se ovSem ddzmisobit dle struktury, kterou
chceme izolovat. Nd&fklad 5 — 50 nm pro proteiny nebo 10 — 108 pro celé biiky.
Pro izolaci nukleovych kyselin je ideéalni velikd@ — 450 nm. Metoda je tedy vhodna

pro vSechny zmimné biomolekuly. Materialem, ktery tiiototo jadro, je nepstji
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gamma - Fg0; (maghemit) nebo E6®, (magnetit), mize byt tvden ale i zlatem
(Hsinget al 2007).

Princip je zaloZzen na fyzikatn- chemickych vlastnostech magneticky@stic.
Tyto jsou schopné véazatuzné bioaktivni molekuly, jez maji silnou afinitu
k biologickému materidlu, jimZz je modifikovan pokirc magnetickych ¢asti
(Zhouet al.2013).

Samotnd izolace probiha tak, Zze se magnetidlséi @idaji ke vzorku a nami
pozadované molekuly nukleové kyseliny se na specificky navazi. Takto
modifikované magnetick€astice se separuji keés¢ zkumavky pomoci magnetu,
zbyly roztok s nenavdzanymi latkami se odstranisl®tuje promyti a uvobmi
magnetickychc¢astic z komplexu do n@vpridaného roztoku. Navazané molekuly
nukleovych kyselin se odtl pomoci denaturacejmz ziskame nami pozadované latky,
S nimiz mizeme dale pracovat (Huskaal. 2008).

Magneticka separace sézb¢ pouziva jako automaticka metoda izolace DNA.
Ve forenznich laborattch se mohou uplabvat kombinace ifstroja pro izolaci
(Freedom EVO1 150extraction robot s magnetickym separatorenTetMag$S.
Hlavnim divodem je bezesporu snizesisove i finatini nar@nosti. V neposledniac
se zde vSak uphatje omezeni lidského faktorufipbézné manudélni manipulaci
sevzorky a jejich KZova kontaminaceti zameéna. VyuZziti robotické platformy
umoziuje moderni analyzu vysokého g vzorki za sodasného snizeni lidskych
zdroji, jakozto moznych sijca chyb (Wittet al. 2012).

Vyhodou automatizované metody izolace nukleovyclseky magnetickou
separaci je jejicasova nenatmost. Vzorek se totiz nemusi sl@Ziupravovat
(nag. centrifugaci ¢i dialyzou), jako je tomu u dinych purifik&nich metod
(Huskaet al.2008).

Dalsi vyhodou magnetické separace dhumebo nukleovych kyselin oproti
konvertnim metodam je jednoduchost jejiho pouZziti. Metaodaic nezatZzuje Zivotni
prostedi, nevyZaduje totiz vysoké objemy toxickych cheiti. Lze ji navic provagt
pii béZné laboratorni tepldt Metody molekularni biologie, jako je niddad PCR,
navic vyzaduji vysokomolekularni ek DNA. V porovnani s metodami,
které zahrnuji filtraci a centrifugaci, magneticls&parace neni destruktivnitév
biomolekulam (Zhowet al.2013).
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4.7.2.1 Modifikace

Pro metodu magnetické separace existuji dieaé zmisoby modifikace v zavislosti

na adhezi biomolekul. Prvni z nich funguje na gpagokryti povrchu nabitou vrstvou
pro elektrostatickou adsorpci molekul. Touze byt nagiklad latka zvana aminosilan,
pouzita v roztoku toluenu. Tyto modifikované maggiat castice byvaji pouzivany
pro izolaci DNA diky interakci mezi zaparmabitou molekulou DNA a navazanou
skupinou NH, cili kladn¢ nabitymi casticemi. Pro oddeni molekul DNA neni

pii pouZziti této metody pétba pouziti organického rozpokdia, které by mohlo mit

pozdsji negativni vliv @i detekci. Druhym zpsobem je modifikace magnetickych
¢astic navazanim skupin biomolekul, které jsou dmd&. PouZivaji se aktivni
chemické skupiny, jako jsou nidklad amino skupiny. DalSim typem modifikace
je navazani streptavidinu nebo avidinu na povidstice. Ty se specificky vazi
na biotinylované biomolekuly. Poly(Tyettzec na povrchuwéstic se zase pouZziva
pro izolaci mRNA. Po izolaci cilovych molekul setdametoda ¢asto pouziva

k imobilizovani specifickych receptibfHsinget al.2007).

4.7.3 Adsorpce na silikat
4.7.3.1 Silikatovédastice
DNA v pritomnosti takzvanych chaotropnich soli adherujsililgatovy povrch, obech
na oxid Kemkity (SiOy). Chaotropni soli jsou iontové skeniny sniZujici
strukturovanost vody. Ta je dandephodr vznikajicimi vodikovymi nistky mezi
vodikem a kyslikem sousedicich molekul. ddsgji pouzivanou latkou je jodid sodny
(Nal) nebo ionty guanidinu (Riveset al. 2006).

K roztoku, ktery obsahuje lyzovany hitny obsah, se fgla chaotropni
a suspenzeéastic silikatu. Adhezi DNA n&astice zvySuje prégpavani sisi. Ostatni
latky, které se nejpoji na silikat, #istavaji v roztoku a jsou nésledmdstragny.
Silikadtové ¢astice se nechaji usadit nebo seésmngentrifuguje. Roztok nad nimi
se opatréy odsaje a proplachne novou &h pufru s chaotropnimi solemi. Proces
se opakuje nejlépe jeSfednou,cimz Ize ziskatistou DNA adherovanou n&sticich.
Ta se poté uvalje pidanim vody nebo vhodného pufru, ktery neobsahbgotopni
soli. Smés se znovu centrifuguje. Vysledkem je roztok DNAdnaedimentem

silikatovychcastic ve zkumavce (Raclavsky 2003).
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4.7.3.2 Silikatové kolonka

Funguje na stejném principu, jako metoda popsasé.Wla rozdil od ni se ale silikat
nachazi v plastové zkumavce zvané kolonka a t@omecfmatrix. Jedna se o kondeg
dostupnou rychlou a spolehlivou metodu poskytuisk DNA o dostaténé cistote
pro tSinu nasledujicich aplikaci a v dnedni &ésk jedna o ne&astjSi zpisob izolace
genomové DNA. Na trhu je v stasnosti k dispozici celéada izol&nich kolonkovych
kit (nag. Qiagen, Sigma-Adrich, Geneaid, Macherey-Nagel m@y Research,
Top-Bio) (Ip et al.2015).

Obecny postup izolace je pratsinu komeénich kith stejny, niize se liSit
drobnymi modifikacemi,casovou narénosti nebo pouZitymi reagenciemi. Niéyek
se musi ziskat lyzatu#ladnym rozruSenim tkani a btk dostaténym pisobenim
proteazyci proteindzy K. Takto ziskany roztok se nanese olorikky. DNA obsazena
v lyzatu se navaze na silikatovou membranu a zbigetoku protée vlivem gravitace
do zkumavky pod kolonkou. Pro dokonalé odstrantekutiny bez navazané DNA
se provede centrifugace. Matrix s navazanou DNApENnyje promyvacim pufrem
a opt odstedi. Po promyti se nukleova kyselina vyvaze z mampneg¢astji elu¢nim
pufrem nebo vodou daredem pipravené nové sbné zkumavky (Shawt al. 2009).

U kolonkovych kifi, jeS& pred z&atkem samotné izolace, se musi brat v potaz
nékolik parametit. Z jakého druhu vstupniho materialu bude DNA izdlwa, jestli
Z ZivadisSné tkas, krve ¢i rostliny. Jaké mnozstvi vstupniho materialu jdigpozici,
proto existuji kity pro mala, sdni i velkd mnozstvi. Jaky ek je dekavan. Ten
se totiZ pohybuje &3inou viddech desitek mikrogranDNA ¢i RNA. Cistota vy&Zku,
uréend absorbanci &a (A260/A280), udavajici kontaminaci proteiny pehybuje
od 1,6 do 2,0 (dle vyrobce kitu). Tyto informacenmhou zvolit spravny izotai kit

pro laboratornéinnost (Raclavsky 2003).

4.7.4 Chelex

Metoda izolace nukleovych kyselin pomoci chelexwspecialni a jgasto vyuzivana
ve forenzni genetice. Chelex poskytuje kvalitniraxti DNA i z velmi malého
mnozstvi vstupniho materidlu, jakym ahe byt napiklad lidsky vlas. Cistota
vyizolované DNA je sice mensSi, ovSem pro PCR jeatesa. Tato metoda je pammé
levna a rychla. Velkou vyhodou je minimalizacegjén kontaminace vzorku, jelikoz

cely proces extrakce probiha pouze v jedné zkumdicedrychovaet al. 2012).
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Dle Giraffa (2000) je protokol izolace na bazi eel pouzitelny pro Siroké spektrum
organisnii.

Chelex je pryskiice, ktera je slozena ze styren — divinilbenzenokgperu,
je makromolekularni latkou, jejiz makromolekulayerena alesp ze dvou odliSnych
monometi. Na tuto latku se paruji iminodiacetatové ionty jo kovalent&
imobilizovana kyselina imidooctva (IDA). Pré&wyto ionty funguji jako chelatatory,
které vazi polyvalentni kovové ionty (Yared al. 1999). Dvojmocné kationty kév
obsazené ve vzorku (Ea Mn** a Md") mohou @i pisobeni vysokych teplot
(95 — 100°C) zfsobit poSkozeni DNA. Za alkalickych podminek zveS@helex
afinitu praw k témto katiorim. Mimo to, chelatace tiesnatych katiof (Mg®*) zvySuje
inaktivaci nukledz, které jsou zodpminé za degradaci DNA (DNA&zy). Klfgkationy
jsou nutné kili jejich enzymatické aktivit (Frydrychovéet al. 2012).

Principialré se v této metadizolace musi provést destrukce a homogenizace
vzorku. Nésleduje degradace bamych membran, proteina denaturace nukleové
kyseliny v alkalickém progedi a za fisobeni vysoké teploty (95 — 100°C). Dale
probih& centrifugace vzniklé suspenzeiglkoddéleni pryskyice a zbytk buns¢nych
komponent. Nad touto vrstvou se nachazi supernatasahujici DNA. Ta se iie
pouzit rovnou v PCR amplifikaci. Je vSdkha zabranit ffmému kontaktu pryskice
s PCR reakci, protoze Chelex je jejim inhibitorerhlor@kova et al. 2008,
Frydrychovéet al.2012).

4.7.4.1 Vliv skladovani

Caenazzceet al. (2009) vychazel se studie, ve které byl znovu iseviipad vrazdy

Z roku 1992. B opétovném vyseabvani byly pouzity k ziskani DNA 2 metody izolace
(CheleX™ 100 a QIAamp DNA Micro Kit [Qiagen]). Jeden z aymivanych vzork
obeéti byl skladovan 16 let ip teplo& —80°CO ostatni ip pokojové teplat. Pomoci
chelexu byly ziskany vhodné vysledky pouze ze wpkkery byl skladovanip-80°C,
zatimco pomoci kitu QIAamp DNA Micro Kit (Qiagerge podalo vyizolovat DNA

i ze vzorki, které byly uchovanyip pokojoveé teplat po dobu 15 let. Z toho vyplyva,
Ze izolace pomoci chelexu jecidna zvla& pri dodrzeni pisnych skladovacich
podminek.
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4.8 Modelovy organismus — motyli¢eledi liSajoviti (Sphingidae
Latreille, 1802)

Motyli celedi liSajoviti (Sphingidae) jsou velci az zawualinotyli, jejichz €lo

je aerodynamického tvaru. Jsou velmi dobrymi letéRozgti jejich kiidel

je 44 — 120 mm (Bin 2003), nej¢tsi lisaj Cocytius antaeuBrury, 1773) vSak rive

dosahovat rozfi kiidel az 175 mm (@@ura: 2014), nejetdi druh Zijici vCeské

republice je liSaj smrtihlavAcherontia atropos(Pechlat 2007).

Nekteré druhy se vyzrtaji typicky dlouhym a tlustym sosakem, zejménalkv
sani nektaru z velkych a hlubokych ¢kiv rostlin. Jiné druhy se vyzdaji pouze
kratkym a tuhymxi dokonce zcela redukovanym sosakem. Tykadla byzadpriena
ostrym hrotem a u samigsou porostla dsmaradami Sticek. Redni Kidla jsou vzdy
veétSi, maji tSi plochu a jsou obvykle zbarvena nendgadevyrazs, zatimco zadni
kiidla byvaji velmi barevna. &dy jsou oba paryikdel téngi celé sklovi¢ prahledné.
V klidu piedni Kidla prekryvaji ta zadni, motyl je proto velmi d@&b maskovan
pied predatory. & maji velké a lysé (Pechlat 2007).

VétSina druli lisaju je aktivni po setini nebo v noci, ovSem matést mize
byt aktivni i ve dne. Bktefi liSaji jsou tazni, migranti (8in 2003).

Celkovy pa@et druhi celedi liSajoviti se pohybuje okolo 1200¢ehoZ nejvice
druh se nachazi v tropickém podnebném péasu. Na Ugaské republiky mZeme
zaznamenat pouze 19, a to zejména ¥ dktly k ndm pilétaji nebo se zde rozmnoZuji
(Pechlat 2007).

Samice kladou vajka zpravidla na spodni stranu listu Zivné rostinyylihlé
housenky darstaji do velikosti i vice nez 10 cm. Housenky j9gs€ a na osmém
¢lanku mohou mitirzek nebo trn. # vyruSenicéi v nebezpé& se housenky mohou stav
do vyhruzné polohy vzimenim pedni ¢asti €la, ¢imz odhali varovnou kresbu.
Ta mize svym prokreslenimiipominat @i. Tento postoj fipomina tvar sfingy, jenz
dal latinsky nazev celéeledi. Kukly jsou ulozeny v kofitce pod zemi, nebo dce
u povrchu widkém zamotku. Takto i obvyklefgzimuji. Nez se motyl vylihne, ke
ve stadiu kukly setrvat igkolik let (Tykas 1963, Hirka aCepicka 1980, Pechlat 2007).
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4.8.1 LiSaj svlaécovy (Agrius convolvul)

Lisaj svia&covy (Agrius convolvuli je druhy nejutsi lisaj vyskytujici se Ceské
republice. Barev® ponmerné snadno rozpoznatelny. Je rdesi i Vv tropickych

a subtropickych krajich jizni Evropy, Afriky,i&dni Asie a indoaustralské oblasti. Jeho
vyskyt je podmitin klimatickymi podminkami a &mi doké (Stouras 2014). Nejastji

je vidét za soumraku, jakipléta z kétu na k¥t a saje nektar @in 2003). Obvykle

je pozorovan na volfjsich prostranstvich. V hustém lese se dénmmevyskytuje
(Stouras 2014).

U nés paf k nejwtsim drutim lidaj, v Ceské republice je druhym né&pgim
liSajem po liSaji smrtihlavovi Acherontia atropos Rozgti kiidel se pohybuje
v rozmezi 80 — 120 mm (Carter 1998). Zbarveiidd pripomina kiru stromi, v klidu
je tak motyl na kmeni vybotnhmaskovan. Zadek lemuji stidajici se pruhyerné
amzové, které jsou ve igdni linii preruSeny tmavym podélnym pruhem
(viz Obrazek 1 a 2) (Tykal963). Sosak dosahuje délky az 10 cm, s nimZ @oka¥
nektar z dlouhych trubkovitych kta i za letu, tim vznika typicky bzivy zvuk
(Mucha 1962).

Samice klade az 200 v&k na spodni stranu listu. #@ai probiha népstji
v noci nebo ped rozedsnim (Souras 2014).

V Ceské republice se lihnou 2 generace housenek zaPrvki od kétna
do koncecervna, druha pak n&gsgji od poloviny ¢ervence dadijna. Housenky jsou
velmi Zravé, pjimaji potravu ve dne i v noci. Barva housenekdtinou hida, rekdy
i zelena. Na the€ ma vyraznyerny pruh. Fes den byvaji ukryté v podrostu nebo jsou
ukryté nElce zahrabané v zemdin Stadium housenky trva v naSich podminkéch
35 — 45 dni, ddrsta délky az 12 cm. Kukla je dlouha okolo 5 — 6 ¢maw hreéda
aleskla (Hirka a Cepicka 1980). Motyl prvni generace zpravidla nej@naatimco
motyl druhé generace sedpakukli a takto fezimuje ($ouras 2014).

NejcasgjSi hostitelskou rostlinou je swdac rolni Convolvulus arvensid..)
(Mucha 1962).
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Obréazek 1 -LiSaj svlascovy (Agrius convolvuli samecReza 2013)

(3falsfefr]efofuofufizfsfua]s

Obréazek 2 -Lisaj svlacovy (Agrius convolvuli samice Rez& 2013)
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4.9 Sphingidae museum

Sphingidae museum je muzeumdnich motyh celedi liSajovitych, jejiz kolekce
je druhou nejucelefgi sbirkou lisaj na s¥té, tou prvni je Muzeum fjrodnich &d
v Londyrs. Nachazi se v ekologickém centru Orlov nedalekibrBmi. Momentala
sbirkacita na 1 325 druhliSaji a vice nez 200 000 exemfila

Muzeum a odbornacinnost kolem 8 vznikla proto, aby pspela
do celos¥tového ¥deckého monitorovani vyskytu hmyzu. Snahou je twal@vovat
a popsat nové druhy hmyzu, poskytnout moZznost diskadbornikm, ale také
informovat Sirokou viejnost a pomahat publikovat vysledkyésdielim, kteai tuto
moznost nemaji.

Zakladatelem aeditelem Sphingidae museaCeské republice je entomolog
Toméas Melichar Ceska spolénost entomologickaipAkademii wd Ceské republiky).
Kromé n¢j ma muzeum jest odborné zahratii poradce. Z Francie je to kurator
Narodniho muzea fpodnich ¥d v Pd&izi a vyzkumny pracovnik montrealského
Insectaria Jean Haxaire a z Velké Britanie kurdflmzea pirodnich wd v Londyré
lan J. Kitching. O utovani druli lisaji pomoci morfologickych znakse stard kurator
muzea v Orlo¥ u Plzré pro oblast Lepidoptera Mich&llezé&:.

Neopomenutelnou aktivitou muzea je také vydavadbooného casopisu
The European Entomologjdttery se zabyva popisem novych didimyzu a to nejen
z ¢eledi Sphingidae a vychazitvrtletné. Obsahuje také informace o p#bbych
expedicich.

Muzeum se zabyva védvanim Siroké Jejnosti a poskytuje odborné
pirednasky natizna témata. Zajemci se mohou fiklad dozwdét, jaka je metodika
skri vzorka, jak probiha jejich DNA analyzdi se seznamit s faunou a florou deStnych
prales: Indie.

Sphingidae museum ro&h spolupracuje s projektem Barcode of Life Data
System (BOLD) a dava si za cil obohatit knihovnudermi ¥decké klasifikace
o0 barcody hmyzu. ¥eckému tymu muzea Sphingidae se jiz pibalapopsat
k dneSnimu dni (17.2.2015) vice nez 25 novychruh
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 lzola¢ni kity

Izolace probihala pomoci vybranych, kowrer dostupnych, kolonkovych izaiaich
kitt Geneaid (New Taipei, Taiwan), Qiagen (Hilden, Gamg), Top-Bio (Prahaeska
republika), Macherey-Nagel (Duren, Germany), Zymas&arch (Irvine, USA)
a magnetické separace firmy Chemagen (Baesweilerm&ny). Pro &ely tohoto
experimentu byla inkubace pofigéni proteinazy K u vSech izaéleich Kiti
standardizovana na 1 hodinu, aby bylo mozZesmji stanovit celkovytas izolace.

Pro pgedstavu uvadim jednoduché schéma principu izolab&A Opomoci
silikatové kolonky (viz Obrazek 3). Upraveno dleca@iniho protokolu izolaniho kitu
innuPREP DNA Micro Kit (Analytik Jena).

Lyza analyzovaného materiilu

Navarani DNA na silikat

Precisténi naviazané DNA

Eluce DNA

Obrazek 3- Zé&kladni schéma izolace DNA silikatovou kolonkou.
Upraveno dle protokolu izataiho kitu innuPREP DNA Micro Kit (Analytik Jena)
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5.1.1 Geneaid Genomic DNA Mini Kit (Geneaid)

Priprava
Nahtejeme termalni blok na 60°C. Ehi pufr (Elution buffer) rov&Z naltejeme
na 60°C.

Protokol

Vzorek vlozime do 1,5 ml zkumavky a jetnrozmelnime homogenizai plastovou
ty¢inkou. Ridame 200 ul pufru GT. Pot&igame 20 pl proteindzy K, zvortexujeme
a nechame inkubovat v terméalnim blokug0D°C hodinu.

Po hodig inkubace pdame 200 pl pufru GBT, @b zvortexujeme a nechame
inkubovat dalSich 20 minut v termalnim blokti feplo€ 60 °C. Ke vzorku nasledn
piidame 200 pl ethanolu a vortexujeme 10 sekundésStiskanou vigdeSlém kroku
piepipetujeme do kolony a centrifugujeme 1 minutugbaikach 8200 rpm. Kolonku
vyjmeme z centrifugy a odpad z centrifdgazkumavky vylijeme. Zkumavku vratime.
Do kolonky napipetujeme 400 pl pufru W1, vratime amtrifugy a centrifugujeme
1 minutu @i ot&kach 8200 rpm. Vyjmeme kolonku z centrifugy, obsahntrifuga&ni
zkumavky vylijeme a vratime #p ke kolonce. Do kolonky napipetujeme 600 ul
promyvaciho pufru (Wash buffer) a centrifugujemenihutu @i otatkach 8200 rpm.
Kolonku opt vyjmeme z centrifugy a obsah centrifdgazkumavky vylijeme, vratime
ke kolore a jeSt dodaténé centrifugujeme 3 minutyipotéakach 13 000 rpm.

Zkumavku s odpadem vyhodime a kolonku umistime deénl,5 ml zkumavky.
Do kolonky napipetujeme 100 pl €hiho pufru (Elution buffer) a nechame inkubovat
5 minut @ laboratorni teplat Po této dob centrifugujeme 1 minutuip ot&kach
8200 rpm. Kolonku vyhodime a lyzatgpipetujeme do PCR zkumavky a uchovavame

pii -20°C k dalSim analyzam.

Modifikace

V protokolu od vyrobce se uvadi, Ze inkubace pdidgni pufru GT
a proteinazy K by rla trvat 30 minut fi 60°C. Pro dely tohoto experimentu byla
inkubace u vSech izalaich kiti standardizovana na 1 hodinu, aby bylo mozesmji

stanovit mnoZzstvi extrahované DNA, kvalitu a celkoas izolace.
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5.1.2 QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen)

Priprava
Nahtejeme termalni blok na 56°C. Pokud pufry AL a ATbsahuji precipitaty,
rozpustime je zahtim na 70°C. Pufr AW1 a AWXipravit dle ndvodu vyrobce.

Protokol

Vzorek vlozime do 1,5 ml zkumavky a jetnrozmelnime homogenizai plastovou
ty¢inkou. Ridame pufr ATL na kon@y objem 100 ul roztoku ve zkumavce. Késin
piidame 10 pl preteinazy K. Nechame inkubovat. Paliaci gridame 100 ul pufru AL

a vortexujeme 15 sekund. Po dostagan promichani nechame vzorky inkubovat ne
termalnim bloku 10 minut ip teplo& 56 °C. Po inkubaci fiZeme zkumavky
centrifugovat, aby se kondenzovana voda dostaléka vzt do roztoku. Eidame 50 pl
ethanolu (96 — 100%), vortexujeme 15 sekund a meehinkubovat 3 minuty
pii laboratorni teplat Opst maZzeme centrifugovat, aby se kondenzovana voda @ostal
zpst do roztoku. Lyzat fepipetujeme do QiaAmp MinElute kolonky s 2 ml zkwhiau

a centrifugujeme 1 minutufipot&kach 8000 rpm. Kolonku vyjmeme z centrifugy
a obsah centrifugai zkumavky vylijeme. Ke koloncefiddme novou 2 ml zkumavku
a do kolonky napipetujeme 500 ul pufru AW1, cengifjeme 1 minutu ijp ot&kach
8000 rpm. Kolonku vyjmeme z centrifugy a obsah g&rgacni zkumavky vylijeme.
Ke kolonce pidame novou 2 ml zkumavku a do kolonky napipetujes08 ul pufru
AW2, centrifugujeme 1 minutu ip ot&kach 8000 rpm. Poté centrifugujeme ¢est
jednou 3 minuty p otatkach 13 000 rpm. Kolonku viloZzime do 1,5 ml zkumavky
a napipetujeme 20 — 100 pl pufru AE. Inkubujeme ibutu @i laboratorni teplat

a poté centrifugujeme 1 minutdipt&kach 13 000 rpm. Kolonku vyhodime a lyzat

piepipetujeme do PCR zkumavky a uchovavaiine 20°C k dalSim analyzam.

Modifikace

Pufru ATL bylo gidano 200 ul a proteinazy K20 ul #évibdu velikosti vzorku
(cela kortetina). Objem pufru AL byl optimalizovan na 200gq.kon&né, objem pufru
AE byl z rozmezi 20 — 100 ul stanoven na 50 pl.
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5.1.3 NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagel)

Priprava

Nahtejeme termalni bloky na 56°, 70°C a 90°@pRavime si pufr B5 a proteinazu K.

Protokol

Vzorek vlozime do 1,5 ml zkumavky a jetnrozmelnime homogenizai plastovou
ty¢inkou. Ridame 80 ul pufru T1 a 8 ul proteindzy K. Vortexnge 10 sekund
a nechame inkubovat na termalnim bloku, dokud seekzkomplets nezlyzuje, tj. pes
noc nebo 1 — 4 hodiny. Po inkubag¢idame ke vzorku 80 ul pufru B3 a vortexujeme
10 sekund. Sis inkubujeme 5 minut na termalnim blokiti fgplo& 70°C. Po inkubaci
nechame lyzat zchladnout na laboratorni teplotu. Zébladnuti s®si pridame
ke vzorku 80 pl ethanolu (96 — 100%) a vortexujdiiesekund. Vzorekippipetujeme
do NucleoSpin kolonky s 2 ml &imou zkumavkou a vloZzime do centrifugy, kdegsm
centrifugujeme 1 minutuipot&kach 11 000 rpm. Zkumavku vyhodime a nahradime
novou. Do kolonky fidame 50 ul pufru B5 a centrifugujeme 1 minuti @akach
11 000 rpm. Zkumavku vyhodime a nahradime novouk@onky gidame 50 pl pufru
B5 a centrifugujeme 2 minutyfipotakach 11 000 rpm. Kolonku vloZzime do nové
1,5 ml zkumavky aidame 20 ul pufru BE naigtd kolonky. Centrifugujeme 1 minutu
pii ot&kach 11 000 rpm. Pro odstim zbyvajiciho ethanolu ze vzorku vyrobce
doporiuje umistit zkumavku na termalni bloki peplog 90°C s otekenym vikem
po dobu 8 minut. Lyzatippipetujeme do PCR zkumavky a uchovavartie-p20°C

k dalSim analyzam.

Modifikace

V protokolu od vyrobce se uvadi, Ze inkubace pdidgmi pufru T1

a proteinazy K by ®a trvat gFes noc nebo 1 — 4 hodiny. Préely tohoto experimentu
byla inkubace u vSech iza@laich kith standardizovana na 1 hodinu, aby bylo mozné

piesrEji stanovit mnozstvi extrahované DNA, kvalitu akeely ¢as izolace.
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5.1.4 ZYMO ZR Tissue & Insect DNA MicroPrep™ (Zymo Reseach)

Priprava
U izolatniho kitu ZYMO ZR Tissue & Insect DNA MicroPrep™ mienutné vzorek
nechat inkubovat ip vySSich teplotdch, nez laboratornich. Z tohivatiu neni teba

Z&dna piprava.

Protokol

Vzorek vlozime do zkumavky ZR BashingBead™ Lysiddwa pidame 750 pl Lysis
Solution. Zkumavku vloZzime naepaku, nastavime na maximalni rychlost a nechame
pracovat 10 minut. Poté vloZzime do centrifugy atigujeme 1 minutu $ otakach
11000 rpm. Objem 400 ul vzorku z ZR BashingBead™epipetujeme
do Zymo-Spin™ [V Spin Filter (oranZové ¢kb) se zkumavkou a centrifugujeme
1 minutu @i ota&kach 7000 rpm. Do takto ziskaného filtratidgme 1200 pl Genomic
Lysis Buffer a promichame. Z této &snpreneseme objem 800 pl do Zymo-Spin™ IC
kolonky se zkumavkou a centrifugujeme 1 minuti ggakach 11 000 rpm. Obsah
zkumavky vylijeme a ofi centrifugujeme 1 minutuipot&kach 11 000 rpm. iRlame
200 pl Pre-Wash Buffer do kolonky s novou zkumavkogentrifugujeme 1 minutu
pii ot&kach 11 000 rpm. Po centrifugactigame ke vzorku 500 pl g-DNA Wash
Buffer a ot centrifugujeme 1 minutu ip ota&kach 11 000 rpm. Potéirgneseme
Zymo-Spin™ IC kolonku do nové 1,5 ml zkumavkyigdgame 30 — 50 ul DNA Elution
Buffer. Centrifugujeme 30 sekundi ptatkach 11 000 rpm. Kolonku vyhodime a lyzat
piepipetujeme do PCR zkumavky a uchovavaiine 20°C k dalSim analyzam.

Modifikace

V protokolu od vyrobce se uvadi, Zze do Zymo-SpinT® Kolonky se ma ifidat
30 — 50 ul DNA Elution Buffer. Prodély tohoto experimentu byl objem stanoven
na 20 pl. Vzorky bylyfepany na FastPrep FP120 (Thermo Savant, Carlstgal),. U
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5.1.5 DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio)

Priprava

Nahtejeme termalni blok na 95°C.

Protokol

Vzorek tkag viozime do 1,5 ml zkumavky a jemrrozmelnime homogenizani
plastovou ty¢inkou. Ke vzorku pidame 75 ul DEP-25 START-Blue reagens tak,
aby byla tké& kompletr® pondena. Smis nechame inkubovat na termalnim bloku
20 minut @i teplog 95°C. Po inkubaci vzorek ochladime na laboratdaglotu

a pidame do zkumavky 75 ul DEP-25 STOP reagens aexgeme. Poipdani STOP
¢inidla se START-Bluetinidlo zmeni na bezbarvy roztok. Tento finalni roztok je jiz

mozné pouzit jako zdroj templatové DNA pro nasledRER reakci.
Modifikace

Vyrobce uvadi, Ze objem DEP-25 START-Blue reagenspzné manit dle poteby,
je vSak nutné upravit objentigané DEP-25 STOP reagens a to v pani:l.
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5.1.6 Column DNA Lego Kit (Top-Bio)

Priprava
U izolatniho kitu Column DNA Lego Kit, neni nutné vzorekchat inkubovat

pii vySSich teplotach, nez laboratornich. Z tolieatiu neniiteba Zadnaifprava.

Protokol

Vzorek tkag viozime do 1,5 ml zkumavky a jemrrozmelnime homogenizani
plastovou tyinkou. Ke vzorku fidame 3 dily DNA vazebného pufru L1. 8sn
inkubujeme 1 minutuip laboratorni teplat za jemného michani kazdé 2 minuty. Poté
vzorek vloZzime do centrifugy a centrifugujeme j§ Sekund i ot&kach 8000 rpm.
Supernatant (<800 pl)igpipetujeme do kolonky na &bé zkumavce. Tento set
umistime do centrifugy a centrifugujeme jej 1 minyki ot&kach 13 000 rpm.
Kolonku vyjmeme z centrifugy a odpad z centrifagiazkumavky vylijeme. Zkumavku
vratime. Do kolonky napipetujeme 700 pl Wash buff@ a ot centrifugujeme

1 minutu @i 13 000 rpm. Kolonku afi vyjmeme z centrifugy a odpad z centrifaga
zkumavky vylijeme. Zkumavku vratime. Do kolonky i@gtujeme 500 pl Wash buffer
L2 a znovu centrifugujeme 1 minutdi 23 000 rpm. Odpad vylileme a kolonku znovu
centrifugujeme 1 minutu ip ot&kach 13 000 rpm pro odstiar zbytkového
promyvaciho pufru. Kolonku s navazanou DN#emeseme do nové 1,5 ml zkumavky
a pidame 50 ul Elution buffer L3. Nechame inkubovétlgboratorni teplat 2 minuty

a smés centrifugujeme 1 minuturipotakach 13 000 rpm. Pro zvySeni eluce je mozné
jest jednou tento proces opakovat.

Modifikace

Po diskusi s vyrobcem tohoto kitu byla pro zvySétinnosti izolace dopogtiena
inkubace s proteindzou K. Inkubace trvala dle saadidace protokolu 1 hodinu.
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5.1.7 DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio) piefiSténa kolonou Column DNA
Lego Kit (Top-Bio)

Priprava

Nahtejeme termalni blok na 95°C.

Protokol

Vzorek tkag viozime do 1,5 ml zkumavky a jemrrozmeElnime homogenizani
plastovou ty¢inkou. Ke vzorku fidame 75 ul DEP-25 START-Blue reagens tak,
aby byla tk& komplet& pondena. Smis nechame inkubovat na termalnim bloku
20 minut i teplo& 95°C. Po inkubaci vzorek ochladime na laboratdeglotu

a pidame do zkumavky 75 pl DEP-25 STOP reagens axugdame. Po fidani STOP
¢inidla se START-Blu€ginidlo zméni na bezbarvy roztok. Tento roztokepipetujeme
do kolonky na sérné zkumavce. Tento set umistime do centrifugyrdriéegujeme jej

1 minutu @i ota&kadch 13 000 rpm. Kolonku vyjmeme z centrifugy a adip
z centrifugé&ni zkumavky vylijeme. Zkumavku vratime. Do kolonkgpipetujeme 700
pul Wash buffer L2 a afp centrifugujeme 1 minutuip 13 000 rpm. Kolonku aofi
vyjmeme z centrifugy a odpad z centrifdgazkumavky vylijeme. Zkumavku vréatime.
Do kolonky napipetujeme 500 pl Wash buffer L2 awznoentrifugujeme 1 minutuip
13 000 rpm. Odpad vylileme a kolonku znovu cengifieme 1 minutu ifp otatkach
13 000 rpm pro odstr&ni zbytkového promyvaciho pufru. Kolonku s navazaBiNA
pieneseme do nové 1,5 ml zkumavky iaddgme 50 pl Elution buffer L3. Nechame
inkubovat i laboratorni teplat 2 minuty a srés centrifugujeme 1 minututipot&kach

13 000 rpm. Pro zvySeni eluce je mozné&jgdnou tento proces opakovat.

Modifikace

PreciSteni DNA pomoci Column DNA Lego Kit (Top-Bio) po izti kitem DEP-25
DNA Extraction Kit (Top-Bio) je nestandardnim prktdem. Zvolen byl z dvodu
neapliné lyzi tvrdych tkani hmyzu. Top-Bio kolonadygvolena s ohledem na stejného
vyrobce izolgniho kitu DEP-25 DNA Extraction Kit. Tuto modifikacsi vyZzadal
vyrobce pro srovnani svych metodicky odlisnychikijelikoZz pi pouziti samotného
kitu DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio) nelze &it mnozstvi adistotu extrahované
DNA.
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5.1.8 Chemagic DNA TissuelO Kit (Chemagen)

Priprava

Nahtejeme termalni blok na 55°C

Protokol

Vzorek tkam viozime do 1,5 ml zkumavky a jemrrozmeElnime homogenizani
plastovou tyinkou. Ridame 100 ul Lysis Buffer 1, obsahujici proteindzu K.
Inkubujeme hodinu ip teplo€ 56°C. Klyzatu piddme 75 ul nesuspendovanych
magnetickychcastic, gedmichanych s 263l Binding Buffer 2. Promichame pomoci
pipety a nechame inkubovatidaboratorni teplat 10 minut. Po inkubaci vloZzime
zkumavky do magnetického separatoru (Chemagic), sshykomplex magnetickych
castic s DNA separoval keést zkumavky. Nechametgobit 2 minuty. Po inkubaci
odstranime supernatant a zkumavky vyjmeme od maghgtiame 50Qul Wash Buffer

3 a resuspendujeme magnetickéstice pomoci pipety. Zkumavky &pvlozime

k magnetm a nechame (sobit 1 minutu. Po inkubaci odstranime supernatant.
Zkumavky vyjmeme od magngt piidame 500ul Wash Buffer 4, resuspendujeme
a inkubujeme 1 minutu na magnetech. Poté odstranvi®eehen pufr a zkumavky
nechame na magnetechiddme 1 ml Wash Buffer 5, tak abychom neposkodiletku

z magnetickycltastic. Inkubujeme 90 sekund bez resuspendovaniypé&leté opatré
odstranime veSkery pufr.iiame 100ul Elution Buffer 6, v 8mZ resuspendujeme
komplex magnetickycltastic s DNA pomoci pipety. Inkubujeme 10 mintit teplot
55°C. Zkumavky umistime k magidet a nechame inkubovat 2 minuty, poté

piepipetujeme ddisté zkumavky a uchovavameé g 20°C k dalSim analyzam.

Modifikace

V ramci metodiky nebyly uplatmy Zadné modifikace.
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5.2 Analyzovany soubor vzorki a jejich odbér

Soubor vzork, z nichZz byla extrahovana DNA, byl #em druhem néniho motyla
liSaje svl@&cového Agrius convolvul, které poskytlo Sphingidae Museum
Ekologického centra Orlov.

Dle Rez&e (Ekologické centrum Orlov 2015) se vzorky odgbigimym
sbérem, pomoci smykaciho &ai, nebo pomoci s¥elnych pasti po zapadu slunce
do rozliesku. K tomuto €elu se pouziva bilé platno o velikosti 3x3 metrier& je
napnuté ve svislé poloze. V howtésti platna je fipevréna rtova vybojka o vykonu
125 - 250 W.

K usmrceni exempié je pouzitépavek, ktery se injakeé aplikuje do oblasti
thoraxu. Po usmrceni se vzorky ulozi do hladkyclpinpaych séka s popisky
obsahujici Udaje o nadiské vySce a konkrétni zé€pisné poloze, ktera je tena
pomoci systému GPS. && s jedinci jsou uloZeny do box které jsou pravideth
vétrany, dokud vzorky dostate¢ neuschnou. Tim segdchazi napadeni plisni. V této
fazi jsou vzorky pipraveny k preparaci. Pokud neni mozZzné vzorky pemd
bezprostedre po skEru a uschnuti, ukladaji se do mrakyi na dobu min. 24 hodin
a poté se ukladaji do hermeticky uveho boxu mimo dosah&ha za stalé teploty
a vihkosti.

Pred samotnou preparaci se vzorek rogvinrozvihtovadle. Rozvitovalo je
hermeticky uzakena nadoba s roStem. Pod rost se nalévd voda Hhderi probiha
pomoci vodnich par bezimého styku vzorku s kapalinou. U velmi starych rkioje
ttreba delSi doba pro rozwéni. Pro zamezeni vzniku plisni v tomto obdobi gZneé
pridat do vody gkolik kapek dezinfe&niho prostedku na bazi chléru. Standardni doba
rozvlhé¢ovani trva 2 — 5 dni. Poté se exeniplaapnou na napinadlo a fixuji do koné
podoby a nechaji @vyschnout. Tento proces trva 9 dni.

Po vyschnuti se vzorky fipeviiuji do entomologickych krabic a ulozi
do mrazdku na minimain24 hodin. B pifedchozim napadeni exemiia nagiklad
pisivkami (Psocoptera§i kozojedy (Dermestinae), Kiepoziraji organické zbytky,
je krabice s materialem ogemna insekticidem (Biolit).

Po veSkerém oSemni jsou exempt& umisény do sbirkovych krabic. Ty jsou

vzducho¥sné a uloZzené na midtez fistupu s¥tla pri stalé teplat a vihkosti.
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Z kazdého jedince byla klaboratornim analyzdm oiteb pouze jedna
koncetina ze zadniho paru nohou, stetilpomoci rukavic, skalpelu a pinzety.

Vzorky se od sebe liSily dobou &b v pirodé. K pokusu byly k dispozici
vzorky z let 2000, 2004, 2008 a 2012.

5.3 lzolace DNA

DNA pro analyzu byla extrahovana ze zadniho panéétin hmyzu. Tyto vzorky byly
rozdrceny pomoci plastového tldu. Takto upravené biologické vzorky byly
vystaveny jisobeni pufru a proteindzy K po dobu 1 hodiny. lzelgenomové DNA
byla provadna pomoci magnetické izolace (Chemagen) a&mnylo¢kolika komeené
dostupnych izoknich kiti (Geneaid, Top-Bio, Qiagen, Macherey-Nagel,
Zymo Research). &iem izolace se postupovalo dle protdkelrobdi. Modifikace,
které byly pouzity, jsou podrobjp popsany u popisu jednotlivych kit
(viz kapitola 5.1 Izolani kity).

5.4 Ovéreni kvality a kvantity izolované DNA
Kvalita izolované DNA byla osfena pomoci elektroforézy na 1% agarézovém gelu.
Na gel se nanasely 4 ul DNA s 1 ul sacharozy, jakeizualizani cinidlo.

Koncentrace DNA byla ®&fena pomoci fistroje NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) a ponabsorbance 260/280, ktery
udavéacistotu extrahované DNA. Idedldistota izolované DNA se liSi dle vyrobce kitu
(idealre 1,8 — 2). Porér koncentrace distoty izolované DNA byl srovnavan s typickou
kiivkou nukleové kyseliny dle manudlu Nucleid Acidtely je sodasti fFistroje
(viz Obrazek 4).
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5.5 PCR

PCR metoda byla pouzita pro ziskani dosta#bo pdtu kopii sekvence gen@Ol pro
nasledné dalsi éveni kvality izolace pomoci sekvenovani. Pro anmi@idi genuCOlI
byly primery LepF1 a LepR1ipvzaty z prace Hebeet al. (2004) a primery MLepF1
a MLepR1 byly pevzaty z prace Hajibabaet al. (2006b). Jejich sekvence a zakladni
popisné charakteristiky jsou uvedeny v tabulkaeh3

PCR reakni snts byla gipravovana na ledu. K re&ki snesi se pidaval 1 pl
DNA a jeji vysledny objem byl 1@l. VeSkeré koncentrace a objemy jednotlivych

reagencii jsou uvedeny v tabulce 1.
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Pro gipravu PCR reaini snesi u genuCOIl byly pouzity nasledujici reagencie:
- PPP Master Mix (Top-Bio, Prah&R) — 150 mM Tris-HCI (pH 8,8),
40 mM (NH,),SOy, 0,02 % Tween 20, 5 mM Mgg1400uM kazdy dNTP,
100 U/mITagDNA polymeraza, barvivo, stabilizatory a aditiva
- Primery (IDT Inc., Coralville, USA) — zasobni rokt@00 pmoljl, pracovni
roztok 10 pmoldl
- Ultragista HO (Top-Bio, Praha(eska republika)

Tabulka 1 - SloZeni reani smési PCR pro 1 vzorek

Reagencie Mnozstvi Finalni koncentrace
dH,O 3,2 ul
PPP Master mix 5 ul 1x
Mg** 0,4 ul 1mMm
Ptimy primer 0,2 ul 0,2 uM
Zpétny primer 0,2 ul 0,2 uM
DNA 1l 20-50ng
Celkové mnozZstvi 10 pl

Tabulka 2 - Sekvence pouzitychtmych a zgtnych primeti

Nazev Sekvence 5°- 3’ nulljlgéoeiitdﬁ
Lep_F1 ATT CAACCAATC ATAAAG ATATTG G 25
Lep_R1 TAA ACT TCT GGA TGT CCA AAA AAT CA 26
MLep_F1 GCT TTC CCA CGA ATA AAT AAT A 22
MLep_R1 CCTGTTCCAGCTCCATITTT 20
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Tabulka 3 - Zakladni popisné charakteristiky pouzitych pnitne
Tm[°C] Tm[°C] Tn[°C]

Nazev GC
OLIGO Primer Expres ABI [%]
calculator
Lep F1 63,5 545 56,29 28
Lep R1 68,1 59 60,8 31
MLep_F1 60,9 52,1 53,98 32
MLep_R1 63,8 55,9 58,16 50

PCR probihala za&thto podminek:

Uvodni denaturace 95°C 3 min.
Denaturace 95°C 40 s.

Annealing 49°C 40 s. 40x%
Elongace 72°C 1 min.

Zawretna elongace 72°C 5 min.

Chlazeni 4°C 0

Tabulka 2 zndzawuje sekvenceifimych a zptnych primet dlouhych fragmerit
(658 bp, Lep_F1 a LepR1) a kratkych fragnief®11 bp, Lep_F1 a MLep_R1; 407 bp,
MLep_F1 a Lep_R1) pro amplifikaci sekvence g&i.

Rozdil T (°C) mezi gimymi a zgtnymi primery by nerdl byt vétSi nez 1°C.
V tabulce 3 v8ak pozorujeme rozdil az 5°C. Je twoddravépodobré nespecifickymi
primery, které musi pokryt celfad Lepidoptera, ies to, Zze se pravdodobré nachazeji
v konzervativijSich oblastech. Nebylo tedy mozné vyivovhodnrsjSi primery
dle spravného designu a proto sdevwzaly z mvodnich \deckych praci
Hebert et al. (2004) a Hajibabaei et al. (2006[@viinout vhodsi design neni mozné
kvuli kratké sekvenci konzervativni oblasti. Rozdiltéploty tani u jednotlivych
softwaiti (OLIGO, Primer Expres, ABI calculator) jsou damyjigh tiznymi metodami
VYPOCta.

Procentualni obsah GC (guaninu a cytosinu) selndegdohybuje v rozmezi
40 — 60 %. V tabulce 3 vSakireme vidt i obsah pouhych 28 %, to je tgmbeno
vysokym procentuélnim zastoupenim AT (adenin, timymimitochondrialnim genomu.
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Amplifikace Useku genCOl byla provadna na automatickych cyklerech ABI
Verity 96 Well (Life Technologies Corp., CarlsbadSA) a na GeneAmp 9700
(Life Technologies Corp., Carlsbad, USA). Po uweni amplifikace se PCR produkt
uchovaval p teplo& -20°C, dokud nebyl pouzit k dalSim reakcim. VysledPCR

reakce byl o¥en na gelové elektroforéze na 3% agardézovém gelu.

5.6 Elektroforéza

Pro owieni vysledk izolace, pitomnosti PCR produlit po amplifikaci a k uteni
velikosti amplifikovanych fragmefit genu COIl byla pouZzita horizontalni agarézova
gelova elektroforéza. Koncentrace agarézového dmila 1% (kontrola izolace)
nebo 3% (kontrola amplifikace). Byla pouzita agardkgarose SERVA for DNA
electrophoresis (SERVA Electrophoresis GmbH, Héidej, Nmecko). K pipraw
gelu byl pouzit 1x TBE pufr (Sigma-Aldrich Corp.t Bouis, USA). Jako vizualizai
barvivo byl pouzit ethidium bromid (Top-Bio, Pral&eska republika) (zasobni roztok
5 mg/ml, konéna koncentrace v gelu 04g/ml). Pro aplikaci vzork, pii ovéreni
kvality a kvantity izolované DNA, byl pouzZit nan&$e pufr pipraveny
ze 40% sacharézy, B, bromfenolové maid a 100x TE pufru
(Sigma-Aldrich Corp., St Louis, USA)iRovérovani kvality a kvantity PCR fragmeint
byl pouzit PPP Master mix ve sloZeni ré&aiksnesi, tudiz nebylo nutné pouzit nanaseci
pufr, jelikoz PPP Master mix jiz obsahuje aditiveo gimou vizualizaci. Vlastni
elektroforéza probihala v 1x TBE pufri papsti 4V/cm po dobu 30 minut. Pro zj&ii
velikosti PCR fragmeita kontrolu izolace byly pouzityizné hmotnostni markery
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA). \kalsti jednotlivych marker jsou
uvedeny vtabulce 4. Pro vizualizaci izolované DNByl pouZzit Electronic
UV Transilluminator (Ultra IUM Inc., Claremont, USA) a pro piaeni fotografii gel
byl pouzit fotoaparat Canon Power Shot G6. Proalizaci PCR fragmeitbyl pouzit
UV transluminator E-BOX VX5 (SCHOELLER INSTRUMENTS,r.0., PrahaCeska
republika).
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Tabulka 4 - Velikosti hmotnostnich markeér

Mikb?! M100°
10 000 1 000
8 000 900
6 000 800
5 000 700
4 000 600
3500 500
3000 400
2 500 300
2 000 200
1 500 100
1 000
750
500
250

’GeneRuler 1 kb DNA Ladder
3GeneRuler 100 bp DNA Ladder

46



5.7 Sekvenovani PCR produkii

Pro ovteni pivodu amplifikovanych fragmeatbylo provedeno fimé sekvenovani
PCR produki. PCR produkty byly purifikovany pomoci MinElute R@urification Kit
(Qiagen GmbH, Hilden, &necko) dle protokolu vyrobce a jejich koncentraggéab
ovéiena pomoci spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thernshef Scientific Inc.,
Waltham, USA).

Sekvenani reakni smés byla gipravena pomoci BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit v3.1 (Life Technologies Corp., Caald, USA) dle navodu vyrobce
na vysledny objem 1@l (viz Tabulka 6). MnoZstvi DNA p&tbné pro sekvedai
reakci bylo uéeno na zaklatlkoncentrace éistoty PCR produktu (viz Tabulka 5).

Tabulka 5 - MnoZstvi PCR produktu (ng) prdipravu 10 pl sekverai reakni snesi

Velikost PCR Potiebné mnozstvi pro

produktu sekvend&ni reakci
100 — 200 bp 1-3ng
200 — 500 bp 3-10ng
500- 1 000 bp 5-20ng
1 000 — 2 000 bp 10-40ng
> 2 000 bp 40 — 100 ng

Tabulka 6 - Slozeni sekvergai reakni snesi

Reagencie Mnozstvi
Reakni mix 2 ul
Pufr 1l
Primer 0,16 pl
dH,O do 10 pl
PCR reakce (f&cistena) dle tab. 5
Celkové mnozstvi 10 pl

Po ukoreni procesu byla sekvam snes purifikovana pomoci BigDye®
XTerminatof™ Purification Kit (Life Technologies Corp., Carlsha USA)

dle protokolu vyrobce. fvodem bylo odstrami neinkorporovanych terminator
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(znaené dideoxynukleotidy). Vzorky byly poté analyzoyampomoci Kkapilarni
elektroforézy, pro niz byl pouzit geneticky anatgraGA 3500 (Life Technologies
Corp., Carlsbad, USA). Pro analyzovani ziskanydhbya vyuzit software Sequence

Analysis Software v5.4., Sequence Scanner v2.@g&&pe v2.7.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 Délka procesu izolace DNA

M¢éteni délky trvani izolace probihalo po inkubaci os proteinazou K (60 minut).

Tabulka 7 - Délka procesu izolace DNA

Nazev izol&niho kitu Cas (minuty)
Genomic DNA Mini Kit (Geneaid) 68
Column DNA Lego Kit (Top-Bio) 24
QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen) 62
NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagel) 60
ZR Tissue & Insect DNA Micro Prep (Zymo Research) 05
DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio) 27
DEP-25¢isteny kolonou Lego Kit (Top-Bio) 51
Chemagic DNA Tissuel0 Kit (Chemagen) 81

Délka procesu izolace DNA pomoci izé&téch souprav byla sitena v minutach,
jak uvadi tabulka 7. Nejmémarainym izolanim kitem byl DEP-25 DNA Extraction
Kit (Top-Bio), coz je dano zejména tim, Ze se kerka pidavaji pouze 2 pufry a neni
tieba vzorky centrifugovat. Vyragrse tak omezuje nebezpepisobeni jakékoli chyby
v protokolu a omezuje se moznost kontraminace. iDakontrolnim bodem je zéna
barvy roztoku po fidani druhého, posledniho pufru. DalSi silnou $#teéntohoto kitu
je jeho ¢asova nenatmost, spoléné¢ s Column DNA Lego Kit (Top-Bio) p#t mezi
izolace s nejkratSi dobou trvariemuz u obou kit prispiva i minimalni,¢i zadna
piiprava ged samotnou izolaci.

Nejnéra@ngjSi zcasového hlediska, ale i svou pracnosti, se ukdmafgneticka
separace pomoci Chemagic DNA Tissuel0 Kit (Chenjagéwkoliv pracuje
na pongrné jednoduchém principu, namost spoiva predevsim v pé&tu promyvacich
pufri a jejich opakovani a zejména pak ¥lpmsti, s niz se pufry musi odpipetovat,
aniz by se poSkodila peleta komplexu magnetickyaktic s DNA. Metoda nebyla
automatizovana.

Doba izolace ostatnich kolonkovych izéiéch metod se pohybovalatpnérné
kolem 58 minut. Da s#ci, Ze po standardizaci lyzy vzorku s proteindgo(60 minut)
trvaly tyto izolace 1 hodinu.
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6.2 Kontrola koncentrace acistoty DNA

V tabulce 8 jsou uvedena data o koncentra¢istott DNA ziskana pomociifstroje
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waith USA). 1zoléni kit DEP-25
DNA Extraction Kit (Top-Bio) bez fecisténi nebyl kontrolovén, jelikoz DNA neni

v eluwnim pufru, nybrz ve sisi i s nedpl lyzovanymi tvrdymi tkasmi hmyzu.

Tabulka 8 - Koncentrace distota izolované DNA

Nazev vzorku Koncentrace DNA (ngil)  Cistota DNA (260/280)
lep84(Geneaid) 13,1 2,5
lep74(Geneaid) 10,7 2,7
lep41(Geneaid) 7 2,94
lep54(Geneaid) 12,3 2,8
lep6(Geneaid) 25,1 2,22
lep5(Geneaid) 11,9 2,56
lep94(Geneaid) 12,2 2,79
lep93(Geneaid) 9,9 2,25
lep55(Lego Kit;Top-Bio) 14,2 2,04
lep78(Lego Kit;Top-Bio) 30,5 1,91
lep50(Lego Kit;Top-Bio) 27,9 1,76
lep35(Lego Kit;Top-Bio) 30,1 1,8
lep10(Lego Kit;Top-Bio) 24,5 1,95
lep3(Lego Kit;Top-Bio) 21,1 1,89
lep86(Lego Kit;Top-Bio) 23 1,92
lep92(Lego Kit;Top-Bio) 27,7 1,89
lep76(Qiagen) 16,6 1,85
lep70(Qiagen) 19,3 1,83
lep52(Qiagen) 9,5 1,65
lep46(Qiagen) 10,5 1,95
lep25(Qiagen) 29,5 1,74
lep32(Qiagen) 32 1,83
lep104(Qiagen) 37,9 1,79
lep101(Qiagen) 31,2 1,84
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lep66(Macherey-Nagel)
lep69(Macherey-Nagel)
lep37(Macherey-Nagel)
lep49(Macherey-Nagel)
lep7(Macherey-Nagel)

lep23(Macherey-Nagel)
lep90(Macherey-Nagel)

lep100(Macherey-Nagel)

lep62(Zymo Research)
lep77(Zymo Research)
lep44(Zymo Research)
lep45(Zymo Research)
lep2(Zymo Research)
lep19(Zymo Research)
lep105(Zymo Research)
lep107(Zymo Research)
lep60OEP-25+kolony; Top-Bid
lep61OEP-25+kolony;Top-Bid
lep40pEP-25+kolony;Top-Bid
lep42pEepP-25+kolony;Top-Bid
lep1(EP-25+kolony; Top-Bi)
lep30OEP-25+kolony; Top-Bid
lep87 OEP-25+kolony; Top-Bid
lep96OEP-25+kolony; Top-Bid
lep51(Chemagen)
lep88(Chemagen)
lep38(Chemagen)
lep79(Chemagen)
lep98(Chemagen)
lep80(Chemagen)
lep26(Chemagen)
lep16(Chemagen)

45,6
30,7
46,5
31,6
31,7
87,2
17,8
77,1
7,4
5,2
11,4
4,7
1,7
3,3
5,5
5,3
3,6
5,5
2,5
2,9
7,9
7,6
7,8
6,8
90,3
76,8
86
37
38
29,2
38,5
33,1

1,7
1,53
1,74
1,17
1,49
1,95
1,56
1,75
1,75

15
1,26
1,33

1,9
1,66
1,58

1,6

1,25
1,85
1,69
1,45
1,7
1,8
1,87
2,15
1,32

1,6
1,32
1,27
1,25
1,24
1,21
1,23
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Tabulka 9 - Pimérné koncentrace &stota DNA izol&nich kit

Koncentrace DNA Cistota DNA

Nazev izol&niho Kitu (ng/nl)* (260/280)*

Genomic DNA Mini Kit

(Geneaid) 12,8 2,6

Column DNA Lego Kit

(Top-Bio) 249 1,9

QIAamp DNA Micro Kit

(Qiagen) 23,3 1,8

NucleoSpin Tissue XS

(Macherey-Nagel) 46 1,6

ZR Tissue & Insect DNA Micro

Prep (Zymo Research) 5,6 1,6

DEP-25¢istény kolonou Lego Kit

(Top-Bio) 5,6 1,7

Chemagic DNA Tissuel0 Kit

(Chemagen) 53,6 1,3

* Poc¢itano aritmetickym gmmeérem

o e
0,48 {Lep_ 41 (Geneaid)
045 ey
0.44
042
0.40
0.33
0.36
0,34
0.3z
0.30
0.28
0.26
0.24
0.2z
0.20
018
016
014
012
010 4.
noed -
006
0.04
0.02
0.00

Lep_5 [Geneaid)
Lep_94 [Geneaid)

220 200 240 20 260 27 280 250 aln 10 20 0 340
‘wiavelength [nm]

Obrazek 5- Ktivky cistoty a koncentrace Genomic DNA Mini Kit (Geneaid)
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80 Lep 55 [Lego Kit: Top-Bio)

Lep_35 [Lega Kit: Top-Bio]
Lep_10(Lego Kit: Top-Bin)

7,
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220 230 240 250 260 270 260 230 300 30 320 330 340
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Obrazek 6 - Krivky cistoty a koncentrace Column DNA Lego Kit (Top-Bio)
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Obrazek 7 - Ktivky cistoty a koncentrace QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen
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,_Lep_BB [Macherey-Magel]
i

Lep_49 (Machersy-tagel)
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Obrazek 8- Krivky cistoty a koncentrace NucleoSpin Tissue XS (Maché&tagel)
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17 {Lep_62 Eyrio Research]
Lep 7

Lep 19 léymo Hase?rchj
Lep 1 UEll'Zymo Resgarch)
\

T ¥ -
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Obrazek 9- Kiivky ¢istoty a koncentrace ZR Tissue & Insect DNA Micre(Zymo
Research)
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Lep_42 [DEP-25+kalany. Top-Bia]

3.4 |Lep 96 [DEF 25 +kols
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Lep_1 [DEP-254kalary; Top-Bio)
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Obrazek 10- Kfivky cistoty a koncentrace DEP-2&tény kolonou Lego Kit (Top-
Bio)
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Obrazek 11- Kfivky cistoty a koncentrace Chemagic DNA TissuelO Kit (Gagen)
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Soubor kivek (viz Obrazek 5 az 1X)stoty a koncentraci je seéisti softwaru fistroje
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waith) USA).

Izola¢ni kity QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen), jehoZistota je dle tabulky 9
pramérné 1,8, spolu s Column DNA Lego Kit (Top-Bio), jeho¢istota je dle tabulky 9
pramérné 1,9, se vyznauji negistSi DNA ze vSech zkouSenych souprav. Dokazuje to
i graf na obrazku 7, kdy fieme u 7 vzonk izolovanych pomoci soupravy od firmy
Qiagen, pozorovatipvinové délce 260 nm vrchol signalu, ktery je tigim znakem
pro nukleové kyseliny (viz Obrazek 4). U vzorku LER(Qiagen) (viz Obrazek 7) vsak
muzeme zaznamenat netypickoutivku pro nukleové kyseliny. Jeji tvar indikuje
potencialni kontaminaci pufrem EDTA (Nucleid Acid, dostupné
z http://www.nanodrop.com). Zusténi dokazuje i porer 260/280 (viz Tabulka 8),
ktery udava hodnotu 1,65.

U Genomic DNA Mini Kit (Geneaid) a NucleoSpin TigsXXS (Macherey-
Nagel) (viz Obrdzek 5 a 8)iheme roviz pozorovat typickou ilkvku pro nukleové
kyseliny, ktera by nasdcovala idedlnicistof DNA. Primérna hodnotacistoty
(viz Tabulka 9) je vSak 2,6 (Geneaid) a 1,6 (Maekedagel), ktera je spiSe znamkou
kontaminace, ndjklad proteiny.

U ostatni vzorl, u nichZz nizeme pozorovat vysokou absorbangi yinové
délce 230 nm, je moznérqulpokladat kontaminaci néglad karbohydraty, peptidy
¢i GITC (Guanidinium thiocyanate)

(Nucleid Acid, dostupné z http://www.nanodrop.com).
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6.3 Kontrola izolace a kvalita DNA

Kontrola izolace DNA ze vzolkliSaje svlgcoveho Agrius convolvuli byla provedena
dle postug popsanych v kapitole 5 Material a metodika. Nadabich 12 a 13 jsou
vysledky izolace DNA vizualizovdny pomoci gelové asipove elektroforézy.
Koncentrace distoty DNA jednotlivych di¢ich vzorki jsou uvedeny v tabulce 8.

Genomic DNA Mini Kit (Geneaid) Column DNA Lego Kit (Top-Bio) _ S
‘Mikb 84 74 41 54 60 was 194 < 5 78 50 35 10 3 86 '92Milkb

Mnoistvi na gelu: 4ul

QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen) NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagel)
Mikb 76 70 52 46 25 32 104 101 66 469 .37 49 7 23 90 100 Mikb

=
- =3

1% EtBr

Obrazek 12- DNA izolovana z kodetin Agrius convolvulpomoci izol&nich kit

U vzorki ¢islo 25, 32, 104 a 101 (Qiagen), na obrazku 127eme pozorovat
smir, ktery by nasidcoval degradaci DNA. Ta mohla byt z&finéna napiklad
neSetrnym zachazenimiipshéru a naslednym nedokonalym d&etim [red
uskladénim, z¢ehoz mohou vyplyvat nedostam® skladovaci podminky. 0Ze
se jednat zejména o zapksi vzorki, ¢i dlouhodobé vystaveni UV #éni. Pro dalSi
analyzy vSak kvalita vySe zn@imych vzorki post&ovala. Potvrzuje to zejména
koncentrace DNA (ngl), ktera byla narérena a jejiz prmér téchto 4 vzork je 32,7
acistota DNA (260/280) jejiz fumér téchto 4 vzork je 1,8, pa@itano dle tabulky 8.
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Vzorky ¢islo 93 a 94 (Geneaid) na obradzku 12 disponujiysilrsignalem
genomove, nedegradované DNA.

U izolatnich kith Geneaid, Qiagen a Macherey-Nagelizeame zaznamenat
markantni signal genomové DNA. e to byt zfsobeno velikosti kolony. WEthto
kith se jednalo o malé kolony, které disponuji vyeg&im zachytem i menSich,
degradovanych fragmanDNA.

7R Tiésue & Insect DNA MicroPrep (Zymo Research DEP-25 (Top-Bio)
Mikb 62 77 44 45 2 19 105 107 60 61 40 42 | 30 87 96 Mikb

§

Mno?stvi na gelu: 4ul

DEP-25 + ¢isténi kolonou (Top-Bio) Chemagic DNA Tissuel0 Kit (Chemagen)
Milkb 60. 61 40 42 1 30 87 9% 79 8 38 51 26" 16 98 88 Mikb

Obrazek 13 -DNA izolovana z kowetin Agrius convolvulpomoci izolénich kiti a

magnetické izolace (Chemagen)

Na obrazku 13 rizeme pozorovat vizualizaci izolované DNA pouze orki
izolacniho kitu firmy Zymo-Research. Tento kit je prim&rarcen na izolace DNA
z hmyzu, pesto je jeho uUs§Snost nizka. Bvodem mize byt jak nefitomnost
proteinazy K v procesu izolace, tak vystaveni vmorkilnému itepani v médiu
s kulickami, které podstatnzvySuje teplotu celé sfmi a mize mit za nasledek silnou
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degradaci DNA. S obrazkem 13 koreluje i koncentidlegtabulky 9, ktera se pohybuje
pramérné kolem hodnoty 5,5 &istota 1,6, coZ jsou nizké hodnoty.
Problematika velikosti kolon se tyka i vzdrkzolovanych pomoci kitu DEP-25

a precistenych kolonou Lego Kit (Top-Bio), zde se vSak jednalklasické kolony.

6.3.1 PCR sekvence gen€Ol — 658 bp

Pro owteni &innosti polymeradzovéetzové reakce byla zvolena vizualizace na 3%
agarézovém gelu. Slozeni reéak snesi viz kapitola 5 Material a metodika. Primerovy
par Lep_F1 + Lep_R1, teplotni profil lepidopterantbNA (GeneAmp 97000).

MI10084 74 41 54 6 5 94 93 Neg NegM10055 78 50 35 10 3 86 92 Neg Nes
(2000) (2004) (2008) (2012) (2000) (2004) (2008) (2012)

= ww W wwv 9w vV

Genomic DNA Mini Kit (Geneaid) Column DNA Lego Kit (Top-Bio)

Obrazek 14- Vizualizace PCR fragmeinb velikosti 658 bp

M100 76 70 52 46 25 32 104 101 Neg. NegMI10066 69 37 49 7 23 90 100 Neg. Neg.
. (2000) (2004) (2008) (2012) . (2000) (2004) (2008) (2012)

QIAmp DNA Micro Kit (QIAGEN) NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagel)

Obrazek 15- Vizualizace PCR fragmeinb velikosti 658 bp
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M100 62 77 44 45 2 19 105 107 Neg. Neg.M100 60 61 40 42 1 30 87 96 Neg Neg
. (2000) (2004) (2008) (2012) . . (2000) (2004) (2008) (2012)

~

ZR Tissue & Insect DNA Micro Prep (Zymo Research) DEP-25 (Top-Bio)

Obrazek 16- Vizualizace PCR fragmeinb velikosti 658 bp

M10060 61 40 42 1 30 87 96 Nez NegM10079 80 38 51 26 16 98 88 Neg New
(2000) (2004) (2008) (2012) (2000) (2004) (2008) (2012)

DEP-25+c¢isténi kolonou Lego Kit (Top-Bio) Chemagic DNA Tissuel0 Kit (Chemagen)

Obrazek 17- Vizualizace PCR fragmeinb velikosti 658 bp

U wtSiny izola&nich kiti maZzeme vidt, Ze sekvence gerDOl o velikosti 658
bp u vzorki z roku 2000 se nepoiil@ amplifikovat. Vyjimku tvdi izolatni soupravy
Genomic DNA Mini Kit (Geneaid), QlAamp DNA Micro Ki(Qiagen) a slaby signal
je pozorovatelny i na obrazku 14 u vzorku 55 izonlho kitu Column DNA Lego Kit
(Top-Bio). Ricinou nepitomnosti signélu je pra¥godobré degradace DNA vlivem
st&i vzorki. Naswdcoval by tomu fakt, Ze vzorky z roku 2012 se paddaamplifikovat
ve vSech fipadech, mimo Chemagic DNA Tissuel0 Kit (Chemageiz) Obrazek 17).
Chyba amplifikace je pra¥godobré dana pitomnosti inhibitoh PCR, jelikoz
se podalo namefit pramérnou koncentraci DNA 53,6 (viz Tabulka 9). Mezi iinitory
PCR nmizeme z#adit napiklad ethanol nebo SDS (dodecylsiran sodny).

Kontrolni vzorky Zistaly negativni, PCR reakce je tedy prosta kontao@n
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6.3.2 PCR - sekvence fragmentu genG@OI — 311 bp

Pro ow¥reni &innosti polymerazovéetzové reakce byla zvolena vizualizace na 3%
agarézovém gelu. Slozeni reéak snesi viz kapitola 5 Material a metodika. Primerovy
par Lep_F1 + MLep_R1, teplotni profil LepidopterapLa MLep (AB Verity 96 Well).

M10084 74 41 54 6 5 94 93 Neg NegMI10055 78 50 35 10 3 86 92 Neg. Neg
(2000) (2004) (2008) (2012) (2000) (2004) (2008) (2012)

™
—

Genomic DNA Mini Kit (Geneaid) Column DNA Lego Kit (Top-Bio)

Obrazek 18- Vizualizace PCR fragmeinb velikosti 311 bp

M100 76 70 52 46 25 32 104 101 Nez NeeM10066 69 37 49 7 23 90 100 Neg. Neg.
(2000) (2004) (2008) (2012) (2000) (2004) (2008) (2012)

QIAamp DNA Micro Kit (QIAGEN) NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagel)

Obrazek 19- Vizualizace PCR fragmeinb velikosti 311 bp

M100 62 77 44 45 2 19 105 107 Neg NegM100 60 61 40 42 1 30 87 96 Neg. Neg.
(2000) (2004) (2008) (2012) (2000) (2004) (2008) (2012)

ZR Tissue & Insect DNA Micro Prep (Zymo Research) DEP-25 (Top-Bio)

Obrazek 20- Vizualizace PCR fragmeinb velikosti 311 bp
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M10060 61 40 42 1 30 87 96 Neg. NegM10079 80 38 51 26 16 98 88 Neg Neg
(2000) (2004) (2008) (2012) (2000) (2004) (2008) (2012)

e e v e

DEP-25+cisteéni kolonou Lego Kit (Top-Bio) Chemagic DNA Tissuel0 Kit (Chemagen)

Obrazek 21- Vizualizace PCR fragmeinb velikosti 311 bp

Vizualizace fragmentu ger@OIl o velikosti 311 bp byla Ugpna téndt ve vSech
piipadech. Of se zde ovSem projevuje problém u starSich vz@mk 2000), kdy je
u rekterych kiti amplifikace velmi obtizna. Najklad u ZR Tissue & Insect DNA
Micro Prep (Zymo Research) (viz Obrazek 20)zeame vidt velmi slaby signal jen
uvzorki zroku 2012 a u 1 zroku 2008, ieg to, Ze je tato izalai souprava
designovana primaénna izolace DNA z hmyzu. Prayobdobré je to zpmisobeno
neSetrnou izolaci, dem niz je vzorekiépan v médiu s kulkami, ¢imz se zvysSuje
teplota a také néfgtomnosti proteinazy K.

U izolatniho kitu QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen) (viz Obrake19)
pozorujeme slabé signaly kratkého fragmentu g€l (311 bp). Zfsobeno je to
pravdépodobré nedokonalou distribuci ethidium bromidu v geldemuz by
nas\wdcovaly i slabé signaly markier

Naopak klasické kolony Column DNA Lego Kit (TopeBise pro zachyt
kratkych fragmernit (311 bp) oswdéily, jak mizeme vidt na obrazku 18. Silny signal
u vSech vzork, nezavisle na sta

Kontrolni vzorky Zistaly negativni, PCR reakce je tedy prosta kontao@n
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6.3.3 PCR - sekvence fragmentu gen@OI — 407 bp

Pro ow¥reni &innosti polymerazovéetzové reakce byla zvolena vizualizace na 3%
agarézovém gelu. Slozeni reéak snesi viz kapitola 5 Material a metodika. Primerovy
par MLep_F1 + Lep_R1, teplotni profil LepidopterapLa MLep (AB Verity 96 Well).

M10084 74 41 54 6 5 94 93 Neg NegMI00S55 78 50 35 10 3 86 92 Neg Neg
(2000) (2004) (2008) (2012) (2000) (2004) (2008) (2012)

- ee wme v e Y B i o9

Genomic DNA Mini Kit (Geneaid) Column DNA Lego Kit (Top-Bio)

Obrazek 22- Vizualizace PCR fragmeinb velikosti 407 bp

M100 76 70 52 46 25 32 104 101 Neg NegM10066 69 37 49 7 23 90 100 Neg. Neg
(2000) (2004) (2008) (2012) (2000) (2004) (2008) (2012)

- W ew ew w v W W oW v

QIAamp DNA Micro Kit (QIAGEN) NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagel)

Obrazek 23- Vizualizace PCR fragmeinb velikosti 407 bp

M100 62 77 44 45 2 19 105 107 Neg NegM100 60 61 40 42 1 30 87 96 Neg Nez
(2000) (2004) (2008) (2012) (2000) (2004) (2008) (2012)

ZR Tissue & Insect DNA Micro Prep (Zymo Research) DEP-25 (Top-Bio)

Obrazek 24- Vizualizace PCR fragmeinb velikosti 407 bp
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M10060 61 40 42 1 30 87 96 Neg NegM10079 80 38 51 26 16 98 88 Neg Neg
(2000) (2004) (2008) (2012) (2000) (2004) (2008) (2012)

DEP-25+¢isténi kolonou Lego Kit (Top-Bio) Chemagic DNA Tissuel0 Kit (Chemagen)

Obrazek 25- Vizualizace PCR fragmeinb velikosti 407 bp

Na kontrolnim gelu (viz Obrazek 22 a 23) i u izolho kitu ZR Tissue & Insect
DNA Micro Prep (Zymo Research) (viz Obrazek 24) BF25¢isteny kolonou Lego
Kit (Top-Bio) (viz Obrazek 25) izeme pozorovat pozitivni zachyt kratkych fragnient
(407 bp) u vSech vzoik bez ohledu na sta

RovreZz jako v kapitole 6.3.1 (viz Obrazek 17)abeme na obrazku 25
pozorovat, Ze se nepaila amplifikovat 407 bp fragment pomoci Chemagic AN
TissuelO Kit (Chemagen), prajmbdobré je to zmgisobeno inhibitory PCR, néglad
ethanolem nebo SDS.

Kontrolni vzorky Zistaly negativni, PCR reakce je tedy prosta kontao@n

Ve vyzkumu Dittrich-Schrodeet al. (2012), kdy byly porovnavanyizné metody
izolace genomové DNA z vos, je uvedeno, Ze pouzladai kit NucleoSpin Tissue XS
(Macherey-Nagel) ma 100 %ianost [ ziskavani PCR produkib velikosti 658 bp.
RovréZz prace Schill (2007), o srovnani odliSnych protékpiipravy DNA
a PCR amplifikaci mitochondrialnich geru ZelvuSek hovid o nejvyssi Ginnosti
izolace u NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagelhagem fipact se toto tvrzeni
potvrdilo zejména # amplifikaci kratkych fragmerit genu COl (407 a 311 bp)
(viz Obrazek 19 a 23). Nicmémpii amplifikaci sekvence o délce 658 bp (viz Obrazek
15), kdy se nepodi#o ziskat amplikony u vzork z roku 2000, mizeme hoviit
o Winnosti pouze 75 %. Prace dale hiivo izolanim kitu ZR Tissue & Insect DNA
Micro Prep (Zymo Research), jeho&innost amplifikace byla stanovena na 0 %. Tvrdi,
Ze vzorek ve §Sine pripadi ztstaval v celku v médiu s kdkami a nebyl jimi lyzovan.
To se potvrdilo i vtéto praci, nicm&nnenmizeme tvrdit, Ze izolace a nasledna

amplifikace nebyla &inna. Napiklad pi amplifikaci sekvence genCOIl o velikosti
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658 bp byla @innost stanovena na 37 % (viz Obrazek 16), u fragme11l bp
(viz Obrazek 20) rowt 37 % a u fragmentu 407 bp (viz Obrazek 24) dok@ic63 %.

V préaci Dittrich-Schréderet al. (2012) je roviZz popsana metoda zalozena
na magnetickycltasticich Charge Switch gDNA Micro Tissue (InvitrogeCarlsbad,
CA, USA), jejiz &innost byla vyhodnocena na 90 %. V této praéZeme izolaci (viz
Tabulka 8) povazovat za G&mou, avSak amplifikace genomové DNA, kter4 byla
izolovana pomoci magnetickyaiastic, se v naSen¥ipad: neos¥dcila, efektivnost je
0 %. Riciny nezdaru mizeme pisuzovat inhibitoim PCR, jako jsou ndfklad ethanol
¢i SDS.

Ze studie Caenazzet al. (2009) vyplyva, Ze izolace a amplifikace pomodiki
QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen) je efektivni i u vzkii skladovanych 15 let
pii pokojové teplat. Dokazuji to vysledky této prace, kdy se paddaamplifikovat
sekvenci genOI o délce 658 bp u vzoikz roku 2000 (viz Obrazek 15) i fragmenty
tohoto genu o délce 407 a 311 bp, r&vm roku 2000 (viz Obrazek 19 a 23).
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6.4 Finanéni naroénost izolace

Tabulka 10 ukazuje fin&ni nar@nost jednotlivych izolénich kiti. Cenu s dani i bez
dare za cely izolani kit a gepaiitané ceny za 1 izolaci. Zaokrouhleno na celé®eny
byly zjisttny dle aktudlni centk dodavatal. Srovnavéni cen je vSak problematické,
jelikoZ se mohou od ceniku liSit Ziebdt raznych cenovych akci, mnoZstevnich slev

apod.

Tabulka 10 - Seznam izoknich kiti, jejich dodavatel a cen

Vyrobce Geneaid
Dodavatel KRD s.r.o.

Genomic DNA Mini Kit

Cena 50 izolaci (K)

Cena 1 izolace (K)

bez DPH s DPH
2700 3 267
54 65

Vyrobce Top-Bio
Dodavatel Top-Bio s.r.o.

Column DNA Lego Kit

Cena 200 izolaci (K)
Cena 1 izolace (K)

bez DPH s DPH
2 200 2 662
11 13

Vyrobce Qiagen
Dodavatel DYNEX s.r.o.

QIAamp DNA Micro Kit

bez DPH s DPH
Cena 50 izolaci (K) 6 080 7 357
Cena 1 izolace (K) 122 147
Vyrobce Macherey-Nagel NucleoSpin Tissue XS
Dodavatel BioTech a.s.

bez DPH s DPH
Cena 50 izolaci (K) 4 990 6 038
Cena 1 izolace (K) 100 121
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Vyrobce Zymo Research ZR Tissue & Insect DNA Micro Prep

Dodavatel Amplion s.r.o.

bez DPH s DPH
Cena 50 izolaci (K) 4 385 5 306
Cena 1 izolace (K) 88 106
Vyrobce Top-Bio DEP-25 DNA Extraction Kit
Dodavatel Top-Bio s.r.o.

bez DPH s DPH
Cena 100 izolaci (K) 390 472
Cena 1 izolace (K) 39 a7
Vyrobce Top-Bio DEP-2%isteny Column DNA Lego Kit
Dodavatel Top-Bio s.r.o.

bez DPH s DPH
Cena 100 izolaci (K) 1490 1803
Cena 1 izolace (K) 15 18
Vyrobce Chemagen Chemagic DNA Tissuel0 Kit
Dodavatel Elizabeth Pharmacon s.r.o.

bez DPH s DPH
Cena 100 izolaci (K) 4 481 5422
Cena 1 izolace (K) 45 54

Z tabulky 10 vyplyva, Ze nejle¥si izolatni kity z testovaného souboru
produkuje spokénost Top-Bio (Prahaeskéa republika). Konkrégnpak Column DNA
Lego Kit, kde 1 izolace vychazi na 1% K DPH a ktery je vhodny i na amplifikace
kratkych fragmerit (viz Obrazek 18 a 22) poskytuje i uspokojivouirpérnou cistotu
izolované DNA (viz Tabulka 9). Dle mého nazoru s&k [iliS nehodi na izolaci
a amplifikaci dlouhého fragmentu (658 bp) (viz Otwid 14), jelikoz amplifikace
u starSich vzork (rok 2000) nedosahuje pozadovarégosti. Mizeme pedpokladat,
Ze s rostoucim &kem vzorku se budecinnost izolace i amplifikace snizovat. Jeho
silnou strankou je ovSentasova nenatmost izolace (viz Tabulka 7).

Nejdrazsi izolani kity z testovaného souboru vyrabi firma Qiagetisaribuuje
DYNEX s.r.0. Jedna izolace vychazi na 147 KDPH. Kit vSak poskytuje vysokou
acinnost izolace, zejména pakupnérnou cistotu DNA (viz Tabulka 6) a uspokojivou
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efektivnost pi amplifikaci dlouhych fragmeiit (658 bp) (viz Obrazek 15) i kratkych
(311 a 407 bp) (viz Obrazek 19 a 23). Lggnalternativou miZze byt izol&ni kit firmy
Geneaid, jehoz distributorem je firma KRD s.r.mlére 1 vzorku vychazi na 65K
s DPH. Amplifikace dlouhych i kratkych fragménbyla uspokojiva (viz Obrazek 14,
18 a 22), koncentracicstotou DNA (viz Tabulka 9) vSak zaostava za Qiagen

Z hlediska efektivnosti izolace, nasledné amplifika cenové acasové
naranosti, bych doportoval kombinaci izolaniho kitu Column DNA Lego Kit
(Top-Bio) a QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen) nebo Gen@ DNA Mini Kit
(Geneaid).

6.5 Sekvenovani PCR produkfi

Oweteni identity amplifikovanych PCR produkt bylo provedeno imym
sekvenovanim (viz kapitola 5.7 Sekvenovani PCR yktigl. K vizualizaci vystupu
z automatického analyzatoru byl pouZzit software Sege v2.7 (viz Obrazek 26)
a Sequence Scanner v2.0 (viz Obrazek 27).
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b Los TTAT T AT hAT T T T T T T T AT A G T TATAC E TA T TA T AATTE I G E AT T T O RAAT T AT TAGCTACCTTTAATATTACGGASCTCOCT
F &n TTATTATAATTT I T TTTATASTTATACCTATTATAATTE: GATTT O AAATTEAT TACTACETTTAATAT TAGGAGE TECT
ki TTAT TATAAT T T T T T I AT A G T AT AC C TR T TA S AAT TG TG AT TTCEAAAT TGATTAGTACCTTTAATATTAGGAGCTICCET
b ar T AT T AT AA T T T T T T T TAT A G T TA T A E TA T TA T AR T T e TG AT T TG RAA T T A TTACGTACE TTTAATATTAGGABCILCT

Obrazek 26— Srovnantasti 658 bp sekvence u jednotlivych vAork

Na obrazku 26 rizeme vidt srovnani jednotlivych sekvenovanych vaoriod
referegni sekvence se analyzované vzorky liSily jenékatika nukleotidech, coz
nentlo vliv na koné€nou determinaci v aplikaci BoldSystems a ve vSetipapech

se potvrdil druh Agrius convolvuli se 100% jistotou
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Obrazek 27 - Ukazka casti osekvenované sekvence (658 bp) geGOl

(vzorek lep55Lego Kit;Top-Bio)

Cela sekvence 658 nukleaiidekvence genGOl, na niz je zvyrazm Usek zobrazeny

na obrazku 27, sekvetrd primer gimy LepF1.:

AACATTATATTTTATTTTTGGAATTTGAGCAGGAATAGTAGGAACTTCTTTA
AGTTTATTAATTCGAGCAGAATTAGGAAATCCAGGTTCTTTAATTGGAGATG
ATCAAATTTATAATACAATTGTCACAGCTCACGCATTTATTATAATTTTTT [
ATACTTATACCTATTATAATTIGETEGATTTGGAAATTGATTAGTACCTTTAA
TATTAGGAGCTCCTGATATAGCTTTCCCCCGAATAAATAATATAAGATTTTG
GTTATTACCTCCTTCTTTAATATTATTAATTTCTAGTAGTATTGTAGAAAA TG
GAGCAGGTACTGGTTGAACAGTATATCCCCCCCTCTCATCAAATATTGCT@
TAGAGGTAGATCAGTTGATTTAGCTATTTTTTCTCTACATTTAGCAGGTATTT
CATCTATTTTAGGTGCAATTAATTTTATTACTACAATTATTAATATACGAG TT
AATAATATATCTTTCGATCAAATACCATTATTTGTTTGAGCTGTTGGAATTA
CAGCATTTTTATTATTATTATCTTTACCAGTATTAGCGGGAGCTATTACAATA
TTATTAACAGATCGAAATTTAAATACATCATTTTTTGATCCTGCAGGAGGA G
GAGATCCGATTTTATATCAACATTTATTT

Po zadani sekvence do aplikace BoldSystems (Rttpw/boldsystems.org)
je mozné ovfit a identifikovat testovany vzorek (viz Obrazek289).
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Probability of

Taxonomic Level Taxon Assigniment Placement (%)
Pheylum Arthropoda 100
Clasz Izecta 100
Order Lepidoptera 10a
Family Sphingidae 100
GEnUs Agriuz 10a

Obrazek 28 - Tabulka aplikace BoldSystems, 100 % shoda vzakueferetnimi

vzorky (zdroj: http//:www.boldsystems.org)

100.0
895
£ o0
2 85
S5 080
E  a15
[44]
a7.0
865
1 12 23 14 45 56 &7 78 89

Ranked Matches

Obrazek 29 - Graf aplikace BoldSystems, procentualni podobrsa8® referetnimi

vzorky Agrius convolvulizdroj: http//:www.boldsystems.org)

Z obrazku 29 vyplyva, Ze prvnich 21 jizcanych referetnich vzorki Agrius
convolvuli se shoduje s testovanym vzorkem na 100 %. S muipzseferednich
vzorka shoda klesa. U vzorku 99 vSak podobnost nekled&@pd. Testovany vzorek

je tedy mozné prohlasit za identifikovany jako jliSadaccovy.
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7 ZAVER

Pfi mapovani druhové biodiverzity je nutna spravnabezchybna determinace
analyzovanych vzofk Tam, kde neni mozné vyuZzit morfologicky popisjcast)i
Udaje o velikosti a ba#y ¢i mikroskopickou analyzu genitalufiphazeji naradu
molekularré genetické metody, které zahrnuji izolaci, ampéifika sekvenaci DNA.

Cilem bylo ziskat sekvenci z mitochondridlniho geng kterd kdéduje gen
pro cytochrom oxidazu 1. Ta se v gasnosti vyuziva jako marker taxonomické metody
DNA barcoding. Databazi, kter4d se zabyva DNA baycjgd BOLD. Pomoci tohoto
systému byly o¥tovany vzorky i v této praci.

Ziskani pozadované sekvence probihalo pomoci keowerdostupnych
kolonkovych izol&nich kiti od firem Geneaid, Top-Bio, Qiagen, Macherey-Nagel
a Zymo research a magneticky sepanm kitem od firmy Chemagen, které byly
testovany z hledisk&asoveé a finatni nar@nosti, vytzku acistoty DNA.

Tabulka 8 ukazuje koncentrace ziskané DNA. Vyplyvdi, Ze se podéo
izolovat DNA pomoci vSech metod. Kontrola pomoci RRQxi niz byla snaha
amplifikovat sekvenci gen€Ol vSak ukézala, Ze ne kazdy izoia kit je vhodny
pro ziskani celé délky této sekvence (658 bp). [Brobnastava, zejména kdyz jsou
analyzované vzorky skladovany delSi dobu. V tétacpse ukazal rok 2000fimmémz
probéhl shkir vzorki, jako nejproblemati¢jSi. Vyjimku tvoi izolatni soupravy
Genomic DNA Mini Kit (Geneaid), QlAamp DNA Micro Ki(Qiagen) a slaby signal
muZzeme pozorovat také na obrazku 14 u vzorku 55 dndt@ kitu Column DNA Lego
Kit (Top-Bio). Vychodiskem raze byt amplifikace kratkych fragmeénto velikosti
311 a 407 bp, kdy vySe uvedené kity vykazovalyétopysokou efektivnost.
To secasté&né potvrdilo u kifi NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagel) a ZR Tis&ue
Insect DNA Micro Prep (Zymo Research) (viz Obra28ka 24), které ip amplifikaci
sekvence 658 bp z roku 2000 nebytyniné. Neda séici, Ze by izol@ni kity, u nichz
se nepoddo efektivne amplifikovat, byly obecti nefunkni. Pravdpodobr
nevyhovovala stanovena metodika a zejména vzorkyzhpkteré se vyzraji tvrdym
exoskeletem a vysuSenou tkani.

Co se finatini nar@nosti tye, z hlediska efektivity izolace a amplifikace bych
doporoval kombinaci izoléniho kitu Column DNA Lego Kit (Top-Bio) na n&&i
vzorky a na analyzu vzoikstarSich roku 2004 QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen)
nebo Genomic DNA Mini Kit (Geneaid).
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S timto doporéenim korespondujediasové hledisko izolaci. Tabulka 7 ukazuje,
Ze Column DNA Lego Kit (Top-Bio) s délkou izolacd Binut je izolace, ktera trva
nejkratSi dobu.

Poslednim krokem experimentu, kontrolni identié&a amplifikovanych
fragmenii, byla sekvenace. Vystupem byla cela sekvence @&&otidi genuCOl,
kterd se podda ziskat u vSech sekvenovanych vZorviz Obrdzek 27). Pomoci
programu SeqScape v2.7 byly sekvence vizualizo@gpgrovnany mezi sebou. Zjistilo
se, Ze se od sebe liSi pouzkalika nukleotidy, coz na kokaou determinaci pomoci
aplikace BoldSystems nema vliv. U vSech testovamwzdiki se jednalo o 100% shodu
s druhemAgrius convolvuli
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11 SEZNAM ZKRATEK

AT adenin, thymin

ATP adenosintrifosfat

bp pary bazi

BOLD Barcode of Life Data Systems
CTAB cetyltrimetylamonium bromidem
Col cytochrom oxidaza 1

DNA deoxyribonukleova kyselina
DPH dan z pridané hodnoty

GC guanin, cytosin

GITC Guanidinium thiocyanate

GPS globalni pozini systém

IDA kyselina imidooctova

indel inzerce / delece

ITS internal transcribed spacer
RNA ribonukleova kyselina

EDTA kyselina etylendiaminotetraoctova
PCR polymerazovédettzova reakce
rpm ot&ky za minutu

rDNA ribozomalni DNA

SDS dodecylsiran sodny
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