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1. Uvod

MsSice ¢eledi korovnicoviti (Sternorrhyncha, Aphidini, Adélae) jsou samostatnou
skupinou mSic. V naSich podminkach tivanejvyznamgjsi skupinu savého hmyzu
vyskytujiciho se na jeldihanech. Skodipdevsim na mladych vyhonech, kde saji mizu
a dochazi tak k tvotbhélek, deformaci vyhan¢i tvorbé voskovitych povlak. Fi
silném napadeni e dojit k odurfeni stromu (Lesnické prace6/2000). Celkova
swtova biodiverzita obsahujgiplizné 70 druti (Havill and Foottit, 2007). Na Uzemi
Ceské republiky se vyskytuje 17 diutfHavelka, pers.kom.). Existuje vdak mnoho
nejasnosti  rozliSovani na zaklad morfologickych znak, mozny je i vyskyt
kryptickych druti (Havill and Foottit, 2007).

Jejich hlavnim poznavacim znamenim jedevsim komplexni mnohogenémna
polymorfni Zivotni cyklus. Jsou Kuholocyklické se sexualni generaci @idginim
hostiteli nebo anholocyklické s asexualnim rozmnozovaninea dtidani hostitel.
Oba cykly jsou morfologicky stejné a taxonomovélisdi v ndzorech, zda se maji
jednotlivé skupiny popisovat jako odliSné druhy jem zaklad odliSnosti v Zivotnim
cyklu (Bérner, 1907; Steffan, 1963; Steffan, 1964ysledkem jejich diskuzi je z&y,

Ze jsou popisovany jako samostatné druhyipgat, Ze ztrati schopnost migrovat a
meénit hostitele a dojde kipdpokladané genetické izoladi v pripac, Ze se objevi
morfologické odliSnosti (Steffan, 1962; Eichhorr989). V typickém holocyklu se
vyskytuje 5 generaci — 3 jsou produkovany na pniimar hostiteli, dochazi zde
k sexualnimu rozmnozovani a tveérbalek. DalSi 2 generace se nachazeji na hostiteli
sekundarnim. Cely holocyklus trva 2 roky. Anholdagke korovnice se vyskytuji
pouze na 1 z hostitel jejich okidlené formy se mohour@mistit na stejného hostitele
v okoli, ¢i zastavaji v blizkosti halky, ze které se vyvinulyirRarnim hostitelem pro
vSechny druhy korovnic je vzdy smriPi¢ea sp., sekundarnim hostitelem je pak
jehlicnan jiného druhu Abies, Larix, Pseudotsuga, Tsuga, Pingkesnické prace
¢.6/2000). Fikladem holocyklické a anholocyklické korovnicgelé jsou navzajem
morfologicky nerozliSitelné, je korovnice kavkazsk®reyfusia nordmannianae
Eckstein 1890) alternujici mezi smrkerided a jedli @bieg a korovnice jedlova
(Dreyfusia piceadRatzeburg 1844) (Havill and Foottit, 2007). Teptiklad je vybran



na zaklad zadani mé prace z&ené na druhové komplexyreyfusiaa Pineus Tyto
dva rody byly v pedchozi praci (Steffan, 1968)zeny do stejné podlediPineinae

1.1.Typicky zivotni cyklus (holocyklus)

Okridleni jedinci @latae sexupanamigruji na j&e ze sekundarniho hostitelelzpa
primarniho, kde snesou vé&§a a zerou. Z vajtek se vylihne sexuainse mnozici
generace sanmica samic, kt# béhem vyvoje snaSeji mala vé&§a. Po dosgni snesou 1
velké vajtko, ze kterého se stane zakladatefkadatriXy). Ta se usidli blizko pupenu,
kde pezimuje jako nymfa. Na fa za&ne sat mizu a tim indukuje tvorbu halky, kde
probih& jeji vyvoj. Dosgla zakladatelka snese velky shluk vek, které se vyvijeji
v halce pes 4 nymfalni instary a nakonec se z nich vylihakitidlené samicealatae
gallicolag). Uprosted léta halky uschnou, of®u se, okidlené samice prathji
zawrecnou grenmenu a migruji na sekundarniho hostitele. Zde ihna&lnaji snaset
vajicka a do gkolika hodin umiraji. Jejich potomky jsou béké samice mnozici se
parthenogenetickys(sten¥. N¢ktefi z jejich potomk se stanou larvamitezimujicimi
na sekundarnim hostitelnéosistens Na jae se zd&chto larev stavaji akdleni jedinci
(alatae sexuparamigrujici zgt na primarniho hostitele a cyklus se uzavird(Ldmpe
1968, Steffan, 1972; Carter, 1971; Eichhorn 1988cBman and Eastop, 1994; Hauvill

and Foottit, 2007). Schematicky je zZivotni cyklimézorrgn na obr. 1

Alatas galicolze
Sistens

b o
: ‘(fé’:%j —Ld{ji
R —
ks Parthenngenetické !
/ g‘enerace . r 0
g
™ ‘
%‘ LR
‘ . (} HNeosistens
%

Funclatriz r/ [l

Frimérni hostitel

Alatae sexupats

SAMEC 8 Samice

Obr. 1 Zivotni cyklus korovnic (schematicky nakres - umao) (Trees & Shrubs

no. 5.534, Colorado State University Extension)



1.2.Endosymbionti a jejich tloha v Zivokorovnic

Symbiotické organismy jsou na hmyzu Zivicim seloérfuci xylému, jakym jsou
mSiceci korovnice, celkem obvyklé (Sandstrom et al., 200lezi nejzajimayjSi pati
endosymbiotické bakterie. Tyto se rékgi na 2 hlavni skupiny. Jednu ftio
endosymbionti primarni, kiese v €le hostitele vyskytuji ve specializovanychnkéch
ozna&ovanych jako bakteriocyty, které uwunitéla vytvéeji volrné organizovanou
strukturu zvanou bakteriom (Buchner, 1965; Bauntaa.e2000). Do dalSich generaci
jsou pedavany matkou ips vajéka. Sekundarni endosymbionti se vyskytuji
v syncytialnich bitkdch gipojenych na bakteriomy (Buchner, 1965; Fukatsialet
1998).

Primarnim endosymbiontem je ve vSech zkoumanyclciaohs a korovnicich

bakterieBuchnera sp.zatimco sekundarnich endosymbiojet nékolik druha.

1.2.1. Buchnera sp.

Tato Gram negativni bakterie pat fylogeneticky ke y podjednotce
Proteobakterii (Unterman et al., 1989; Munson ef #991). Je blizce ffbuzna
bakteriim E. coli a Haemophilus influenzaeV buice se vyskytuje zhruba ve 100
kopiich (Shigenobu et al., 2000). Fylogenetickérsiy hostitel a jejich symbiont se
shoduji, coz naziaje davnou infekci a nasledny vertikalifepos po 150-250 milidn
let (Moran et al., 1993; Clark et al., 2000). Htdsky organismus neni schopen
samostatného Zivota bez primarnich endosymbionit totiz pro hostitele syntetizuji
esencialni aminokyseliny a vitaminy. Endosymbicampak ztraci geny pro transkripci,
translacici reparaci. (Lai et al., 1994; Douglas, 1998; Baaonea al., 2000)Buchnera
sp. obsahuje pouze 1 kopii od kazdé rRNA (5S, 16S) 28tyto geny jsou roztény na
2 transkrigni jednotky (16S rRNA — rrs a 5S+23S — rrf, rrl)nfgrman et al., 1989),
zatimco u ¥tSiny ostatnich eubakterii je gen pro 16S rRNA spof 23S rRNA
(Sandstrom et al., 2001). Jeji genom je také bohatyT, obsah GC je pouze 26%
(Shigenobu et al., 2000).¢t8ina studii tykajici se primarniho endosymbidBtehnera
sp. a jeho hostitele byla provada na msici kyjatce hrachovAdyrthosiphon pisuin
(Via et al.,, 2000; Simon et al., 2003; Leonardo afdiru, 2003), ale byly také

osekvenovany i genomBuchnera spz dalSich mSic §chizaphis graminupBemisia



tabaci. Porovnanim velikosti genanse zjistilo, Ze velikost genomu se liSi v zavislos

na tom z jakého hostitele symbiont pochazi.

1.2.2. Sekundarni endosymbionti

U sekundarnich endosymbidnheni jejich vyznam v biologii mSic a korovnic
tak jasny jako byl vfipad Buchnera sp.Nejprav@&podobrjSi je jejich Uloha
v ochrar pred patogeny a parasitoidy (Oliver et al., 2003;rSmaugh et al., 2005).
DalSi studie demonstruje jejich vliv nast a rozmozovani (Chen et al., 2000). Jejich
prvni charakteristika byla provedena na zéklaekvenovani 16S rRNA ve stejné préci,
ve které byla prvé charakterizovdnaBuchnera sp.(Unterman et al.,, 1989). | u
sekundarnich symbioint se \tSina pozornosti upina ke kyjatce hrachove
(Acyrthosiphon pisuin Tam bylo nalezeno 5 sekundarnich endosymbidtvni blizce
piibuzny bakteriiSerratia sp byl nazvan PASS (z anglického pea aphid secondary
symbiont) (Chen and Purcell 1997; Chen et al., 20000 R-typ (Sandstrom et al.,
2001), druhy pibuzny PASS symbiontu molici bavinikovBdmisia tabagi nazvany
PABS (= pea aphi@emisiatype symbiont) (Darby et al., 200d) T-typ (Sandstrém et
al., 2001). Teti nalezi do rodRickettsias nazvem PAR (= pea apHrickettsid (Chen
et al., 1996, 2000) nebo Rickettsia symbiont (Talecket al., 2002). Identifikac&vrté
bakterie je zaloZzena pouze na sekvenci 16S rRNAzh&oy Proteobakterii nazvana
PAUS (= pea aphid U-type symbiont) (Tsuchida et28102)¢i U-typ (Sandstrom et al.,
2001). Poslednim symbiontem je bakterie z r&piroplasmanazvanaSpiroplasma
symbiont (Fukatsu et al., 2001). Schizaphis graminuma Diuraphis noxiaenebyli

Zadni sekundarni endosymbionti nalezeni (Sandsétdah, 2001).

Vzhledem ktomuto sloZitému endosymbiotickému systé ktery se sklada
z povinného primarniho endosymbionta a jednoho &kbdlika, v rekterych gipadech
vSak zadného, sekundarniho endosymbionta, je vpleektpodobné, Ze hostitel musi
mit nékolik drovni interakce mezi primarnim a sekundarmindosymbiontem a svym

organismem (Chen et al., 2000; Fukatsu et al., 2001



1.3. Systematika a taxonomie korovnic

Prace na systematice korovnic ma dlouhou a bohhistorii. Cyklicky Zivotni
cyklus a gtidani hostital bylo objeveno jiz na konci 19. stoleti (Havill akabottit,
2007). Zahy se zaly objevovat prace&nujici se jejich terminologii a morfologickym
znakim slouzicim taxonomii (Cholodkovsky, 1896; Burdat908; Borner, 1908;
Marchal, 1913; Annand, 1928). P@&fdse objevily prace zabyvajici se popina
dynamikou, interakcemi mezi predatorem &istd (Eichhorn, 1968, 1969)i prace
studujici systematiku a Zivotni cyklus (Steffan,689 1972). Nechybi ani préce
vénované korovnicim z jednotlivych zemi (Inouye, 194Farter 1971; Covassi and
Binazzi, 1981, 1991; Binazzi, 2000).

Korovnicim z izemCeské republiky se nejvicesmovala prace Paska (1954),
v sowasné dob pini informani funkcicasopis Lesnické prace, ktery obsahuje zakladni
informace, fotografie a inforndai letaky (¢.6, ranik 2000).

Slozité vyvojove cykly a malé morfologické diky mezi druhy vedly ke vzniku
nejednotné nomenklatury, proto se dne8zeme setkat s pouzivanimi thlavnich
systénii (Annand, 1928; Borner and Heinze, 1957; Steff&@§8). Tyto systémy jsou
znazorrny na obrazku 2.

Prvni ukovaci klte ke spravnému druhovémuiazeni korovnic se sotstily
pouze na morfologické odliSnosti — ugpdani piduchi a voskovych Zlaz — u larev
prvniho instaru. Tak byly korovnice raddny na druhyPineusse 4 BiSnimi piiduchy
a Adelges( se 6 poddruhy) s 5fiBnimi piduchy (Annand 1928; Bérner and Heinze
1957). Toto rozéleni bylo pozdji doplnéno o p&et chromozom a pitomnost a
umisgni symbiotickych bakterii (Steffan, 1968). V prad vSak determinace zaloZena
jen na larvalnich stadiichriis neos¥dcila. Z tohoto divodu byla v Britanii na felomu
60. a 70.let minulého stoleti provedena morfologiskudie vSech d@ldlenych forem
britskych druti korovnic, na jejimz zakladbyl sestaven novy Ki(Carter, 1971). Toto
zpracovani bylo vychodiskem pro vytemi podobného ke v Italii ( Binazzi, 2000). |
v téchto pracich se vSak vyskytujic¢ité nesrovnalosti mezi druhy rozliSitelnymi na
z&klad morfologie a druhy morfologicky shodnymi, ovSenodiiSnymi vyvojovymi
cykly. Velké problémy i druhové determinaci Zigobuje také redukce Zivotnich cgkl

korovnic i jejich importu do novych zoogeografickych afe@iavelka, pers.kom.).
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Obr.2 Hlavni pouzivané systémy v taxonomii korovnic, nghsystém dle Borner and
Heinze (1957), dole systém dle Steffan (1968). Moditve nalezi druhuPineusa
cerné druhtAdelgesdle Annanda (1928). (Havill and Foottit, 2007).

1.4. Molekularni metody v taxonomii korovnic
| pfes mnohé snahy k vytieni spolehlivych wovacich kléa pro spravné

zarazeni zkoumaného druhu je druhova determinace karawva zaklad morfologie
stéle obtizna a négsnd. Velky vyznam proresné druhoveé geni a vyjaséni Zivotnich
cykli by mohly mit molekular&biologické metody.

Sowasné analyzy msSic na urovni DNA sekvenci se s$edstpgedevSim na
fylogenetické DNA markery, iikemz ¥tSina studii je zafena naceled Aphididae
(Moran et al., 1999; von Dohlen, Teulon, 2003).



Celedi Adelgidae se v poslednich letechénovalo jen gkolik studii. V prvni
(Mantovani et al., 2002) jsou pouzity Useky 2 mitmedrialnich gel — cytb a NDH4
k definovani druhoveé ffslusnosti uvnit druhu Adelges (Dreyfusig. Vysledna data
nedokazala na molekularni arovni rozlisit 2 drutoydvnic Qreyfusia nordmannianae
a Dreyfusia merkejia prokazala pouze malé odliSnosti mezi ostataimalyzovanymi
druhy na Gzemi Itdlie a Danska. Tato prace ovS&sdgySim prokazala pouZzitelnost
molekularnich metod pro analyzu druhovésjuSnosti u vybrané skupiny zigiohu.
Druha prace (Havill et al. 2006a) zkoumala mezipajni rozdily u korovnice
jedlovcové Adelges tsugge ktera zfisobuje velké Skody na jedlovci kanadském
(Tsuga canadensisByly pouzity 3 useky mitochondridlniho genom@Oll, cytb a
oblast obsahujiaiast genu pro 1. podjednotku NADH dehydrogenasy ARNI acast
velké ribosomalni podjednotky (16S). Vysledkem buigeni geografického twodu
druhu A.tsugae Tieti studie zagtena na vztahy veledi Adelgidae(Havill et al.,
2006b) pouzivala 3 mitochondrialni markery z obla3®l, COIll, cyb a nuklearni
elonga&ni faktor EFD. Vysledkem bylo zmapovani vziakeledi Adelgidaea jejich

hostitelskych &vin, ale i pislusnost skupin do podlediAdelginaeaPineinae

1.4.1. Molekularni markery

Molekularni markery se stalyileézitym biologickym hybatelem, ktery ike byt
pouzit @i reSeni problérn tykajicich se fylogenetiky, ekologie a evoluceyahie se
vyvijejicich skupin organisty kde je problematickéirpsné morfologické deni. Tyto
markery majitadu vyhod, naip jejich pouziti neni omezeno n&iiié stadia vyvoj&ii
na mnozstvi studovaného materidlu, a Ize je také,ugitych podminek, pouzit
k analyze suchychi starych vzork. Rozdluji se na d¥ hlavni skupiny, kterymi jsou
proteinové (alozymy) a DNA markery. DNA markery déle &li na nuklearni a
mitochondrialni, markerem iie byt v obou fipadech gen i nekddujici oblast (Loxdale
and Lushai, 1998).

Mitochondrialni DNA ma vyssi mutai rychlost — zhruba 20x — nez DNA

nuklearni. Ma také vysokou mezidruhovou variabiltuvyskytuje se v hikach ve
velkém mnoZstvi kopii (stovky — tisice)¢di se v materndlni linii (ma hemizygotni

konstituci) a nevyskytuji se v ni introny. Mezi &ag€jSi Useky pro tvorbu markier



pati v mtDNA cytochrom oxiddza podjednotka | a Il (COTOIl) patici mezi
variabilrgjSi Useky a déle konzervované uUseky 16S rRNA, IRSA (Loxdale and
Lushai, 1998; Caterino et al., 2000).

Nuklearni DNA se v biice diploidnich organisivyskytuje pouze ve 2 kopiich.
U starSich vzork je mér dostupna nehorychleji degraduje. Vyhodou itie byt
piitomnost introd, které zvysuji variabilitu. NéasgjSimi oblastmi pro tvorbu markér
jsou nekddujici oblast Internal Transcribed SpgtE®) a kddujici oblast elongai
faktor la (EF 1o) (Loxdale and Lushai, 1998; Caterino et al., 2000)

Pro identifikaci druhovych kompléx korovnic byly na zéklad informaci
z literatury (Loxdale and Lushai, 1998; Caterinioak, 2000; Leonardo and Muiru,
2003) a pedchoziho vyzkumu (&htova, P., 2008) vybrany 2 mitochondrialni
markery, 1 marker nuklearni a 2 markery z primardhdosymbiont8uchnera sp.

1.4.2. Mitochondrialni markery

Cytochrom oxidaza — podjednotka | (DNA ,barcoding*)

DNA ,barcoding“ je novy projekt svelkym rozsahemplatnéini nejen
v Zivocisné, ale i v rostlinnéisSi. Je zalozen na poznatku, Ze pokud je vybraatk&r
sekvence ze standardizované oblasti genomizenbyt pouzita jako DNA marker pro
piesné ueni druli, ale i k identifikaci drufh novych¢i kryptickych. V zZivaisnérisi je
touto kratkou sekvenci 658 bp dlouha oblast v biszk 5°konce COI. Zakladnim
piedpokladem této techniky je skét®st, Ze vnitrodruhova variabilita jéilplizné 10x
mensi nez variabilita mezidruhova (konkg&tnCOl je vnitrodruhova variabilita menSi
nez 1%, vzachvice nez 2% a mezidruhova jét$i nez 10%) (Hebert et al., 2004;
Smith et al., 2006; Shearer and Cofforth, 2007).

AT — control reqgion

AT oblast je hlavni nekodujici oblasti v mitochaéthim genomu. Obsahuje
velky paiet A+T nukleotid: (to je patri fylogenetickym znakem hmyzu) a tandemove
repetice, které podstoupily synchronizovanou evickupaet jejich kopii ukazuje na
velkou muté&ni rychlost. Oblast ma u bezobratlych i obratiovelice variabilni délku i

sekvenci. | u hmyzu samotného ma velmi variabilbiopu v zavislosti naieskupeni



tRNA beéhem evoluce. Neni to vSak nejvarialjii oblast genomu a proto je vhodna
jako marker pro analyzy blizcéipuznych taxofi (Zhang et al., 1997).

1.4.3. Nuklearni markery
Internal transcribed spacer (ITS)

ITS je nekddujici oblast nachazejici se mezi vedarizervovanymi kédujicimi
oblastmi 18S a 28S rRNA. Vyviji se rychleji ne#Sia jinych genf, z¢ehoz plyne, Ze
se mize velmi liSit i mezi Gzceffbuznymi druhy a riwe byt proto dobrym markerem.
Je rozdlena na podjednotky ITS1 mezi 18S a 5,8S a ITS2 B85 a 28S, ixemz
ITS2 je variabilgjSi nez ITS1. Oblast ITS se vyskytuje pouze na skeapinim
prekurzoru, po transkripci dochazi k excizi a rgcbegradaci (Schlbtterer et al., 1994;
Loxdale and Lushai, 1998; Bargues et al., 2000udlas et al., 2001).

1.4.4. Markery z primarniho endosymbiontaBuchnera sp.
argS a rrs

Fylogenetické vztahy mezi prokaryoty byly usteeny na zaklad porovnavani
sekvenci rrs (porovnavana byla jediné sekvence pro 16S rRNA), tato porovnani
ukazala, Ze tyto sekvence jsou vhodné k jejich avaldeterminaci. BBuchnera spje
navic ribosomalni gen ve 2 odliSnych transémigh jednotkach rrs (16S rRNA) a
rrl+rrf (23S+5S rRNA) a vgenomu ma pouze 1 kops, rkterd je navic vzdy
piedchazena genem argS kodujicim arginyl-tRNA synthas

Vzhledem ké&mto skuténostem a prokdzanymiznym velikostem genomu

Buchnera sp u tiznych druli mSic gedpokladame velkou variabilitu g&na
intergenovych useékmezi argS a 16S rRNA a proto byly tyto Useky, aklad Udaji
Z literatury (Munson et al., 1991b; Pang and WinkI@93; Munson et al., 1993; Olsen
et al., 1994), vybrany jako potencionélirhodné markery.



2. Cile prace

1. Vybrat markery pro rozliSeni jednotlivych dtuln druhovych komplek
DreyfusiaaPineus

2. Otestovat vhodnostdahto markel ke zjiS€ni vnitrodruhové a mezidruhové
variability u zmignych druhovych komplax

3. Po sekvenaci Gsp naamplifikovanych Useék statisticky zpracovat a

vyhodnotit ziskana data.

10



3. Material a metody

Material

VSechny vzorky k analyze poskytl Ing. Jan HavelB#olpgické centrum AV

CR, Entomologicky Ustav), ktery provéd jejich terénni s& i druhovou

determinaci. Vzorky byly f&d analyzou bdi uchovavany v 98% ethanolu nebo

zmraZené na -82°C. Vzorky pochézeji z lokalit nenizCeské republiky, jejich

seznam je uveden v tabulce 1.

Tab. 1 Seznam analyzovanych dfuh

Cislo vzorku | Druh Lokalita Instar Zp.uchovavani
sistens
3059 Pineus strobi Lednice ovo,larva 98% ethanol
progrediens 98%
3098 Pineus strobi Novy Dvir ovglarva ethanol
5 progrediens
3572 Pineus strobi Ceské Budjovice ovglarva 98% ethanol
sistens
3062 Pineus pini Chvakov ovolarva 98% ethanol
progrediens
3230 - 3231 Pineus pini Praha, Bevnov ovo,larva 98% ethanol
5 progrediens
3576 Pineus pini Ceské Budjovice ovglarva 98% ethanol
3071 - 3072 Pineus cembrae Téchobuz u Pacova sistensovo,larva 98% ethanol
progrediens
3497 Pineus cembrae Téchobuz u Pacova ovo,larva 98% ethanol
progrediens
3583 Pineus cembrae Buchlovice ovglarva 98% ethanol
10536 Pineus cembrae Téchobuz u Pacova sistens -82°C
2486,2489 - 2496 Pineus orientalis Buchlovice al-gal 98% ethanol
2514 Pineus orientalis Buchlovice al-gal 98% ethanol
10241 Pineus orientalis Buchlovice al-gal -82°C
10580 - 10582 | Pineus orientalis Lednice al-gal -82°C
10600 - 10604 | Pineus orientalis Lednice al-gal -82°C
10655 - 10657 | Pineus orientalis Buchlovice al-gal -82°C
3487 Pineus pineoides Zdikov sistens 98% ethanol
progrediens
3498 - 3499 Dreyfusia piceae Bystfice pod Hostynem ovglarva 98% ethanol
. progrediens
3622 Dreyfusia piceae C. Budgjovice, BraniSov ovglarva 98% ethanol
10373 Dreyfusia nordmannianae| Buchlovice al-gal -82°C
10539 - 10541 | Dreyfusia nordmannianae| Libin sistens -82°C
11449 - 11453 | Dreyfusia nordmannianae| Buchlovice al-gal -82°C
12009 - 12011 | Dreyfusia nordmannianae| Buchlovice al-gal -82°C
812 Dreyfusia prelli Buchlovice al-ex 98% ethanol
854 Dreyfusia prelli Buchlovice al-gal 98% ethanol
10397 Dreyfusia prelli Buchlovice al-gal -82°C
10841 - 10843 | Dreyfusia prelli Buchlovice al-gal -82°C
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3.2. Metody

VSechny dale uvathé metody byly provashy vyhradi s pouzitim
aerosolovych Spek, aby se ifedeslo pipadné kontaminaci cizorodou DNADNA
z ostatnich analyzovanych vzérkK analyze bylo pouZito (vzhledem k velikosti) 5-6
jedinai z jednoho klonu.

3.3. Izolace DNA

Vzorky, které byly uchovavany v ethanolu bylyeg analyzou ponechany na
buniité vag pri pokojové teplat, aby se odpily ethanolové zbytkyCisty ethanol
totiz sr&zi DNA, a proto by mohl negat&/ovlivnit DNA extrakci. 1zolace DNA byla

provadna pomoci &kolika metod.

3.3.1. Izolace extraknim pufrem (Cox and Hebert, 2001; Frati et al., 200)

Smes na extraéni pufr (EP):
885ul ddHO; 100ul 1x PCR pufr s Mgel(TopBio); 10ul 1% Tween 20; 5ul
proteinazy K o koncentraci 100ug/ mil.

K analyzovanému vzorku bylofigano 25 ul EP, poté byl vzorek ponechan 15
minut v mrazicim boxu o tepkbt76°C. DalSim krokem byla inkubace po 2 hoditiy p
65°C a zawrecna inaktivace proteinazy Kip95°C po 15 minut. Vznikla sés byla
uskladrgna v mrazicim boxu ip teplog€ -20°C, kde byla fipravena k pouziti jako

templéat pro PCR.

3.3.2.1zolace pomaoci ,Squishing Buffer” (SB) (Glooet al., 1993)
Izolagni roztok byl nasledujiciho slozeni:
TRIS - Cl, pH 8,2 10mM; EDTA 1mM; NaCl 25mM; Protéza K 200ug/mi
Prvni krok izolace se liSil v zavislosti ngegchozim uchovéani vzorku. Pokud byl
vzorek z lihu, byl nejprve ienesen do AE pufru (QIAGEN; 10mMTris-Cl,0,5mM
EDTA,pH9)( aby doslo k rehydrataci tkani), kde Ipginechan fes noc, poté byl AE
pufr odstragin. DalSi postup byl stejny pro vzorky zmrazen@aovié.
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Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml bylgnesen vzorek, poté byldigano
50ul SB, vzorek byl pomoci zatavené 1000u¢l§pzhomogenizovan a zkumavka byla
pienesena do inkubaiho blaku, kde byla f teplog 37°C ponechana 30 minut, poté
byla teplota zvySena na 95°C po dobu 10 minut,dd®jo k inaktivaci proteinazy K.

Na z&¥r byl vzorek centrifugovan 2 minuty/ 11 000 &&. Tato smis byla uskladéna
pii teplo€ 4°C a pimo pouzita jako DNA templat pro PCR.

3.3.3. Izolace pomoci kitu ZR Genomic DNA I ZYMO RESEARCH)

Izolace byla provedena dle navodu vyrobceild ge v poslednim kroku, kdy byla
eluce DNA provedena do 2 frakci, kazda o objemyuRD. frakce byla uskladna fi
teplot 4°C a ihned pouzivana. 2. frakce byla uském@nv mrazicim boxuipteplog
-20°C.

3.3.4. Izolace pomoci kitu Invisorb Spin Tissue min(INVITEK)

Izolace proéhla dle navodu vyrobce &mito Upravami: inkubace pofigani
proteinazy K probihala 2 hodiny ve vodni lazni pleg 52°C, za¥recna eluce DNA
byla provedena do 2 frakci, prvni o objemu 100u¢hfwana g 4°C a ihned
pouzivana), druhda o objemu 50ul (uskkaminv mrazicim boxuipteplog -20°C).

3.3.5. I1zolace pomoci kitu DNeasy blood and tissSU®QIAGEN)

Izolace dle navodu vyrobce se &&nou eluci DNA rozdlenou do 2 frakci, prvni o
objemu 100ul (polovina prvni frakce byla ihned Ewlaci zamrazena na -20°C a
uchovana pro poz{si pouziti, druha polovina byla ponecharatpplot 4°C), druha

frakce o objemu 75ul zamrazena na -20°C.

3.4. Primery

K amplifikaci vybranych Usek byly pouzity univerzalni primery zvolené na
zaklad udaj z literatury (Folmer et al., 1994; Simon et al994; Ji et al., 2003;
Sandstrém et al., 2001; Leonardo and Muiru, 20030 primery jsou ve &sSin¢
piipadi umistny v konzervovanych oblastech genomu a um@ztak usgSnou
amplifikaci wtSiny analyzovanych vzoiék Primery specifické jsou navrZzené podle
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msSice Daktulosphaira vitifoliae ze sesterské skupinf?hylloxeridag k amplifikaci

v s

Presné umishi usgsné naamplifikovanych fragmetitspol€&né s polohou pouzitych

primeri je znazorané na Obr. 3. Amplifikace pro oblasti ITS a AT-awhtregion

e

nebyly UsgSné, proto jejich blizSi popis neni uveden.

Tab. 2 Seznam a popis pouzitych prirer

N&zev primeru | Sekvence 553 | Typ
Cytochromoxidaza podjednotka 1

LCO 1490" GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATATTG G F
HCO 2198" TAA ACT TCA GGG TGA CCAAAAAAT CA |R
AT-control region

Adel AT for114486" CAATTATAG AACAGATTC CTC F
Adel AT revl 213 TTG AAG TAT GAA TCC AAA AGC R
Genom endosymbiont&uchnera sp. Arginyl -tRNA synthasa

argS1” TGT CCAATATGC ATT TCT TTT GC F
Buch 5rev” CCA GAT ATT ACT CAC CCG TT R
Genom endosymbionteBuchnera sp. 16S rRNA (rrs)

Buch 16S1fb) TTC GTG ACG TTA CCC GCA GA F
common reverse primér | CCC CTA CGG TAA CCT TGT TAC GAC R
Internal transcribed spacer

ITS 52 GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G F
ITS 1r? CTTTTCCTC CSC TTAYTR ATATGC R
ITSf1? TAC ACA CCG CCC GTC GCT ACT A F
ITS 4r? TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC R

1) Folmer et al., 1994

2) Simon et al., 1994

3) Jietal., 2003

4), 5), 7) Zurovcova, 2008

6) Leonardo and Muiru, 2003

Cytochromoxidaza podjednotka 1

1474 ™ LCO 1490

3009

IRMA Tyt

tRMa Leu

Hoo 2198 %

Linearizovany usek genonituchnera sp.

args1
— 9

args

16% rRMA, (rrs)

Buch 5rew 44—
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— @ Buch 16511k

165 rRMA, (Frs) 235 rRhA,

COmmon reverse 4——
primer

Obr. 3 Grafické znazoréni amplifikovanych Usakspol&né s pouzitymi primery
(mode jsou vyzné&eny naamplifikované Useky, Z&kddujici oblasti, dvojitogarou

jsou ohranieny nekddujici oblasti)

3.5. Polymerazovaretézova reakce (PCR)
3.5.1. Reakni smés

Zakladni PCR reakce byla michdna do mikrozkumavkybgemu 200ul, jeji
piiprava probihala na ledu, standardse do kazdé reakcetigvalo BSA (Bovine
Serum Albumine 20mg/ml, Fermentas), pro stabilizackvySeni &innosti. Ridani
Zakladni

reakce byla s Taqg DNA polymerazou Unisi &ptimalizaci reakce byly vyzkouSeny 2

polymerédzy byl posledni krok. Vysledny objem reakungé vzdy 12,5 pl.

typy polymeraz a zvyseni koncentracédiku. VSechny typy reakci jsou zaznamenany

v tabulce 3.

Tab. 3 Ptehled pouzitychPCR reaknich sndsi

PCR snds pro PCR sngs pro PCR snds pro
Zakladni PCR amplifikaci useku| amplifikaci Gseku| amplifikaci Gseku
reakeni snes COl argS 16S rRNA
dHO 7,15ul 7,15ul 6,19 ul 7,15ul
10x pufr? 1,25 pl 1,25 pl 1,25 pl 1,25 pl
dNTPs? 1l 1l 1l 1l
primery F/R (5uM) | 0,75 pl/0,75 ul | 0,75 ul/0,75 ul | 0,75 ul/0,75 ul|  $4#/0,75 pl
BSA 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
MgCl, (25mM)
(TopBio s.r.0.) | -mmmmmommmmem | mmmmmeeees 0,96l  |-mmmmmemeee-
polymeréaza:
Unis? 0,1 pl 0,1 pl 0,1 pl 0,1 pl
LAY 0,1 pl
DNA 1yl 1yl 1yl 1ul

1) 10x Ex Taq pufr (TaKaRA)
2) dNTPs 2,5mM (TaKaRa)
3) Taq DNA polymeraza Unis (TopBio s.r.0.)

4) LA DNA polymerases mix (TopBio s.r.0.)
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3.5.2. PCR profil k amplifikaci jedntolivych fragmenti
Oblast COI (,Barcoding*)
VSechny amplifikace prainly na gistroji Bioer XP cycler. Amplifikani

program ndl tyto kroky: predenaturace 94°C, 1 min., nasledod® cykli (denaturace
94°C, 30 s, anneling 47°C, 35 s, elongace 72°C, id. r80s), reakci ukaiila
postelongace 72°C, 1 min. 30s.

Oblast genu argS

Amplifikace prokEhly na gistrojich Bioer XP cycler a Eppendorf Mastercycler.
Amplifika¢ni program nal tyto kroky: predenaturace 94°C, 2min., nasledo\ay cykh
(denaturace 94°C, 30 s, anneling 55°C, 30 s, emn@2°C, 1 min.), reakci ukoita

postelongace 72°C, 2 min.

Oblast 16S rRNA (rrs)

Amplifikace prolghly na gistroji Eppendorf Mastercycler.
Amplifika¢ni program mal tyto kroky: predenaturace 94°C, 1min., nasledovab
cykla (denaturace 94°C, 30 s, anneling 59°C, 30 s, amng2°C, 1 min.), reakci
ukorzila postelongace 72°C, 2 min.

3.6. Gelova elektroforéza

Po prokhnuti PCR reakce byla tsmost amplifikace (velikost a mnoZzstvi
produktu) o¥tena pomoci elektroforetické verifikace. 2 pl PCRoduktu byly
naneseny na 1% agarézovy gel. Gel Hpraven rozpughim 1g agarozy (SeaKem LE
Agarose, Cambrex) ve 100 ml 1x TAE pufru (zasobmdtok 50x TAE pufr je
nasledujiciho slozeni: 121 g TRIS; 28,55 ml kyseletove; 50 ml 0,5M EDTA pH
8,0; 421,45 ml KHO) a rozvéenim v mikrovinné troub Poté byl zchlazen pod tekouci
vodou na teplotu cca 50°C a bylo d§ piidano 10 pl ethidium bromidu o koncentraci
0,5ug/ul. Takto ppraveny gel byl nalit do ipravené formy siebinky zajigujicimi
vznik jamek. Gel byl ponechan tuhnout cca 40 mimit pokojové teplat.
Elektroforéza probihalaipnapti 110V 35 minut v pokojové tepkat Pro porovnani
velikosti a mnozstvi PCR produktu byl na gel nanselikostni marker Lambda
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DNA/EcoRI+Hind Ill (FERMENTAS). Rozé8leny PCR produkt byl vizualizovan na
UVP transiluminatoru (UVP transilluminator). Vyskdd byl fotograficky
zdokumentovan digitalni kamerou UVP. Fotografieugad UspSné PCR amplifikaci je
na Obr. 4.

12 3 45 6K SM

5 Tepiisin ™ LE G Agaross ER045A)

(O Sy, Serm baagin e,
1 TRE, TWim, 450

Obr. 4 Vlevo vysledna fotografie PCR prodikpo rozdaleni. 1-6 testované vzorky
fragmentu COI (1-5 us8nre, 6 neuspsre amplifikované), K kontrolni PCR reakce bez
piidané DNA, SM Lambda DNA/EcoRI+Hind Il marker, gwo Lambda
DNA/EcoRI+Hind Il marker

3.7. Purifikace PCR produktu

Po owieni uspsSnosti amplifikace daného fragmentu byl PCR proghadtiSten.
K precisteni byly pouzivany 2 metody.
3.7.1. DNA clean and concentrator clean-ufZYMO Research)

PreciSténi PCR produktu probihalo dle ndvodu vyrobce.

3.7.2. RediStovani pomoci snisi ExoSap-ITe uss) (Dugan et al., 2002)

K 10 ul PCR produktu bylo fidano 1,5l ExoSapu. Michani probihalo na ledu.
Poté byla sis inkubovana v iistroji Eppendorf Mastercycler nebo Bioer XP cyger
dobu 30 minut p 37°C a 15 minut  87°C. Vznikly produkt byl pipraven gimo na

sekvenani reakci.
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3.8. Sekven#&ni PCR reakce
Pro sekvenovani byl pouZit kit BigDye Terminata3.k. Cycle Sequencing Kit.

SlozZeni reagni snesi (10ul):
1,0 ul sekvenaniho mixu; 1,5ul 5x sekvenaniho pufru; 0,5ul primeru (5uM); 10-40
ng PCR produktu, vSe dogimo dd HO do 10ul. Michani sn&si probihalo na ledu.

Sekvenéni program

V sekvenéni reakci byl templatemigcisttny PCR produkt. Reakce probihala
na @istrojich Eppendorf Mastercycler nebo Bioer XP eycEkladala se 2¢hto kroki:
predenaturace 96°C, 2min., nasledovalo 25 icyklenaturace 96°C, 15 s, anneling

50°C, 20 s, elongace 60°C, 4 min). Poté doslo kéazeni na uchovavaci teplotu 4°C.

3.9. Fredisténi sekvend&ni reakce pomoci Sephadexu a aerosolovych &pk

Na pipravu 1 sloupéku bylo poteba 0,025 g Sephadexu (Sephatfe®-50
Superfine, Amersham Biosciences) a 40@dH20. Sephadex byl ve védozpusén a
vznikla sngs byla ponechana bobtnat minim&a#b min. i 4 °C.

Aerosolova Spika (100 pl) byla tiznuta cca 5 mm pod filtrem a ungisa do
0,5 ml mikrozkumavky. Na kazdy sloufek bylo naneseno 150 roztoku Sephadexu a
pipetovacim dudlikem byla protlena pebyt&na voda. Poté bylo naneseno na
sloupeek dalSich 15Q@l, prebyte&na voda byla ofi protlatena pipetovacim dudlikem,
na za¥r bylo naneseno cca 100ul Sephadexu a centrifugo2amin i 1 000 rcf.
Nakonec byly sloupiky premistny do nové mikrozkumavky.

Produkt sekver@i reakce byl nanesertimo nacerstw pripraveny sloupéek
Sephadexu. Sloupky byly centrifugovany po 2 minipl 000 rcf.

PrecisSténa sekvenéni reakce byla vysuSena ve vakuové vysdes&peed-VAC
(cca 40 min) p pokojové teplot.

3.10. Analyza sekvenci

K analyze sekvenci byl pouzit automaticky sekvenA®l PRISM 3130xl
(Applied Biosystems, Biologické centrum AR, UMBR, Laborat®é genomiky).
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3.11. Statistické zpracovani sekvenci

Kontrolni identifikace sekvenci byla provfith pomoci databdze NCBI BlastSearch
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Sekvence byly upraye v programu SegMan
(DNASTAR, Inc.), kde byla z komplementarnich seksie vytvaena jedna
konsensudlni. Tato sekvence byla dale zkontrolownagipad poteby opravena
v programu Mega 4 (Tamura et al., 2007). ProgranGME byl dale pouzit pro tvorbu
alignmenti (vytvoreny metodou ClustalW). Dale byla vtomto programypoétena
pramérna délka a nukleotidové sloZzeni sekvenci¢enr p@et variabilnich mist,
parsimonialni variabilita a geneticka vzdalenosbdel Kimura2-Parameter).

Pomoci metody Neighbour-Joining (NJ) na zaklachodelu genetické
vzdalenosti Kimura2-parametr byly vytiemy dendrogramy. U markeru argS byly gapy
zohledhovany jako variabilita a nikoliv jako chyjici data (pouZzita volba ,Pairwise
deletion”). Statistickd podpora stromu byla test@vgpomoci metody bootstrap (2000
opakovani). Tato metoda byla vybrana dle jejihéieného pouziti u markeru COI
tykajiciho seDipter (Smith et al., 2005b; Smith et al., 2006) a jeétakandardni pro
DNA ,barcoding” (www. barcodinglife.org).

Pri tvorbé dendrogramu COI fragmentu byla jako outgroup zvalemSice
Daktulosphaira vitifoliaeze sesterskéeledi Phylloxeridae Fxi tvorbé dendrogramu u
markeru argS byl jako outgroup pouzit sekundarnmhtsgnt Buchnera sp. Bylo
zapotebi zohlednit jeho délkovou variabilitu u danéhaginentu, proto bylBuchnera
sp. vybrana ze 2 hostitelskych organitsmrr mSice Acyrthosiphon pisum(delSi
fragment) &Schizaphis graminurtkratSi fragment).

Analyza haplotyp a jejich frekvenci byla provedena pomoci prograddmaSP
ver. 3 (Rozas and Rozas, 1999).

Pomoci programu TaxonDNA (Meier et al., 2006) bziskana data na jejichz
z&klad byly v programu Microsoft Excel vyt¥eny histogramy.
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4. Vysledky

V této praci byla testovana vhodnost 2 mitochorith market, 1 nuklearniho
markeru a 2 markérz genomu primarniho endosymbiomachnera spk identifikaci
druhi u druhovych komplex korovnic rodi Dreyfusia a Pineus Amplifikace byla
aspsna pro fragment mitochondrialniho genu COIl a prarkery z genomu

endosymbionta, kterymi byly argS a 16S rRNA .Celkyro analyzovano 55 jediic

Charakteristika fragmentu genu COI

Cilova oblast v genu COI byla s naamplifikovana u 51 jedid¢ sekvence
byly upraveny na jednotnou délku 647 bpc€tovariabilnich mist byl 140 (21,63%
z celkové délky sekvence), parsimonialni variadiliiyla na 111 mistech (17,1%).
Praimérny obsah AT/GC v sekvencich byl 75,7/24,3. Daldy bgpcatitany genetické
vzdalenosti uvnit jednotlivych drufi, ty jsou pro vSechny testované markery uvedeny
v Tab. 4. Mezidruhova variabilita pro marker COIl ygedena v Tab. 5. #nérné
hodnota vnitrodruhové variability markeru COIl j&94% a mezidruhové 7,9%. Pro
tento marker analyza rozliSila celkem 21 haplétyjejich prehled je uveden v Tab. 6.
Ze vSech ziskanych sekvenci byl vyiso dendrogram (Obr. 5) zna#ajici rozcleni
do druhi.

Tab. 4 Vnitrodruhové genetické vzdalenosti

Vnitrodruhova variabilita

Marker | COl | argS | s

Priimér (Smérodatna odchylka)

Dreyfusia

nordmannianae 0.004 (0,001)| 0,01 (0,004) 0,043 (0,005)

Dreyfusia prelli

0.007 (0,002)

0,002 (0,002)

0,048 (0,006)

Dreyfusia piceae

0.001 (0,001)

0,014 (0,006)

0,001 (0,001)

Pineus orientalis

0.004 (0,001)

0,003 (0,001)

0,006 (0,001)

Pineus strobi

0.045 (0,006)

0(0)

0,035 (0,004

Pineus pini

0.004 (0,002)

0,006 (0,003)

0,031 (0,004)

Pineus cembrae 0.001 (0,001)| nenaamplifikovan®,001 (0,001)

Pineus pineoides | n/c (n/c) nenaamplifikovanon/c (n/c)

n/c — pameér nebyl spditan, u druhu byl osekvenovan pouze 1 jedinec
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Tab. 5 Mezidruhové genetické vzdalenosti

D

D.nord”| D. prelli| D.picead P.orient”| P.strobi| P.pini| P.cembrag P.pineoided
D. nord
D. prelli 0,005
D. piceae 0,003/ 0,004
P.orient” 0,116/ 0,119 0,115
P.strobi 0,111 0,113 0,11 0,069
P.pini 0,117, 0,119 0,116 0,004 0,069
P.cembrae 0,1 0,102] 0,099 0,069 0,044 0,068
P.pinecides 0,107] 0,108 0,106 0,076 0,056 0,076

1)-Dreyfusia nordmanniana®) Pineus orientalisPimery jsou psangerns, snerodatné odchylky

zelers.

Tab. 6 Prehled haplotyp COI

Haplotyp| Frekvence Cislo vzorku (druh)
12009,12010,12011,11451,11452,11453
(D. nordmannianag
10841,10842,10843,1037B.prelli)

1 12 3498,3499D.picead

2 1 11449 D.nordmannianag

3 1 11450 D.nordmannianae)

4 3 10539,10540,1054D(nordmannianae)

5 1 812 D.prelli)

6 1 854 D.prelli)

7 1 10397 D.prelli)

8 1 3622 D.piceag

9 1 2486(P. orientalis)
2489,2492,10580,10581,10582,10656,2514,10241
(P.orientalig

10 11 3230,3231,3576R.pini)

11 1 249Q(P. orientalis)

12 1 10655P. orientalis)

13 1 10657P. orientalis)

14 1 1060QP. orientalis)

15 4 10601, 10602, 10603,106@2 orientalis)
3059 P.strob)

16 5 3071,3072,3583,1053@ (cembrag

17 1 3098 p.strob)

18 1 3572 P.strob)

19 1 3062 P.pini)

20 1 3497 P.cembrae)

21 1 3487 P. pineoidep
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11453 ] Dreyfusia nordmannianae
10841 ] Dreyfusia pr
10842 T Dreyfusia preli
3113499 7 Dreyfusia piceas

12011 :| Dreyfusia nordmannianae
12009 :| Dreyfusia hordmannianae
12010 :l Dreyfusia nordmannianae
10843 ] Dreyfusia p
3622 | Dreyfusia piceas
— 854 ] Dreyfusia pre
4 - 10373 7] Dreyfusia nordmannianae
11451 7 Dreyfusia nordmannianae

11450

Dreyfusia nordmannianae
11452

10397 JDreyfusia prell

Daktulosphaira \itifoliae
0.01

Obr. 5 Dendrogram COI (Neighbour-Joining, Kimura2-Paramed®airwise deletion,
Bootstrap 2000). Strom zaten pomoci mSic®aktulosphaira vitifoliaeze sesterské

skupinyPhylloxeridae Jednotlivé druhy jsou odliSeny barévn
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Charakteristika fragmentu pro argS

Pfi pouziti tohoto markeru byla amplifikace @Spa u 31 jedinc Fri tvorbé
konsensualnich sekvenci byla detekovana rozdilti&oge fragmentu pro jednotlivé
rody, proto byl statistickym analyzam kazdy rod qodén zvlas.

Rod Pineus

Ziskané sekvence tohoto rodu byly upraveny na jeadnodélku 581bp. Ret
variabilnich mist byl 54, tj. 9,29% z celkové dékgkvence, parsimonialni variabilita
byla na 40 mistech (6,88%).uPmeérny obsah AT/GT v sekvencich byl 80/20.&®pyly
spaitany genetické vnitrodruhové (Tab. 4) a mezidréhoab.7) vzdalenosti.
Primérnd hodnota vnitrodruhové variability je 0,3% a mezhové variability je
6,06%. Analyza rozliSila celkem 4 haplotypy (Tab.Bpro tento marker byl vytwen
dendrogram s roztenim jednotlivych vzork do drutii (Obr. 6).

Tab. 7 Mezidruhové genetické vzdalenosti u rdRineus

P.pini| P.strobi| P.orientalis

P.pini
P.strobi 0,086
P.orientalis 0,005 0,091
Pramér je psarterns a snérodatna odchylka zelén

Tab. 8 Prehled haplotyp pro argS u rod®ineus

Haplotyp | FrekvenceCislo vzorku (druh)

3062,3576 .pini)
10241,10581,10582,10600,10602,10603,
0 10604,10657F.orientalig

3098,3572K. strob)

10655 P.orientalig

10656 IP.orientalig

AWIN|F
RN
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B0 L’I 0655
E5L 10656
a9 Pineus orientalis

10657
10602
10241 7 Pineus orientalis
- 3062

Fineus pini
3576
10600 ] Fineus arientalis
gl 10582 7 Fineus orientalis
10581 7| Pineus arientalis

a8

10604 | Fineus orientalis
34
10603 7 Fineus orientalis
3572 ] Pineus strobi

| 3098 | Pineus strobi
BuchneraAP

10)

01

Obr. 6 Dendrogram argS roineus(Neighbour-Joining, Kimura2-Parameter, Pairwise
deletion, Bootstrap 2000). Strom zaé&nEn pomoci endosymbionBuchnera spjejimz

hostitelem je mSicAcyrthosiphon pisundednotlivé druhy jsou odliSeny barévn

4.2.2. RodDreyfusia

Sekvence tohoto rodu byly upraveny na jednotnolkudél91 bp. Péet
variabilnich mist byl 9 (4,71 % z celkové délky wefce), parsimonidlni variabilita
byla na 5 mistech (2,61 %).dPnérny obsah AT/GT v sekvencich byl 68/32. Dale byly
spaitany genetické vnitrodruhové (Tab. 4) a mezidréhagoab. 9) vzdalenosti.
Pramérn&d hodnota vnitrodruhové variability je 0,86% azideuhové variability je
1,033%. Analyza rozliSila celkem 5 haplotygTab. 10). | pro tento marker byl
vytvoien dendrogram s roziénim jednotlivych vzork do druti (Obr. 7).

Tab. 9 Mezidruhové genetické vzdalenosti pro argS,Doelyfusia

D.prelli | D.nord”| D.picead

D.prelli
D.nord”| 0,006
D.piceae 0,01 0,015
1)-Dreyfusia nordmanniana®imér je psarterrg, snerodatné odchylky zeleén
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Tab. 10Ptehled haplotypp pro argS u rodDreyfusia

Haplotyp | FrekvenceCislo vzorku (druh)
10841,10842,10843,1039D.prelli)
11449,11450,11452,11453,12010,12011,10373
(D.nordmannianag

1 12 3499 . piceag
2 2 10539,105400.nordmannianag
3 1 12009 D.nordmannianag
4 1 3498 D. piceag
5 1 3622 D. piceag
10397 ] Dreyfusia prell
11449 Dreyl
12011 e
11111452 e
12010 D
10373 Dn
ep| 11450 J0res
10843 ] Dreyfusia prell
2q 10841 :|Dre_ufusia prelli
10842
- 3499 7| Dreyfusia piceas
|'8- 3498 | Dreyiusia piceas
Al 3622 7] Dreyfusia piceas
2 g —
33110540
11453 ] Dreyfusia nordmanriar
12009 JDreyfu
BuchneraSG
—

01
Obr. 7 Dendrogram argS rodreyfusia (Neighbour-Joining, Kimura2-Parameter,
Pairwise deletion, Bootstrap 2000). Strom zZakeén pomoci endosymbiontauchnera

sp. jejimz hostitelem je mSic&chizaphis graminumlednotlivé druhy jsou odliSeny
barevi.

Charakteristika fragmentu 16S rRNA (rrs)

Amplifikace byla UuspsSna v 36 pfipadech. Sekvence byly zarovnany na jednotnou
délku 933bp. Variabilnich mist se vyskytlo 175 7% celkové délky sekvence),
parsimonialni variabilita byla na 102 mistech (B9). Paimérny obsah AT/GT
v sekvencich byl 46,1/53,9. @pbyly spaitany vnitrodruhové (Tab. 4) a mezidruhové
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(tab. 11) genetické vzdalenostitiRerna hodnota vnitrodruhové variability je 2,35% a
mezidruhové variability je 4,53%. Celkem bylo réeino 23 haplotyp (Tab. 12). Na

zawr byl vytvoren dendrogram znazaijici rozcéleni jednotlivych vzorik do druh

(Obr. 8)
Tab. 11 Mezidruhové genetické vzdalenosti u rrs fragmentu
P.orient). | P.strobi | P.cembrafP.pini | P.pineoide$D.piceae| D.nord.|D.prelli
P.orient”
P.strobi 0,035
P.cembrae 0,053 0,021
P.pini 0,022 0,038 0,05
P.pineoides 0,052 0,021 0,002 0,049
D. piceae 0,074 0,05 0,043 0,073 0,042
D.nord”. 0,04 0,043 0,048 0,047 0,047 0,039
D.prelli 0,034 0,05 0,061 0,04 0,06 0,079 0,056

1)-Pineus orientalis2-Dreyfusia nordmannianadriméry jsou psanyerrg, sneér. odchylky zelei.

Tab. 12 Prehled haplotyf pro fragment rrs

Haplotyp| Frekvence Cislo vzorku (druh)
2490,2494,10582,10600,10655
(P.orientalig
3576 f.pini)

1 9 12009,12010,1201D( nordmannianage

2 1 2491 P.orientalig

3 1 2492 P.orientalig

4 1 2493 P.orientalig

5 1 10580 P.orientalig

6 1 10603 P.orientalig

7 1 10656 P.orientalig
3059 P.strob)

8 5 3071,3072,3497,358®( cembrag

9 1 3098 P.strob)

10 1 3572 .strob)

11 1 10536 R.cembrag

12 1 3062 P.pini)

13 1 3230 P.pini)

14 1 3231 .pini)

15 1 3487 P.pineoidep

16 1 3498 D.picead
3499 D.piceag

17 2 10373 D.nordmannianag

18 1 3622 D.picead

19 1 11450D.nordmannianag

20 1 11451 D.nordmannianag

21 1 10397 D.prelli)

22 1 10841 D.prelli)

23 1 10843 D.prelli)
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Obr. 8 Dendrogram rrs (Neighbour-Joining, Kimura2-ParameRairwise deletion,
Bootstrap 2000). Strom zat@en pomoci endosymbiont@Buchnera sp jejimz

hostitelem je mSicAcyrthosiphon pisurdednotlivé druhy jsou odliSeny barévn
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5. Diskuze
5.1. Izolace DNA a metodika PCR

Celkem bylo vyzkouSeno 5 metod izolace DNAi¢pmZ izolace extrakim
pufrem (Cox and Hebert, 2001; Frati et al., 200 mezdéla u Zzadného
z analyzovanych vzotk lzolace pomoci ,Squishing buffer” (Gloor et a993) byla
uspeSné ve vSechifpadech, dochézelo viak k rychlé degradaci DNAahopbyla tato
izolace vhodna pouze prdgulEzny screening vzoik 1zolace pomoci kit byly zprvu
stejre UsgsSné, v piibéhu prace jsem ovSem zjistila, Ze i zde dochaztizke
velké degradaci DNA ze sekundarniho endosymbiduahnera sp NejvyhodrgjSi
metoda, izolace DNA z hlediska jeji dlouhodobé pkalriosti, byla s pouzitim kitu
DNeasy blood and tissSu@QIAGEN).

Béhem optimalizace reakce byla zkouSena vedle stdntgolymerazy Taq
DNA Unis jeSt polymerdza LA DNA polymerase mix s lepSim ,proefdingem®,
tedy s lepSi schopnosti opravovat chyby, které kajhipii PCR amplifikaci DNA.
Nepozorovala jsem ovSem Zzadné vyrazné zlepSeni,lifdage fragment z
genomu endosymbionta se dokonce zhorsila.

Pri amplifikaci Useku argS z genomu endosymbiofachnera sp jsem
zkouSela z¥tSit vyteZznost reakce zéménim koncentrace Hoiku. NejlepSi vyEZnost
reakce byla poipdani 0,96ul MgCGlo koncentraci 25mM.

Produkty PCR byly feciStovany pomoci 2 metod. Sloufek DNA clean and
concentrator clean-up (ZYMO Research) jsem pouygdlaze pi vySSi vyEZnosti PCR
produktu. V ostatnichifpadech jsem pouzila s enzyni ExoSap-IT® (use) (Dugan et
al., 2002). Tato metodaegisteni byla efektivijSi. | pii malé vy€znosti PCR reakce

jsem nakonec ziskala di@xitelné sekvence.

5.2. Testovani markér

Na za&éatku prace jsem vybrala celkem 5 matkd?ro fragment ITS jsem
pouzivala univerzalni primery, které ovsem v rea&ktvorily nékolik nespecifickych
produkiti. Je tedy #ejmé, Ze univerzalni primery nejsou vhodné pro #ikati ITS

oblasti u korovnic a bylo by pi@ba navrhnout primery specijSi. Primery pro AT
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oblast byly navrzeny podle mSiBaktulosphaira vitifoliaeze sesterské skupiny
Phylloxeridae Amplifikace tohoto fragmentu se zda u 4 testovanych vzoik pri
porovnani &chto sekvenci v databazi NCBI BlastSearch (httpulancbi.nlm.nih.gov)
vSak nebyla nalezena Zzadna podobnost se sekvekosmnic ani jejich sesterskych
skupin. Byly proto z dalSich analyz vynechany. Aifikdce tohoto fragmentu se poté
uz nezdéla ani @i opakovanych pokusechiirvotni analyze tedy ifps veSkera
opateni doslo ke kontaminaci cizorodou DNA, ktera pges specifinost primei pro
korovnice, dale naamplifikovala.

U markeru COI byly také pouzity univerzalni primeBjskala jsem celkem 51
sekvenci z 55 analyzovanych jedin®letusgsné amplifikace se vyskytovaly u vzérk
které byly ged analyzou skladovany v 98% ethanolu, je tedigeglravédpodobné, ze
doSlo k degradaci DNA. Vipdchozi praci (¥chtova, P., 2008) byla degradace
pozorovana u vzotkskladovanych v ethanolu déle nez 18smmi. V mé praci jsem ji
zaznamenala i u vzoilikskladovanych v ethanolu kratSi dobu, kdy degraldopr@vazré
DNA z endosymbiotickych bakterii.

Pro amplifikaci Useku z genomu enosymbionta jsen¥p@ primery navrzené
podleAcyrthosiphon pisura jeden primer univerzalni. Pro Usek argS bylaldikace
GspEsSna u 31 a pro oblast rrs u 36 analyzovanych vizdkkkoliv oba tyto fragmenty
pochazeji ze stejného genomu a dokonce senwyskytuji za sebou obvykle
nedochazelo k naamplifikovani iseku argS i rrsteg@ého vzorku. Tento jev je &p
mozny vys¥tlit velmi rychlou degradaci DNA, ktera prétila mezi jednotlivymi

pokusy.

5.3. Srovnani pouzitych marker
5.3.1. Marker COI
,DNA barcoding” v naSemifpact zhruba spluje obecny fedpoklad, Ze ma
mezidruhovou variabilituiblizn¢ 10x wtSi nez vnitrodruhovou. Nicmérdochazi
k piekryvu vnitro- a mezidruhové variability v kategato 1%, 2% a v kategorii do 7%.
Tato skuténost je dobe zndzortina v histogramu pro vnitrodruhovou a mezidruhovou
variabilitu (Obr. 9).
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Vnitrodruhové a mezidruhova variabilita markeru COIl
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Obr. 9 Vnitrodruhova a mezidruhova variabilita pro mark#dl. Vnitrodruhova

variabilita zelest, mezidruhova oranzév

Variabilni mista zaujimaji 21,63% celkové délkysshkce, coz je v souladu gepchozi
praci (\Méchtova, P. 2008), kde variabilni mista zaujimal®2%§ tato drobna odchylka
je zpisobena tim, Ze zmind prace byla za#hena na wtSi paet druhi, ovSem
s menSim pg&tem analyzovanych jedidcuvnitt kazdého druhu. V praci Havill et al.
(2006) jsou variabilni mista v 32,3% celkové déliekvence. Tato hodnota je vSak
pravéEpodobré ovlivnéna tim, Ze vtéto praci analyzovali druhy z celéaéalu
rozSteni korovnic a off se sousedili na velky pdet druli ovSem s malym
zastoupenim jediric

V histogramu je pekryvajici se hodnota vnitro- a mezidruhové vatigbmezi
0-2% zmsobena skutmosti, Ze jsem se za&iila na druhové komplexy, které v ramci
podrodu vykazuji jen velmi nizkou mezidruhovou ahiiitu. Jsou morfologicky
nerozliSitelné, mohou sdilet stejné haplotypy aiSogil se pouze svou biologii. Do
téchto druhovych komplaxpati D. piceaea D. nordmannianag jejich mezidruhova
variabilita je 0-2,4%. DalSim druhovym komplexem Helocyklicka P. orientalis a
anholocyklickdP. pini s mezidruhovou variabilitou 0-0,3%.

Potvrdil se tedy fedpoklad z pedchozi prace (&htova P., 2008), Zze DNA
.barcoding” neni vhodny k rozteni zmirgnych druhovych komplak

V dendrogramu se vytvily 2 oddlené klastry roduDreyfusia a Pineusoba
podpdené bootstrapem nad 95%. Réledi do druli uz tak jednoznmé nebylo. U
rodu Pineusje jednozn&n¢ oddtlen pouze druhP. cembrae U rodu Dreyfusia se

nevytvdily jednozn&né klastry. Druhy D. nordmannianaea D. prelli zastaly
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promichany. V préaci Havill et al. (2006) nebyla. prelli analyzovana, v praci
Véchtova, P. (2008) sice vytiita odcleny klastr, ovSem ten byl podporovan velmi

nizkym bootstrapem, v pméru jen 20%.

5.3.2. Marker argS(marker z genomu sekundarniho endosymbiBuotzhnera sp

Tento marker byl vybran na zakkadkut&nosti, Ze mezi jednotlivymi druhy mSic se
vyznauje svou velkou délkovou variabilitou i variabilitov usp@adani nukleotid.
Predpokladala jsem, Ze stejna situace nastane u ikigroldélkova variabilita byla
patrna ihned po elektroforetickém rehi a vizualizaci PCR produktu. Amplifikované
fragmenty pro rodPineus mély délku 590 bp, pro rodreyfusia pouze 210 bp.
(Obr.10).

K234 56789 10 11 121314 %37 18 19 20 21 22 23 SM

Obr. 10 Vizualizace PCR produkt marker argS, rodreyfusiaa Pineus K- kontrolni
reakce bez DNA, SM- velikostni Lambda DNA/EcoRI+#iitll marker. Vzorky 2-8,
13-17, 19, 20, 22 nalezi rodreyfusig vzorky 9-12, 18, 21 rodBineus

Tato variabilita vS8ak znemoznila celkové analyzglir®reyfusiaa Pineusdohromady.
U rodu Dreyfusia v kategorii do 1% byla vnitrodruhova variabilitaét$i nez
mezidruhova, naopak u rodRineusse v kategorii do 1% variabilty t&snhprekryvaly.
Tato skuténost vSak mZze byt zgisobena i tim, Ze u rodu Pineus setitdaanalyza
pouze u 14 vzork ze kterych 10 bylo stejného druhu. VSe jétafpkie znazorané na
histogramech (Obr. 11, 12)
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Vnitrodruhova a mezidruhova variabilita markeru arg S,rod
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Obr. 11 Vnitrodruhovd a mezidruhova variabilita, markerg®y rod Dreyfusig

vhitrodruhova variabilita zeleén mezidruhova oranzeév

Vnitrodruhova a mezidruhova variabilita markeru arg S, rod
Pineus
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Obr. 12 Vnitrodruhovd a mezidruhova variabilita, markerg@r rod Pineus

vhitrodruhova variabilita zelén mezidruhovéa oranzeév

U roduPineusse v dendrogramu jasodclil druh P. strobi DruhyP. piniaP.
orientalis sice nejsou jagnoddtleny, ale podpora klastru pi®. pini je pouze 5%. U
rodu Dreyfusiase do samostatného klastru s podporou nad 90%lilogduze druh
Dreyfusia nordmannianae lokality Libin. V této lokali¢ byl druh sbiran i v jiném
stadiu vyvoje gisten}, ke stejd jasnému odé&eni €chto vzorki doslo i u markeru
COIl. Fi vizualnim porovnavani sekvenci v programu Meggen zjistila, ®kolik

odlisnosti v nukleotidovém sloZeni. Tyto rozdilgysuvedeny v tabulce 13.

Tab.13 Rozdily v nukleotidovém sloZeni druBueyfusia nordmannianae riznych lokalit

Nukleotid u jedince Nukleotid u jedince stejnéhg
Marker baze z Libina druhu z jiné lokality
Col 607 C T
argS 28 G A
57 G C
168 G A
185 A T

32



P porovnavani sekvenci vzarlk lokality Libin (marker COI) v databazi NCBI
BlastSearch (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) s refeneimi sekvencemi byla zji&a
100% shoda s druheBreyfusia nordmannianaeejde tedy o chybné d¢eni druhu, ale

nejspise o izolovanou skupinu jedin&de doSlo ke z#mé v genomu.

5.3.3. Marker rrs

| tento marker byl vybran z genomu endosymbioBtechnera sp Opet byla
ocekavana jeho vyssi variabilita i uMvhjednotlivych druli. Pri amplifikaci se muselo
postupovat opatiaby nedoSlo ke kontaminaci cizorodou DNA njmoto Usek ze 16S
rRNA a velmi podobné sekvence 16S rRNA se vyskytujibakterii, které mohly byt
naamplifikovany spolu s pozadovanym produkteniedPoklad o variabilé se
potvrdil,jak je patrné i z dendrogramu (Obr. 8)higtogramu (Obr. 13). Vnitrodruhova
variabilita je nej¢tSi v kategorii do 1%, mezidruhova variabilitangopak rovnorrné
roz&klena mezi 1-11%, nejvysSich hodnot dosahuje v kaiiedp 6%.

Vnitrodruhova a mezidruhova variabilita markeru rrs

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Kategorie (%)

Obr. 13 Vnitrodruhova a mezidruhova variabilita, markes, wnitrodruhova variabilita

zeler®, mezidruhova variabilita oranzév

Tento marker byl ze vSech vybranych nejvariafjdin Fi tvorbé dendrogramu
nedoslo k vytvéeni jasg odliSnych klastt s jednotlivymi rody. Jednoziee,
s bootstrapovou podporou nad 90%, byly seskupemyyddreyfusia nordmannianaa
Dreyfusia piceaeRodPineusnebyl jas& vymezen. Toto usgadani piblizn¢ odpovida
fylogenetickému stromu na Obr. 2, kde Steffan 896eskupil rodyDreyfusia a
Pineus do spoléné podeledi Pineinae na zaklad uspdadani chromosoin a

symbionti.
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Nasled® byly pro srovnani vytweny dendrogramy na zakkadkombinaci
sekvenci dvou marker(priloha 1,2,3). V pipad kombinace markeru COI a rrs doslo
k jasnému odtleni rodi Dreyfusia (s bootstrapovou podporou 85%) Rineus
(s bootstrapovou podporou 96%) nicrdéma druhové Urovni jiz nebylo ro&éni
klastii tak jednoznéné. Pro marker COI a argS u roéimeusdoSlo dokonce k jasnému
vytvoieni 3 klastit pro kazdy analyzovany druh, naopak u kombingchtd markei

pro rodDreyfusiazistaly druhy nerozieny.

U rodi Dreyfusia nordmanniana@ Dreyfusia prelli jsem na zaklad jejich
velkych  morfologickych odliSnosti ¢ekavala, Zze se v dendrogramu rdizddo
samostatnych klastr Zadny z vybranych markiwnsak tyto morfologické odlisnosti na

molekulérni arovni neodhalil a proto tyto druhistaly nerozdieny.
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6. Zawr

Z peti testovanych molekularnich markepro druhovou identifikaci korovnic (ITS,
argS, rrs, AT-Rich, COIl) byly ugpre naamplifikovdny a osekvenovany
mitochondrialni marker COI a markery z endosymlaoBtichnera sp argS a rrs.
Vytvoreni dendrograi znazoiujicich vztahy jednotlivych rada druhli na zaklad
téchto markei byla provedena shlukovaci (klastrovaci) digtdarmetodou Neighbour-
Joining s modelem Kimura 2-Parameter.

VSechny markery rozdily v dendrogramech analyzované jedince na rodoe#ni
do spravnych taxonomickych skupin. Na druhové Urems vSak jasného rogeni
doséhlo pouze u rodBineusv dendrogramu, k jehoz tvattbyly pouzity 2 markery
(COI a argS). Marker rrs se projevil jako nejvaiiia&si z testovanych. Bude proto
pouzit i pro analyzy dalSich druhovych komplexvhodna bude jeho kombinace

s dalSim stejavariabilnim mitochondrialninii nuklearnim markerem.
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8. Hilohy

Priloha 1. Dendrogram COI+ rrs
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10656 ] Fineus orientalis
- 2492 7] Pineus orientalis
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3059 ] Pineus strabi
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79 3071

10536

571 12009

100} 12010 ] Direpfuzia nordmannianae
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10397 7] Direyfusia prell

Dreyfusia preli
3

85
o 11451 7] Dreyfusia nordmannianae
11450 7] Dreyfusia nordmannianae
3622 ] Dreyfusia piceas
@ 3498 ] Dreyfusia piceas
10373 7] Dreyfusia nordmannianae

3499 ] Drevtusia piceas

—_
01

Dendrogram COIl+rrs (Neighbour-Joining, Kimura2-Pagter,

Daktulosphaira vitifoliae

Pairwise deletion,

Bootstrap 2000). Strom zatemn pomoci mSicdaktulosphaira vitifoliaeze sesterské

skupinyPhylloxeridae Jednotlivé druhy jsou odliSeny barévn
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Piiloha 2 Dendrogram COl+argS, rdeineus

741 10655
34|l 10656
L 10657
2210241
10581
471 10582 Pineus orientalis
- 10602

ag.] 10604
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100{ L 10603 |
3576 ] Fineus pini
3062 ] Pineus pini
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4L Fineus strobi
93 L 3572

Daktulosphaira vitifoliae

—_—
0.05

Dendrogram COl+argS, rodineus(Neighbour-Joining, Kimura2-Parameter, Pairwise
deletion, Bootstrap 2000). Strom zaék:n pomoci mSicdaktulosphaira vitifoliaeze

sesterské skupinyhylloxeridae Jednotlivé druhy jsou odliSeny barévn

Priloha 3 Dendrogram COl+argS, rddreyfusia
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Dreyfusia nordmannianae
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3622 ] Dreyfusia piceas
45 10539
90110540

:| Dreyfusia nordmannianae

Daktulosphaira \itifoliae

—
0.01

Dendrogram COl+argS, rodDreyfusia (Neighbour-Joining, Kimura2-Parameter,
Pairwise deletion, Bootstrap 2000). Strom zZeken pomoci msiceDaktulosphaira

vitifoliae ze sesterské skupimhylloxeridae Jednotlivé druhy jsou odliSeny barévn
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