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Anotace

Podstatou prace byl vyzkum genetické variability 12 ptirodnich populaci Diuraphis noxia
(Aphididae) metodou RAPD. Prvnim cilem bylo zavedeni metody RAPD a jeji optimalizace
pro D. noxia. Poté nasledovala samotna pilotni studie, ve které bylo analyzovano 12 populaci.
Metodou RAPD byla potvrzena o¢ekavana variabilita mezi jednotlivymi populacemi i uvnitt
populaci. Vysledky odpovidaly zndmému postupu Sifeni toho druhu po svété. Tyto poznatky

lze dale vyuzit ke komplexni studii D. noxia.

Annotation

Genetic variability of natural populations of the species Diuraphis noxia (Aphididae) was
studied with RAPD method. First goal was to establish the chosen method in the laboratory
and to optimize conditions of RAPD-PCR for D. noxia. This was followed by the pilot study,
in which 12 populations were analyzed. Expected variability among individual populations
and within population was acknowledged. The results of this investigation came up to the
noted progress of diffusion of this species around the World. Results will be used in further

more complex study of D. noxia.
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1. Uvod

1.1 Diuraphis noxia — mSice zhoubna, obilna

1.1.1 Biologie druhu

MsSice predstavuji monofyletickou skupinu v fddu Hemiptera (nadceled’ Aphidoidea).

Jedna se o velmi starobylou skupinu, jejiz predek se objevil pied 250 miliony let. Podiady se
zacaly postupné odd€lovat v obdobi jury (pted 150 miliony let).

MsSice patii k hmyzu sajicimu rostlinné stavy a vyskytujicimu se po celém svété.
Nejvice druhli najdeme v mirném pasu. Zde nalezneme pouze malo zastupct vyssich rostlin,
ktefi by nem¢li za Sktidce néktery druh z ¢eledi Aphididae. Ackoliv je mnoho druhti malych a
nenapadnych, jsou mSice Casto hojné. Jsou schopné se pomoci vétru stehovat na velké
vzdalenosti (az ptes 1 300 km). Mohou vytvaret okiidlené i neoktidlené jedince (Dixon,
1977). Z pohledu zeméd¢€lské entomologie je druh zajimavy kviili poSkozovani rostlin, kdy
dochézi k niceni trody, a pfenosu rostlinnych vird. Z pohledu genetiky jde o organizmus
s holocentrickym chromozomem vykazujicim centromerickou aktivitu. Navic mSice
reprezentuji  pravdépodobné nejlepsi cytogeneticky model pro studium sloZeni
homocentrickych chromozomii k vyfeSeni rozdili nebo podobnosti s monocetrickymi
chromozomy (Bizzaro a kol., 2000).

Protoze msice vykazuji mutualisticky vztah s vnitrobunéénymi bakteriemi Buchnera sp.,
je snaha tohoto vyuzit k ur€ovani evolu¢nich vztahti mezi jednotlivymi druhy msic (Martinez-
Torres a kol., 2001).

MsSice zhoubnd nebo také obilna (neni ustdleno pouze jedno druhové jméno) je mald,
lipové zelend msice se zfetelnym télem podobnym mici. Koncetiny, tykadla a siphunculi jsou
mnohem krat$i nez u ostatnich druhit msic (Michaud & Sloderbeck, 2005). Cely zivotni
cyklus je ovlivnén klimatickymi podminkami prostiedi (Llewellyn a kol., 2004).

MsSice zhoubna se rozmnozuje vétSinou nepohlavné. VSichni jedinci jsou samice, které
daji vznik svym dcerdm majicim jiz embryondlni potomky. Toto pfekryvani generaci spolu
s rychlym nepohlavnim rozmnozovanim je klicem k rychlému rastu celé populace. Byly
nalezeny 1 pohlavni formy a to v Asii a Severni Americe. V Severni Americe vSak nebyli
nalezeni samci a to naznacuje, ze sexualni formy mohly vzniknout i nepohlavni cestou.
Neschopnost vytvaret prezimujici vajicka je limitujici pro rozsifeni smérem na sever. Nikdy

se nerozmnozuje na stejné rostling, na které¢ se vylihla a dospivala. Nymfy mSice zhoubné



jsou pievazné nest€hovavé a vytvareji kolonie o velké hustoté jedinci (Michaud &
Sloderbeck, 2005).

Vyvoj vice biotypll této mSice se pfisuzoval rozmisténi rezistentnich kultivard rostlin,
coz pravé mohlo vytvofit tlak na existujici typy a podpofit evoluéni vyvoj novych
rezistentnich druhit (Weinland, 2008). Tato zavislost byla podrobena vyzkumu, avsak
spojitost nebyla prokazana. Biologicka rtiznorodost msic byla potvrzena, a celkové panuje
nazor, ze vznikla samovolné pfirodni cestou v populacich msic dlouho pied tim, nez byly
objeveny rezistentni kultivary a mohl zacit ptirodni vybér (Porter a kol., 1997). Je mozna i
velmi rychld adaptace na lokéalni podminky (Llewellyn a kol., 2004), proto je také mozna
vicenasobnd invaze jedné lokality. Pfikladem mutze byt Severni Amerika se dvéma mozna

ttemi invazemi (Liu a kol., 2010).

1.1.2 Geografické rozsifeni

Msice zhoubna (D. noxia) byla prvné zaznamenana v jiznim Rusku u Mordvilka v roce
1900 v poli s je¢menem (Liu a kol., 2010). Mozn4 také proto se ji fika ,,Russian wheat aphid*
(RWA), v piekladu ,,ruska msice pSeni¢na®. D. noxia je velmi vyznamnym Skidcem obilovin
v ptivodnich obilnych oblastech Blizkého vychodu, stfedni Asie a jizniho Ruska, ktery zde od
roku 1990 zptsoboval velké ztraty Grody, pfedev§im na pSenici seté (Triticum aestivum L.) a
na je¢meni (Hordeum vulgare L.).

Néahodné zavleceni rozsitilo tento druh po svété a postihlo tak celou obilnou produkci.
V roce 1978 se msSice zhoubnd objevila v jizni Africe, v roce 1980 v Mexiku (Michaud &
Sloderbeck, 2005). Od roku 1986 se druh vyskytuje na jihozapadé¢ USA (Weiland a kol.,
2008), kam se pravdépodobné dostal z Mexika, a odtud se dale ptes zadpadni oblasti §iii do
Kanady, kde se prvné objevuje v roce 1988 (Liu a kol., 2010; Puterka a kol., 1993). V Ceské
republice byla objevena na jizni Moravé v ervnu roku 1995. Ziejmé se jednalo o jedince
ptibuzné se zastupci z centralniho Mad’arska, ktefi se rozsifili na sever ze stfedozemni oblasti
vyskytu (Stary, 1996).

MsSice zhoubna uptednostiuje suché klima. To nabizi i obilny pas v Australii, ktery by
byl pro jeji vyskyt ptiznivéjsi nez jiz osidlené oblasti vjizni Africe a USA. Piesto se
v Australii nevyskytuje (Shea a kol., 2000). Jeden z davodi tak intenzivniho vyzkumu je

pravé i snaha zabranit invazi druhu na tento kontinent.



1.1.3 Obilny $kudce a ochranna opatieni

MsSice zhoubna je skiidce Celedi Poaceae a vyskytuje se po cely rok. Invaze na pSenici a
jemeni za¢ind od pocatku rlstu rostlin ihned na podzim a prodluZzuje dobu ristu rostlin.
Kwvili toxicité slin, které msice vypousti pfi konzumaci, rostliny cervenaji a listy podélné
zloutnou a maji bélavé pruhy. Poniceni je dobfe patrné a lze i podle n€j poznat, Ze se jedna
pravé o napadeni msici zhoubnou (Michaud & Sloderbeck, 2005). Na jafe mSice napadaji
nové listy. Pokud dosahnou posledniho listu, zapficini jeho svinuti a omezi vyraSeni klasu a
osiny. Takto uvéznénému klasu je branéno v opyleni nebo k nému dojde jen velmi Spatné, tim
padem dochazi k ubytku urody (Shea a kol., 2000; Weiland a kol., 2008). Pokud rostlina
uschne nebo dospéje a vyvine klasy, mSice bud’ uhyne, nebo ji narostou kiidla a mlze se
pfemistit na nové stanovisté¢ (Michaud & Sloderbeck, 2005).

K boji se msici zhoubnou se puvodné uzivaly insekticidy. To vSak vyzadovalo
pravidelny zasah, ktery byl drahy a nebezpecny pro okolni pfirodu. Proto se védci po celém
svéteé snazili o zjisténi diivodu genetické odolnosti mSice a ziskani geneticky rezistentnich
druhti rostlin. Do rostlin jsou vkladany specidlni geny rezistence (Myburg, 1998; Payton,
2007; Weiland a kol., 2008; Shufran & Payton, 2009). Rezistentni druhy obili byly objeveny
na konci 80. let a byly zahrnuty do komer¢né vyuzivanych obilovin. MSice zivici se
rezistentnimi rostlinami jsou mensi, slabsi a méné schopné vratit se zpét, pokud je vytlaci
konkurence jinych sktidct. Kromé rezistentnich hostitelskych rostlin 1ze pocet msic omezit i
biologickou kontrolou za pomoci uréitych druhit hmyzu. Jedna se napiiklad o rizné druhy
berusek (Coccinella septempunctata nebo rod Scymnus) nebo vosi¢ek parazitujici na msicich
(Lysiphlebus testaceipes, Aphelinus albipodus nebo rod Praon). Daéle lze vyuzit
entomopatologické houby, které mohou zplsobit nemoci mSic, ale vyzaduji vétsi vlhkost
substratu a tim jsou méné vyuzitelné v suchych oblastech, kde msice prevladaji (Michaud &

Sloderbeck, 2005).

1.1.4 Dosavadni studie

Pro genetické studiec na D. noxia je vyuzivana napiiklad alozymova elektroforéza,
mikrosatelity, analyzy endosymbiontli, metoda amplifikovaného délkového polymorfismu
restrikénich fragmenti - AFLP (amplified fragment length polymorphisms) nebo metoda
RAPD-PCR (Random Amplification Polymorphic DNA) (Black a kol., 1992; Dolatti a kol.,
2005; Liu a kol., 2010; Puterka a kol., 1993; Shufran & Payton, 2009). Tyto studie vSak

objevily nizkou genetickou variabilitu pfedev§im uvnitf jednotlivych populaci. Jedinou
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vyjimku tvofi pravé metoda RAPD-PCR, ktera je vSak velmi nachylnad na podminky reakce, a
je proto Spatné reprodukovatelna.

Mikrosatelity se zabyvala naptiklad studie Dolattiho a kolektivu (2005), kde byly
zkoumany populace D. noxia v Iranu. Z celkového poétu 376 jedinct vyskytujicich se v 38
lokalitach bylo pomoci 10 mikrosatelitnich markerd identifikovano 50 genotypd. Pritkazna
byla také korelace mezi genetickou a geografickou vzdalenosti.

Spojenim AFLP a fylogenetické analyzy byla studie, ktera méla urcit, zda doSlo
v Severni Americe k invazi mSice obilné vickrat (Liu a kol., 2010). Pouzitim 8 AFLP primera
bylo identifikovano 281 markeri u 22 druhu D. noxia. Fylogeneticky dendrogram potvrdil, ze
invaze této msSice do USA probéhla nejméné dvakrat. A to jednak z oblasti Evropy,
pravdépodobné ze Spanélska, jednak z oblasti Stfedniho vychodu pies severni a nasledné jizni
Afriku, dale ptfes Mexiko a Texas. Tyto vysledky se shoduji s vysledky Puterky a kolektivu
(1993) nebo Wenga a kolektivu (2007). Dolatti dale také navrhuje jako dalsi alternativu Sifeni
cestu pres Asii. Zde se odvolava na ¢lanek Zhanga a kolektivu (2001).

Ve studii Blacka a kolektivu (1992) byla snaha urcit v§eobecné podminky pro metodu
RAPD, které by bylo mozné pouzit pro obecnou aplikaci na rizné druhy msic. Metoda méla
byt pouzita pro urceni genetické variability a byla zkoumana na 4 druzich msic. Byly vyuzity
pouze 4 primery BAM, ECO, CO1 a COA4.

Puterka a kolektiv (1993) ve své praci porovnava metodu RAPD a metodu alozymu
ptimo na zastupcich druhu D. noxia. Pro RAPD reakci bylo zvoleno 7 primerd BAM, ECO,
COl1, CO4, CO6, CO7 a COL1. Témito primery bylo vytvofeno celkové 69 fragmentl v 18
populacich. Metodou alozymli nebyla potvrzena geneticka variabilita uvniti populaci.
Vyjimku tvofila jen populace z Ukrajiny. Celkové bylo objeveno vétSi mnozstvi
polymorfisml mezi populacemi pii pouziti RAPD metody. Tento vysledek odpovidal tvrzeni,
ze alozymy dostatecné neodrazi pravou uroven genetické variability.

RAPD metoda byla také pouzita ve studii Shufrana a Paytona (2009), ktefi se snazili o
rozliSeni genetické variability nékolika klont riznych biotypti D. noxia v USA. Byly pouzity
primery CO1, CO4, CO6, CO7 a COIl1, které¢ ve studii Puterky a kolektivu (1993)
vykazovaly variabilitu mezi populacemi. Déle pak primery A-01 az A-20, B-01 az B-20 a D-
01 az D-20. Variabilita mezi klony i mezi biotypy byla vSak vzacna. Pouze 10 primert
z celkovych 56 detekovalo néjakou variabilitu. Nebyla prokdzéna ani variabilita v DNA
sekvencich. Z vysledku této studie tedy plyne, Ze populace ve Spojenych statech americkych

musely byt vytvofeny zmalého poctu velmi blizce pifibuznych biotypi. To miZe byt



zpusobeno nemoznosti dalsi introdukce, Cetnym bottleneck efektem a selekénim tlakem
podminek prostiedi.

Pro zptesnéni a lepsi reprodukovatelnost dat je snaha navrhnout specifické markery pro
RAPD metodu, které by nebyly tolik nachylné na reakéni podminky a vykazovaly by lepsi
nebo alesponl stejnou uspésnost jako RAPD metoda s pouzitim nespecifickych markert.
Navrzeni téchto specifickych markert je vhodné i pro D. noxia. Napiiklad Myburg a kolektiv
(1998) navrhli za pouziti metody RAPD c¢tyfi. Proti jinym studiim (Puterka a kol., 1993;
Black a kol., 1992) pouzivali jiné primery. Jednalo se o OPB10, OPM9, OPNI1 a OPOI11.

Pomoci SCAR markerti je mozno 1épe zacilit jednotliva pozadovana mista na DNA.

1.2 RAPD metoda

Technika RAPD je Siroce rozsifena pro objasnovani geografického ptivodu populaci a
genetického toku mezi nimi. Tato technika se ukdzala byt velmi t€¢innou a citlivou metodou
pro ziskavani genetickych dat pro riizné druhy organizmi a pfitom nepotiebuje predem zadné
informace o genomice organizmu (Kim & Sappington, 2004).

Néhodn¢ amplifikovand polymorfni DNA (randomly amplified polymorphic DNA,
RAPD) je analyza, ktera zahrnuje amplifikaci ndhodného DNA fragmentu za pomoci PCR
(Ellsworth a kol., 1993). RAPD reakce je modifikaci bézné PCR reakce, ale pouze s jednim
primerem, ktery je schopny navézat se na vice mist v genomu. Toho je schopen diky tomu, ze
se jedna o kratky oligonukleotid, ktery se nespecificky vaze k cilové DNA. Vysledkem je celé
spektrum naamplifikované DNA o rizné velikosti (Hilton a kol., 1997) a nésledné spektrum
rizn¢ silnych a rtzné intenzivnich fragmentl (Bielawski a kol., 1995). Jedna se o
multilokusovy dominantni marker.

Nevyhodou této metody je vSak to, Ze jeji uspesSnost zalezi na optimalizaci podminek, a
je tedy proto velmi Spatné¢ opakovatelnd a reprodukovatelnd. Jednd se o metodu, kterd
vyzaduje zkouSeni. Je nutno nalézt podminky: denaturacni teplotu (teplota potiebna pro
rozvolnéni dvousroubovice DNA), vhodné primery s nespecifickymi sekvencemi a teplotni a
casové podminky pro dostate¢nou amplifikaci produktu (Hilton a kol., 1997; Rasmusen &
Reed, 1992;). RAPD reakce se i diky tomu jevi jako pruznd a zda se, ze jednotlivé prisady

maji mensi vliv na a¢innost a vytézek nez zminované teplotni a ¢asové podminky (Wittwer,



1992). RAPD reakci lze vyuzit k analyze ptibuzenskych a evolu¢nich vztahi mezi druhy a
urceni rozdill mezi jednotlivymi populacemi (Kambhampati a kol., 1992).

Protoze D. noxia vykazuje vétsi genetickou variabilitu pti pouziti RAPD metody nez pii
vyuziti jinych genetickych postupti, je vhodné nalézt nejvhodnéjsi podminky reakce, aby se ta

stala co mozna nejvice spolehlivou pro dalsi studie tohoto druhu.

1.3 SCAR markery

RAPD markery jsou citlivé na minimalni zmény podminek reakce pti PCR amplifikaci.
To maze zménit vysledky tak, ze je nelze opakované ziskat. Pro zvySeni spolehlivosti RAPD
reakce a jako kodominantni markery byly vytvoreny SCAR markery (Sequence-Characterized
Amplified Regions), které jsou zalozeny na osekvenovani polymorfnich fragmentd vzniklych
zRAPD primert (Kethidi a kol., 2003). SCAR markery jsou markery na bdzi PCR a
predstavuji jednotlivd, geneticky definovand mista, kterd jsou nalezend PCR amplifikaci
genomové DNA se specidlnimi oligonukleotidovymi primery (Paran & Michelmore, 1993).

Napojeni SCAR primerti miizeme vidét na obrazku (viz Obr. 1). BéZné detekuji pouze jeden

lokus.

Sekvenéné-charakteristicky
naamphfikovany region DNA (SCAR)

GCAGCT...CTAGCAA

Nahodné naamplifikovana
polymorfni DNA (RAPD)

S S

Nahodny primer o 8 az 10 bazich

Obr. 1: Napojeni SCAR markeru na DNA.
(Zdroj: Hartel, 2000)



SCAR markery nabizeji praktictéjsSi metodu pro studie velkého mnozstvi vzorkl
v kratkém cCase, protoze jsou piesné, jednoduché na pouziti a ucinné (Kethidi a kol., 2003).
Také pro podminky PCR amplifikace jsou méné nachylné, a jsou proto pro studie

spolehlivéjsi. Vyhodou je také to, ze pomoci SCAR metody lze urcit heterozygotni a

homozygotni jedince, coz u pouziti RAPD metody mozné neni.



2. Cile prace

1. Posoudit a experimentalné ovéfit vhodnost metody RAPD pro celkovy vyzkum ekologie

D. noxia (Aphididae) — rozliseni puvodu a pfibuznosti jednotlivych populaci.

2. Vyhodnotit nejlépe vyhovujici primer pro urceni genetické variability ptirodnich populaci

D. noxia.

3. Charakterizovat (osekvenovat) variabilni fragmenty z RAPD profili pro ptipravu SCAR

markert vhodnych pro studium ekologie D. noxia.



3. Metody a material

3.1 Sbér vzorki
Vzorky byly na vSech lokalitdich sbirdny podle stejné¢ho schématu. Odbéry byly

provadény na polich nejméné 3 km vzdalenych, na rostlindich nejméné 1 m od sebe. Odebrané
mSice (viz Tab. I a Obr. 2) byly umistény do zkumavky s 96% etanolem. Sbér a identifikaci
vzorktl provadéli bud’ zahraniéni spolupracovnici, nebo na izemi CR Dr. Petr Stary a Ing. Jan
Havelka.

Tab. I: Prehled dostupnych jedincii se zafazenim do populaci.

Populace | Misto sbéru vzork( Pocet mist odbéru vzorki Pocet dostupnych vzork
1 Francie 1 1
2 Tunisko 3 4
3 AlZirsko 7 8
4 Egypt 2 3
5 Irdn 3 3
6 Turecko 6 11
7 USA 4 4
8 Moldavie 1 1
9 CR 5 5
10 Chile 1 1
11 Madarsko 1 1
12 Spanélsko 7 7

Moldavie

CR

| ; o Madarsko
USA 7 Francie \ / Turecko
N J épanélsch' 194

Alzirsko

Chi

. Tunisko

Obr. 2: Mapa odbéru vzorki D. noxia.



3.2 Izolace genomové DNA

Jednotlivé vzorky zastupci D. noxia jsou uchovavany v etanolu. Pfed zapocetim
extrakce nechame vzorky oschnout na filtracnim papire

Pti izolaci genomové DNA jsem pouzivala kit Qiagen a postupovala jsem dle navodu
vyrobce (podrobny névod viz Pfiloha Z). Rozdil byl az v poslednich dvou krocich. Byly

provedeny dvé zavérecné frakce, prvni o objemu 100 pl a druha o objemu 75 pl.

3.3 RAPD reakce
3.3.1 Princip RAPD reakce

RAPD reakci ovliviluje sloZeni reakéni smési. ,,Master mix* je podobny PCR reakci jen

s tim rozdilem, Ze zde je jen jeden primer. Jeho délka je pfiblizn€é 10 nukleotid bohatych na
obsah GC bazi. Primery obsahujici 50 az 60 % GC bazi zvysuji vynosy reakce (Rasmusen &
Reed, 1992). Protoze jsou pouzivané primery kratké, navazi se na vice mist na templatové
DNA. Mezi sadou vznikajicich fragmentt jsou i takové, které mohou byt naamplifikované
z jednoho vzorku genomové DNA. To znamena, Ze piitomnost nebo nepfitomnost fragmentt
je v populaci organizmi polymorfni. U vétSiny organizmi je toto obvykle vyuzivano pro
urceni velkého mnozstvi RAPD genetickych markert, které nasledné mohou slouzit pro rtizné
typy genetickych a populacnich studii (Hartl, 2000).

Uspésnost RAPD metody ovliviiuji napiiklad: koncentrace DNA, podet cykli
v termocykléru, kvalita a koncentrace pouzivanych primerd, koncentrace hoiciku, zvolena
DNA polymeraza nebo i1 ptfesnost pipetovani. Pod urCitou kritickou koncentraci DNA neni
RAPD reakce schopnd fungovat pii vice cyklech. Pfehnané mnozstvi DNA zpisobi jen maly
vytézek reakce nebo smiry. RAPD reakce jsou také citlivé na teplotni profil v termocykléru.
Rizné termocykléry se mohou lisit od vyroby k vyrobé a od vyrobce k vyrobci. Hlavni rozdil
je v tzv. rampingu (schopnosti zahtati nebo ochlazeni zkumavek béhem 1 vtefiny). Také se
stafim termocykléru se jeho vlastnosti mohou ménit. Primery doddvané komeréné jsou
vétsinou kvalitni. Jejich kvalita se vSak postupné méni tim, jak Casto jsou rozmrazovany a
opctovné mrazeny. Do RAPD reakce lze pfidat také hoicik pro zlepSeni vysledku. Nizka
koncentrace Mg®" méd za nésledek to, e se na elektroforetické verifikaci ukaze méné
fragmenttl, protoze ostatni jsou piili§ slabé, a proto zlstavaji skryté. DalSim problémem, ktery

ovliviiuje Uspésnost RAPD reakce, je pfesnost pipetovani, obzvlasté pipetovani objemt pod 3
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ul, u nékterych pipet dokonce pod 5 upl. Proto je lepsi pracovat s koncentracemi, které
dovoluji pipetovat vétsi objemy nebo mit najednou vétsi mnozstvi reakci (Caetano-Anollés &
Gresshoff, 1997).

RAPD reakce neni vhodnou technikou ve chvili, kdy srovnavané rozdily mezi dvéma
genomy zabiraji pouze jeho malou ¢ast. AvSak mtize ucinné identifikovat lokalni a rozptylové
rozdily, které¢ predstavuji podstatnou ¢ast genomu. Nedavny vyzkum naznacil, ze vzhledem
k ostatnim metodam, RAPD markery podhodnocuji genetické vzdalenosti mezi vzdalenéj$imi
jedinci. Je proto vhodné zaméfit se na tento problém pii pouziti RAPD metody
v taxonomickych studiich na druhové urovni. Chyby mohou byt zplisobeny jako vysledek

nespravného parovani bazi (Caetano-Anollés & Gresshoft, 1997).

3.3.2 Postup pro RAPD reakci

Zékladni ,,master mix* pro reakci se pfipravuje na ledu v mikrozkumavkach o objemu

200 pl. Smés pro jeden vzorek obsahuje: 7,25 pl sterilni destilované vody; 1,25 pl 10x
reakéniho pufru; 1,00 ul ANTP Mix o koncentraci 10mM (Fermentas); 0,75 ul zvolené¢ho
primeru (viz Tab. II) 10 pmol/ul; 0,10 pul Tag DNA p. Unis 5 U/ul a 1,00 pl DNA.

Pro stabilizaci reakce se vyuziva piidani BSA (bovine serum albumin) o koncentraci
5 mg/ml. Objem BSA je ptesné¢ urcen — 0,5 pl na kaZzdou reakci, ale zapocitava se do
celkového objemu sterilni destilované vody. To znamend, Ze kone¢ny objem reakce je stale
stejny.

Pro lepsi vlastnosti produktu nékdy pomtize ptidani MgCl,. Jeho objem na reakci neni
pfesné urcen, priddva se dle potieby, ale zapocitavd se do celkového objemu sterilni
destilované vody.

Takto pripraveny vzorek centrifugujeme nebo zvortexujeme a umistime do
termocykléru (v této praci pouzit XP cyklér od firmy BIOER). Zde nastavime pozadovany
profil reakce. Jedna se o nastaveni teplot a Casii denaturace (rozvolnéni dvouSroubovice
DNA), ,,annealingu (zihani) a ,,elongace* (prodluzovani, syntéza DNA). Dale pak také pocet
cyklt. U kazdého primeru je tento profil individudlni (viz Tab. II) a je potieba najit optimalni

podminky. Cykluje se vzdy kork 2 — 4.
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Tab. II: Profily a sekvence jednotlivych primerii.

Primer |Sekvence Vyrobce | Profil Cykly
D(1) D(2) A(3) E(4) E(5)
BAM ATGGATCCGC |Sigma [94/1° |94/30°" |35/30"" | 72/1" |72/2" |35x
CODnl1 | TTCGAGCCAG |Sigma 0 0 0 0 0 | vyfazen
CODn4 | CCGCATCTAC |Sigma 94/1° |94/30°" |35/30°" |72/1" |72/2° |37x
CODn6 | GAACGGACTC | Sigma 94/1" |94/30°" |35/30°" | 72/1" |72/2" |35x
CODNn11 | AAAGCTGCGG | Sigma 94/1° |94/30°" |35/30°" |72/1" |72/2° |35x

3.4 Rozdéleni produktii amplifikace na elektroforéze

Pro vizualizaci produktti amplifikace je potteba provést elektroforetickou verifikaci. Pro
tento proces je nutné si pfedem piipravit gel o vhodné hustoté. Pro RAPD produkty v této

praci jsem pouzivala 2,5% gel.

a) priprava gelu:

Samotny 2,5% gel se sklada z 2,5 g agardzy (SeaKem LE Agarose, Cambrex) a 97,5 ml
Ix TAE (Tris-acetat-EDTA). Smés rozehfivime v mikrovinné troubé az do doby, kdy je
agaroza dobfe rozpusténa. Je tieba davat pozor, aby se smés nezacala varit. Po dokonalém
rozpusténi agarozy roztok zchladime ptiblizné na 40 °C. Na kazdych 100 ml roztoku ptidame
8 ul ethidiumbromidu a nalijeme do rdmecku. Ethidiumbromid se ptidava proto, aby byly
naamplifikované fragmenty DNA viditelné pod UV svétlem. Umistime hiebinky a odstranime
pripadné vzniklé¢ vzduchové bubliny, které by snizovaly ulinek poréznosti gelu. Ramecek
piekryjeme, aby gel byl ve tmé¢ (ethidiumbromid je postupné svétlem rozkladén) a nechame
gel tuhnout. Takto pfipraveny gel se mize ihned pouzit nebo ho lze uchovévat v 1x TAE

pufru pti 4 °C.

b) elektroforéza

Aby doslo k rozdéleni amplifikovanych produktii, je potieba vyuzit elektroforetickou
separaci. Pasobenim elektrického proudu na ziporné nabitou DNA se naamplifikované
fragmenty pohybuji ke kladné elektrod¢, a tim se rozd¢luji. Velké fragmenty jsou pomalejsi, a

proto nepostupuji tak rychle jako fragmenty malé.
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V mém ptipadé jsem nanasela 8§ pul PCR vzorku smichaného s 3,5 pl vkladaciho pufru
,Loading Dye* (300 ul 100% glycerolu, 700 pl destilované vody a 0,5 mg bromfenol blue).
Kromé samotnych vzorkli naneseme na gel jesté negativni kontrolu, ,,master mix*“ bez ptidané
DNA a size marker, abychom mohli uréit piibliznou délku fragmentd. V této préaci byl
pouzivan Lambda DNA/EcoRI+HindIIl Marker.

Po naneseni vSech vzorkli zapneme elektricky proud s napétim 120 V. Postup vzorkl
v pribehu kontrolujeme. Pfedni ¢ast postupujici gelem je obarvena barvivem ,,Loading Dye*.

Elektroforézu nechame bézet az do doby, kdy obarvena ¢ast dosdhne % gelu.

¢) vizualizace separovanych fragmentii

Pro zviditelnéni rozdéleni naamplifikovanych produktl se vyuziva UV zéfeni (zde UV
transluminator — White/Ultraviolet Translluminator). Pro lep$i vizualizaci vysledk byly
fotografie dale upraveny v programu Zoner Photo Studio 12. Zde byl z fotografii vytvoten
negativ, protoze neupravena fotografie mize byt na nékterych mistech hiife zaostiena kvili

navlhcéeni gelu pii fotografovani, a tim hiife vyhodnotitelna.

3.5 Klonovani

3.5.1 Princip klonovani

Klon je soubor identickych molekul, fragmenti nebo useki DNA pfipravenych
naptiklad rekombinaci molekul DNA v hostitelské bunice, jedna se tedy o pouziti metody in
vivo, nebo polymerazovou fetézovou reakci PCR, tedy o pfipravu in vitro. Klonovaci vektor
neboli klonovaci pfenaSe¢ je molekula DNA, kterd svymi vlastnostmi umoziuje pfijmout
cizorodou DNA, oznacovanou také jako klonovaci DNA, sni se spojit a samostatné se
replikovat v hostitelské burice. (Rosypal a kol., 2003). Hlavni pfinos klonovani spo¢iva v tom,
7ze umoziuje z komplexniho genomu izolovat jeho dil¢i tseky, které ptredstavuji naptiklad
jednotlivé geny. Tyto dil¢i Gseky je mozno mnohonasobné¢ namnozit a tim umoznit jejich
dalsi studium a vyuziti (Griffiths a kol., 1998).

Klonovani se sklada ze tii po sob¢ jdoucich krokii. Jako prvni je nutné provést pripravu
rekombinantich molekul DNA. Nasledné¢ tyto molekuly DNA pifeneseme do vhodné
hostitelské bunky a tu namnoZime. Jako posledni provedeme selekci klonli bungk, které

obsahuji pozadované molekuly rekombinantni DNA (Rosypal a kol., 2003).
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Jednou zmetod pro rozpoznani bunck, které obsahuji pozadované molekuly
rekombinantni DNA, je jednoduchy barevny test. Zakladem tohoto testu, vyuzivajiciho
barevného indikatoru, je inaktivace 5" oblasti genu lacZ, ktery se nachézi u bakterie
Escherichia coli. Inaktivace této oblasti genu je obsazena v klonovacim vektoru pUC. Gen
lacZ u E. coli koéduje B-galaktozidazu, enzym $tépici laktozu na glukozu a galaktozu. Bunky
s funk¢ni B-galaktozidazou tvofi na agarovém médiu, které obsahuje X-gal, modré kolonie.
Bunky, které obsahuji vlozenou DNA, funkéni B-galaktoziddzu nemaji, gen je prerusen praveé
vlozenim cizorodé DNA, a proto na agarovém médiu s X-galem tvoii kolonie bilé. Podle
tohoto miizeme na plotnach od sebe kolonie dobie rozeznat (Snustad & Simmons, 2009).

Pro samotné klonovani je dilezité ptipravit si kromé vzorku DNA, ktery chceme
klonovat, také bakterie, do kterych pozadovany fragment vneseme, a Zivna média pro tyto

bakterie.

3.5.2. Postup pii klonovani

Pii celém procesu klonovani udrzujeme co nejvétsi sterilitu. Pouzivame sterilni Spicky a
mikrozkumavky, nechame vysterilizovat i potfebnd LB (Lysogeny Broth, Luria Bertani) i
SOB (Super Optimal Broth) média.

Potifebnou ockovaci hokejku sterilizujeme tak, ze ji namo¢ime do etanolu a pak s ni

projedeme plamenem a nechame zbyly etanol vyhotet.

a) priprava médii a bakterii

Pro ptipravu bakterii pro klonovani potiebujeme Spicky o objemu 200 pl i pro 1000 pl,
upravené Spicky s ustfizenym koncem, které jsou vhodné pro odbér bakterii, falkonky,
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml. Dale je také potieba SOB a TB médium, tekuty dusik,
DMSO (dimethyl sulfoxid), plotna s médiem pro bakterie a bunky DH5a. (kmen E. coli).

Pro klonovani potiebujeme 2 typy zivnych médii pro bakterie. Jednd se o LB a SOB
medium:
LB médium - Pro 1 litr tuhého LB média potiebujeme: 10 g tryptonu, 5 g yeast extraktu, 10 g
NaCl a 15 g agaru. Vse rozpustime v 950 ml destilované vody. Je potteba, aby pH LB media
bylo 7,0. Mizeme pH upravit ptidanim 200 pul 5SM NaOH, ale pokud je kvalitni yeast extrakt,
toto neni tfeba. Nasledn¢ doplnime do 1000 ml destilovanou vodou. Hrdlo baiiky zabalime do
alobalu a dame do autoklavu sterilizovat pfiblizn¢ na 1 hodinu. Vysterilizovany roztok

nechame zchladnout na 55°C. Na 1 litr média pfidime 2 ml roztoku ampicilinu, dobie
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promichame a tim je médium ptipravené k nalévani na plotny - Petriho misky. 1 litr LB média
rozlijeme piiblizné do 40 misek. LB médium je pouzitelné asi tyden, protoze Uc¢innost
pridaného antibiotika postupné klesa.

SOB médium - Pro 1 litr tekutého SOB média potiebujeme: 20 g tryptonu, 5 g yeast extraktu,
0,5 g NaCl, 10 ml 250 mM roztoku KCI (1,86 g do 100 ml), 0,2 ml 5M NaOH a 20 ml 1M
roztoku glukézy (18 g do 100 ml). VSe dobfe promichame a rozpustime v 944,3 ml
destilované vody tak, aby roztok neobsahoval zadné viditelné hrudky. Hrdlo banky opét
zabalime do alobalu a ddme sterilizovat do autoklavu pfiblizné na 1 hodinu. Pak ptfidame 5 ml
2M MgCl; (nebo 10 ml 1M MgCl,), ktery jsme sterilizovali zvlast. Opét pracujeme co mozna
nejvice sterilng. Ochladlé SOB médium umistime do lednice, kde je ptipraveno pro dalsi
pouziti.

Priprava bakterii - Bunky DH5a vysejeme na plotnu s zivnym médiem a nechdme je ptes noc

nartst v inkubéatoru pii 25 °C az 37 °C. Druhy den odebereme z jedné kolonie sterilni
klonovaci klickou nékolik bunék a preneseme je do 3 ml tekut¢tho SOB média. Opét je
umistime do inkubatoru o teploté 25 °C az 37 °C. Vecer odpipetujeme 1 ml kultury z plotny
do 240 ml tekutého SOB. Michame pies noc na tfepacce pii 18 °C. Treti den zkontrolujeme,
zda jsou buniky v exponencialni fazi ristu. Provedeme spektrofotometrii pii vinové délce 600
nm. Pokud je vysledna hodnota 0,6, jsou buniky v exponencialni fazi a jsou pfipraveny pro
dalsi praci.

Do kazdé falkonky odpipetujeme 40 ml roztoku a nechdme 10 minut zchladit na ledé.
Stoc¢ime pii 2500 G/15 min pii teploté 4 °C. Vylijeme supernatant a pelet rozsuspendujeme ve
13,3 ml TB média na kazdou falkonku. Inkubujeme 10 minut na ledu a pak opét sto¢ime pfi
2500 G/15 min pti 4 °C. Opét vylijeme supernatant a srazeninu rozsuspendujeme v 3,3 ml TB
média a 0,25 ml SMSO na kazdou falkonku. Promichame a inkubujeme 10 minut na ledu. Do
kazdé mikrozkumavky o objemu 1,5 ml odpipetujeme Spi¢kou s ustfizenym koncem 0,2 ml
roztoku (vzniklych aliquott). Tyto mikrozkumavky zmrazime tekutym dusikem a umistime
do mrazéku do -80 °C pro dalsi pouziti. Pro zlepSeni prace je dobré si mikrozkumavky
pfedem pfedmrazit a mit namrazeny i stojanek, ktery navic mizeme po celou dobu mit

umistény v ledu.

b) viastni klonovani
RAPD reakci namichdme zcela normalné i se stejnym profilem v termocykléru.
Elektroforéza probiha na 1,5% nizkotajicim agarozovém gelu (low-melting agarosa gel)

v lednici, aby nedochazelo k ptiliSnému zahtivani elektroforézového pufru, pii napéti 70 V.
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Potiebné fragmenty vyfizneme pod UV svétlem a umistime do zvlastnich mikrozkumavek.
Fragmenty lze pouzit ihned nebo nechat v mrazaku pti -20 °C a pouzit pozdéji.

Dalsim krokem je namichdni liga¢ni reakce. Pro jeden vzorek je potfeba: 2 pl 10x
liga¢niho pufru, 1 ul T4 DNA ligdzy, 1 pl plazmid pDrive, 5 pl vyfizlého fragmentu (staci
zahrat, gel se rozpusti) a 11 pl supersterilni vody. Ligacni smés pfipravujeme na ledu a
nechame pies noc ve vodni lazni ve 4 °C.

Pfedem ptipravené baterie E. coli vyndame z mrazaku z -80 °C a 100 ul téchto bakterii
nechame samovolné rozmrznout na ledu. Pak opatrné, tak aby nedoslo k poskozeni bakterii,
pridame 10 pl ligacni reakce. Smés promichame velmi opatrné a to pouhym krouzenim rukou
v zapésti a nechame 15 minut stat na ledu. Mezi tim si predehiejeme vodni lazen na 42 °C. Na
45 sekund vlozime vzorky do 14zné a ihned je vratime na led. Ke kazdému vzorku pfidame
0,5 ml SOB media a dame tfepat pfi teploté 37 °C na 45 minut.

Na tuhé LB médium naneseme 50 upl X-gal (5-brém-4-chlor-3-indolyl-B-D-
galaktopyranozid) a 10 pl IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalaktopyranozid) a dakladné
rozetieme sterilni oCkovaci hokejkou. Upravenou (zvétSeny otvor pro nasati roztoku) 1000 pl
Spickou opatrné¢ odebereme 200 pl bakterii a naneseme je na pifipravené¢ LB medium na
Petriho misce. Dlkladné je rozetfeme sterilni o¢kovaci hokejkou. Tu nejprve po vyhoteni
etanolu ochladime o LB medium mimo nanesené bakterie a az po jejim ochladnuti bakterie
roztirame. Zbytek bakterii stoCime pifi 1500 rpm po dobu 2 minut. Odpipetujeme 150 pl
supernatantu, ktery vyhodime a zbytek naneseme stejnym zptisobem na druhou Petriho misku
s LB mediem.

Petriho misky umistime do inkubatoru o teploté 37 °C. Nejprve je nechame priblizné 30
minut dnem doll s pootevienym vickem, aby se mohla vypafit prebytecna kapalina, a poté
vicka zavieme a Petriho misky obratime dnem vzhlru. Naockované bakterie nechame
v inkubatoru rist ptes noc (15 az 18 hodin).

Druhy den z narostlych kolonii vybereme 10 az 15 pozitivnich klont, které preockujeme
na nové Petritho misky s LB médiem. Kazdou kolonii pfeoCkovavame zvlastni sterilni
$pickou. Spicku namocime do bakterialni kolonie a udélame s ni mélky kiizek na nové plotné.
Nové plotny opét umistime do inkubatoru s teplotou 37 °C a kazdou pouzitou $picku nechame
vymacet ve zvlastni mikrozkumace s 30 pl sterilni destilované vody. Zhruba po 2 minutach
Spicky vyjmeme a mikrozkumavky dame na 2 minuty do termobloku zahtatého na 95 °C. Po
2 minutach je preneseme na led. Takto pfipravené vzorky je mozné dale pouzit pro PCR

reakci nebo je Ize uchovavat v mrazaku pro dalsi pouziti.
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3.6 Sekvencovani

Pro pfipravu vzorkd na sekvencovani se pouzivaji vzorky z bézné PCR reakce. Jako
templatovou DNA pouzijeme vzorky ze Spicek od klonovani. K jedné PCR reakci
potiebujeme: 6,50 pl sterilni destilované vody; 1,25 pl 10x reakéniho pufru; 1,00 ul ANTP
Mix o koncentraci 10mM (Fermentas); 0,75 pl primeru SP6 (Generi Biotech) 10 pmol /pul;
0,75 pl primeru T7 (Sigma) 10 pmol/ul; 0,10 pul Tag DNA p. Unis 5U/ul a 1,00 pl templatové
DNA. Mikrozkumavku umistime do termocykléru (zde pouzit XP cyklér od firmy BIOER) na
nasledujici profil: D 94 °C/2°, D 94 °C/30"", A 53 °C/45"", E 72 °C/2’, E 72 °C/10’. Pocet
cykll je 35 a cykluji se kroky 2 - 4.

Pro kontrolu, zda doslo ke spravné amplifikaci vzorkli, provedeme normalni
elektroforetickou verifikaci. Tentokrat mizeme pouzit méné husty gel, staci 1,5% (1,5 g
agardzy do 98,5 ml 1x TAE) a napéti 120 V. Vysledek opét zviditelnime pod UV svétlem
(zde UV translumindtor — White/Ultraviolet Translluminator).

Vzorky pro sekvenaci pfipravime ze zbytku PCR reakce. Pokud byly fragmenty na gelu
dostate¢né silné, bylo naamplifikovano dostacujici mnozstvi DNA, a proto nebylo nutné
vzorky precistit. Mix pro jeden vzorek se sklada z: 1,0 ul templatu z PCR reakce; 2,5 pl
primeru T7 10 pmol/pl (Sigma) a 4,0 pl sterilni destilované vody.

3.7 Statisticka analyza
3.7.1 Vyhodnocovani sekvenci - BLAST

BLAST (Basic Local Alignments Search Tool) je Siroce rozsifeny nastroj na

porovnavani jednotlivych sekvenci s jiz vytvofenou databazi. Je schopen porovnéavat nejen
sekvence DNA, ale také proteiny. Do BLASTu vkladame sekvence bud’ v textovém nebo ve
FASTA formatu, kde jsou jednotlivé baze nebo aminokyseliny zaznamenany pouze jednim
pismenem.

Pro potieby tohoto programu byla data ze sekvencovani upravena v programu MEGAS.
Nasledné byla vloZzena do BLASTu. Byl porovnavan piekryv (viz Vysledky) s veskerou
dostupnou databdzi, a pak za srovnavaci organizmus vybran piibuzny druh mSice

Acyrthosiphon pisum (Aphididae).
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3.7.2 Statistika RAPD profilu

3.7.2.1 Formatovani dat

Z elektroforetickych vysledki RAPD reakce byly vytvofeny matice pro nasledné
statistické vyhodnoceni nékolika populacné-genetickych parametri. Kazdy tadek v matici
piedstavoval jednoho urcit¢ho jedince a kazdy sloupec jeden urcity fragment (lokus).
Pfitomnost fragmentu v jednotlivych profilech byla v matici zapsana jako Cislice 1, naopak
jeho nepfitomnost jako Cislice 0. Pfitomnost nebo nepfitomnost fragmentu byla zjiStovana
pouze vizualné¢ z negativii fotografii vytvofenych pod UV svétlem po elektroforéze (viz

Piilohy AA1 a2 AA4).

3.7.2.2 Pouzité softwary

Pro vyhodnocovani ziskanych dat bylo pouzito 5 softwarovych programt. Jednalo se o
programy: PopGen32 (Yeh a kol., 1999), GenAl Ex6 (Peakall & Smouse, 2006), Black 1V
(Black, 1997), PHYLIP (Felsenstein, 2009) a MEGAS (Tamura a kol., 2011). Kazdy program
byl vhodny pro jiné potfeby vyhodnocovani dat.

Program PopGen je urcen pro analyzu genetické variability na zaklad¢ kodominantnich
nebo dominantnich markerd. V nabidce lze vybrat typ dat. Stejné¢ tak je mozné zvolit
ptedpoklad, Ze populace je nebo neni v Hardy-Weibergové rovnovaze. Je mozné nastavit,
jestli se jedna o haploidni nebo diploidni zkoumané jedince. V této préci jsem pracovala prave
s diploidnimi jedinci. V nasledném menu si Ize také vybrat hierarchii struktury dat (zda se
jedna o data zjedné populace, ze skupiny populaci nebo ze subpopulaci) a dalsi zakladni
genetické analyzy, jako jsou genova frekvence, genetickéd vzdalenost, geneticky tok a dalsi.

GenAl Ex je doplitkovym nastrojem Excelu. Jednd se o program s velmi pfehlednym a
mozn¢é si vybrat z Sir§i nabidky funkci nez u PopGen a to i1 diky vétSim moznostem formatu
dat. Zpracovavana data mohou byt binarni, haploidni nebo kodominantni. V této préci bylo
pracovano s binarnimi daty. Tento program vytvafi grafy a komunikuje s Excelem, a proto
grafy lze upravovat béznymi nastroji dostupnymi v Excelu. Vysledky lze jednoduse ptenaset
kopirovanim do jinych soubort.

Z programii ze souboru BlackIV byl vyuzit RAPDDIST. Jedna se o program, ktery
pocita genetické vzdalenosti mezi populacemi z béZznych RAPD dat. Je moZné nastavit, zda se

jedna o data diploidni nebo haploidni, stejné tak jestli jde o data fenotypova nebo genotypova.
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Program nabizi n¢kolik variant pocitani genetické vzdalenosti. Vysledkem je soubor matic,
se kterym lze dale pracovat naptiklad v programu PHYLIP.

Programovy balicek PHYLIP nabizi ve svych podprogramech celou fadu moznosti pro
vyhodnocovani dat, od vyhodnocovani sekvenci a genovych frekvenci, ptes genetické
vzdalenosti az po vykreslovani dendrogrami a bootstrapové metody. Z tohoto programu byly
vyuzity dva podprogramy, a to Neighbor a Consense. Neighbor provadi shlukovaci analyzu
dat dvéma metodami. Prvni moznosti je metoda UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Averages), kterd provadi shlukovani na zdkladé primérnych hodnot matice.
Druhd je Neighbor-Joining, ktera vytvari v kazdém kroku shlukovaci transformaci ze
zbyvajicich hodnot matice.

MEGAS je schopna sekvence upravovat (Uprava Spatné Ccitelnych koncd,
nerozpoznanych bazi) a pfipravovat je do potfebnych formati pro dal§i programy. Déle je
také schopna vytvaret fylogenetické dendrogramy a dokonce je i vizualizovat z dat vzniklych

v jinych programech (naptiklad ze souboru programti PHYLIP).

3.7.2.3 Populaéné-geneticka analyza

Jednou z moznosti pro vyhodnocovani genetické variability populaci je vyuziti dalSich
populac¢né-genetickych parametri. Toto bylo provadéno pomoci programi PopGen32 a
GenAl Ex6. Dva programy byly zvoleny proto, ze kazdy ma své prednosti. GenAl Ex vytvari
grafy a PopGen podrobné tabulky.

Protoze GenAl Ex nabizel lepsi vybér populacné-genetickych analyz, byla vétSina dat
zpracovavana vtomto programu. Jednalo se napiiklad o urceni alelovych frekvenci
(zastoupeni jednotlivych alel v jedinci), diky kterym Ize urcit rozdilnost populaci. Dale pak o
heterozygotnost (primérny podil heterozygotii na lokus v populaci s ndhodnym kiiZzenim).
Genetickd vzdalenost (pfibuznost jednotlivych jedincl mezi sebou) spolu s geografickou
vzdalenosti (vzdalenost jednotlivych populaci od sebe) byly vyuzity k vypoctu Mantelova
testu (pocitajici podobnost dvou matic) — zavislosti prave téchto dvou veli¢in. Pii préci bylo
nutné¢ davat pozor na formu dat (matice, linearni data), pocty populaci nebo fragmentl u
jednotlivych nabidek programu.

Program PopGen byl vyuzit jednak pro vytvofeni zékladniho nebootstrapového
dendrogramu, déle k potvrzeni vysledkl z programu GenAl Ex a také pro moznost vytvoreni
souhrnnych a piehlednych tabulek. Z tohoto programu byla ptevzata celkova variabilita v§ech
fragmentli, dale pak Neiho fixac¢ni index (hodnoti diverzitu mezi populacemi) a hodnoty

migrace pro jednotlivé fragmenty a primery (viz Piilohy A a B). Vysledky z tohoto programu
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jsou ulozeny jako jeden textovy soubor, ale 1 ptes to jsou pichledné, protoze jsou vzdy dobie
popsany hlavickou s nazvem metody.

Veskeré vypocty byly provedeny pro vSechny primery jako celek. Pro jednotlivé
samostatné primery byla urovana genetickd piibuznost a vzdéalenost nebo variabilnost
fragmentti. Pro $ir$i analyzu u kazdého primeru samostatné nebylo dostate¢né mnozstvi dat a
programy se proto nedaly pouzit.

Genetickd variabilita populaci je obvykle méfena jako primér heterozygotnosti na
lokus, zatimco genetickd rozdilnost mezi populacemi je vétSinou meéfena jako geneticka

vzdalenost navrzena Neiem v roce 1972 (Nei & Roychoudhury, 1974).

3.7.2.4 Shlukovaci analyza

Shlukovaci analyza ma za cil nalézt v celkovém souboru dat takové skupiny objekti,
které si jsou vzajemné blizsi svymi vlastnostmi nez ostatni objekty. Nebo se snazi o nalezeni
takovych proménnych, které jsou navzajem korelovany. Jedna se o prvni stupen zpracovani
dat a mé predevsim navrhnout urc¢itou hypotézu (Leps, 1996).

Objekty pro tuto metodu je mozné charakterizovat kvantitativné i kvalitativng. Vysledné
shluky dat mohou mit hierarchickou i nehierarchickou povahu. Vysledky hierarchickych dat

byva zvykem zndzoriiovat dendrogramem (Leps, 1996).

a) dendrogramy

Pro vytvofeni bootstrapovych dendrogramii byl pouzit nejprve program BlacklV a
nasledné PHYLIP a pro vizualizaci téchto dendrogramti program MEGAS.
Zékladni matice byly vytvoreny v programu RAPDDIST, ktery pocitad genetickou vzdalenost
mezi jednotlivymi populacemi (Black, 1997). Vstupnim souborem je vytvofenid matice se
zahlavim (Gdaje o poctu jedincii, nazvem souboru, poctem fragmenti a oznaceni fragment) a
vlastnimi ziskanymi daty. Kazdy fadek odpovidd jednomu jedinci a jedna se o specificky
profil obsahujici 1 a 0. Takto vytvofeny soubor je program RAPDDIST schopen nahodné
piehazet, pospojovat a vytvofit tak bootstrapové matice. Cilem této metody je urcit zda
ziskana data odpovidaji vztahu mezi populacemi. Vytvoiené matice jsou vhodné pro vlozeni
do NEIGHBOR zprogramu PHYLIP. Zde dojde k dalSimu bootstrapovani a vysledny
dendrogram, ale pouze v datové podobg¢, je vytvofen pomoci CONSENSE (Black, 1997). Pro
vizualizaci téchto dat byl néasledné vyuzit program MEGAS, ktery data pfevede do podoby

vykreslen¢ho dendrogramu.
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Tohoto postupu bylo vyuzito jednak k celkové analyze vSech populaci, jednak i k urceni

nejvhodnéjsiho primeru pro metodu RAPD pro D. noxia.

b) PCA

Analyza hlavnich komponent je obvykle pfekladanym nazvem pro metodu faktorové
analyzy PCA (Principal Component Analysis). Soubor objektii je charakterizovany fadou
proménnych. Cilem této metody je nahradit zakladni proménné mens$im mnozstvim sloZzenych
proménnych, které budou vzdjemné nekorelované, ale dostateéné vysvétli strukturu
sledovanych objekti. Metodou PCA vznikaji linedrni kombinaci méfenych proménnych dalsi
nové osy (hlavni komponenty), a proto piedpokladdme linedrni vztahy mezi proménnymi
(Leps, 1996). Vysledkem je tvorba jednotlivych klastrii (vzorky vzdjemné si bliz§i svymi
vlastnostmi).

Pro tuto metodu byl vyuzit program GenAl Ex. Nejprve byla vypoctena Neiho geneticka
vzdalenost a ze vzniklych matic vypoctena PCA. Kovariance byla ponechdna standardni
(vzorovd). Vysledkem byl graf (viz Vysledky) s jednotlivymi populacemi, které byly

rozmistény kolem hlavnich os v zavislosti na svych vlastnostech.
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4. Vysledky

4.1 RAPD reakce - optimalizace podminek a vybér primeru
Pro ovétovani metody RAPD k uréeni genetické variability pfirodnich populaci mSice
zhoubné, obilné (D. noxia) bylo prvotné vybrano pét primera (viz Tab. III).

Tab. I1I: PouZivané primery a jejich u¢innost.

Primer Pocet variabilnich fragmentd
BAM 7
COoDn1 nevyhovujici
CODn4 18
CODn6 17
CODn11 16

Funk¢nost téchto primerit a zjiStovani vhodného profilu RAPD reakce byla nejprve
oveéfovana pouze na nekolika vzorcich. Opakovanym zkouSenim bylo pro kazdy jednotlivy
primer vybrano nejlepsi slozeni ,,master mixu*“ pro RAPD reakci a stejné tak nejvhodné;jsi
profil, ktery zajiStoval amplifikaci vzorka a nédslednou vizualizaci fragmentii na agarozovém
gelu s reprodukovatelnéjsimi vysledky. Jiz zde byl vyfazen primer CODnl, ktery se pfi
prvnich pokusech zdal vyhovujici, protoze se ukazalo, ze je funkéné velmi nespolehlivy a
nedava dostatecné prikazné vysledky.

Nasledné bylo mozno pfejit k praci na vSech 49 vzorcich. U jednotlivych populaci jsou
nevyvazené pocty jedincl, coZz bylo zpiisobeno tim, ze se nepodafilo ziskat vice vzorkd od
zahrani¢nich spolupracovnik.

Po provedeni elektroforézy a nasledném vyfotografovani vysledkt byly fotografie
upraveny v programu Zoner Photo Studio 12. Rozdil mezi fotografiemi je patrny a na
negativu lze 1épe rozlisit i slabsi fragmenty, které na neupravené fotografii mohou zaniknout

(viz Obr. 3a a 3b).
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a) b)
Obr. 3: Fotografie porizena pod UV svétlem (a) a vytvoreny negativ (b).

Pouzity primer: BAM; vzorky: 22 — Turecko, 23-30 — Alzirsko, 31-32 — USA; pouzity
marker: Lambda DNA/EcoRI+-HindIII

Data ziskana z pouzitych primert byla statisticky vyhodnocena a z vysledka byl uréen
nejvhodnéjsi primer, ktery nejlépe odpovidal porovnani mezi bootstrapovym dendrogramem
vytvofenym ze vSech primert jako celku a bootstrapovym dendrogramem jednotlivych
primerd. Jako nejvice vhodny, ale ne jako nejspolehlivéjsi pro pouziti u RAPD metody u D.

noxia, vysel primer CODn4.

4.2 Klonovani a sekvencovani

4.2.1 Klonovani fragmentu

Pro klonovani byl vybran primer BAM diky své spolehlivosti a dobré viditelnosti
fragmentti pod UV svétlem.
Z vyslednych 7 variabilnich fragmentii ve vSech 49 vzorcich se jich podafilo zaklonovat

6 (ukazka viz Obr. 5). Sedmy fragment byl pfilis slaby a nepodafilo se ho z gelu vyizolovat.

-23-



22023 |24 B25 126 127 128 120130 131 132 'Marker

= Pouzity primer: BAM

- Vzorky: 22 — Turecko
- 23-30 — Alzirsko
31-32 -USA

Pouzity marker: Lambda DNA/EcoRI=HindIII

Variabilni fragmenty

Obr. 5: Ukazka variabilnich fragmenti.

4.2.2 Sekvencovani a BLAST

Ze vSech Sesti zaklonovanych vzorkl byly Gspésné precteny DNA sekvence. Ty bylo

nutno jesté opravit, protoze zaCatky a konce byly velmi nepiesné a mohly obsahovat i ¢ast
genetické informace z bakterii, do kterych byly jednotlivé fragmenty vkladany. Ptesny
zacatek sekvenci byl rozpoznan pomoci znamé sekvence pouzitého primeru (BAM).
Sekvence byly upravovany v programu MEGAS a nésledné¢ vyhodnocovany v databazi
BLAST a porovnavany s genomem piibuzné msice A. pisum (viz Tab. IV).

Tab. IV: Vyhodnoceni ziskanych sekvenci.

Sekvence | Pocet bazi | Podobnost s jinym druhem Procento prekryvu Procento identity
Al 870 A. pisum 4 82
B4 360 A. pisum 43 81
Cc2 375 A. pisum 55 71
D15 449 A. pisum 16 82
E6 157 Nelze urcit 0 0
F14 237 A. pisum 17 95

Procento piekryvu vyjadiuje, jaka cast genomu je shodnd se ziskanou sekvenci.
Procento identity vypovida o tom, kolik procent sekvence je shodnych z procenta podobnosti

s danou sekvenci.
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4.3 Statisticka analyza
Pro veskeré vypoCty jsme ptredpokladali, ze RAPD markery predstavuji dialelické

dominantni lokusy s Mendelovskou dédi¢nosti (jedinec surcitym fragmentem je bud
dominantni homozygot, nebo heterozygot a jedinec bez urcitého fragmentu je recesivni
homozygot) a dale pak Ze vSechny populace jsou v Hardy-Weibergovée rovnovaze.

Vzhledem k malému poctu jedinct z nekterych lokalit mohou byt nékteré populacné-

genetické analyzy méné prukazné.

4.3.1 Populac¢né-geneticka analvza

Nejvice polymorfnich lokustt (55 az 65 %) maji populace z Alzirska, Tuniska a
Spanélska. Kdyz pomineme populace, ze kterych mame pouze 1 vzorek, tak nejmensi
polymorfie lokusti (13 az 15 %) je u populaci z Iranu a Egypta (viz Tab. VI).

Tab. VI: Zastoupeni polymorfnich fragmentii v jednotlivych populacich.

Populace Polymorfni fragmenty
Francie 0,00%
Tunis 20,69%
Alzirsko 65,52%
Egypt 15,52%
Iran 13,79%
Turecko 65,52%
USA 32,76%
Moldavie 0,00%
cz 20,69%
Chile 0,00%
Madarsko 0,00%
Spanélsko 55,17%
Primér 24,14%

Toto ale mtze byt zplisobeno také pouze nedostatenym zastoupenim vzorkl pro danou
lokalitu. Nulové zastoupeni polymorfnich fragmenti je pravé u populaci, u kterych byl
dostupny pouze jeden vzorek. Od toho vysledku se také odviji poCty variabilnich fragmentii

v jednotlivych populacich (viz Obr. 6).
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Obr. 6: Pocty variabilnich fragmentu v jednotlivych 12 populacich.

Hodnoty Neieho genetické vzdalenosti a genetické podobnosti se vzajemné dopliuji a
vypoctené hodnoty téchto veli€in jsou uvedeny v tabulce (viz Tab. VII). Neieho geneticka
vzdalenost predpoklada genetické rozdily zapticinéné diky mutacim a genetickému driftu
(Nelis a kol., 2009).

Tab. VII: Hodnoty Neieho genetické vzdalenosti s vyzna¢enym minimem a maximem.

Fr | Tun | Alz Eg | Irdn | Tur | USA | Mold | CZ | Chile | Mad | Sp

0,000 Francie
0,259 0,000 Tunis
0,170/0,088 | 0,000 Alzirsko
0,2410,079|0,079 | 0,000 Egypt
0,275|0,107 0,072 | [JMeEE | 0,000 Iran
0,2810,107 0,082 0,080 | 0,087 | 0,000 Turecko
0,323(0,106 0,126 /0,111]0,122] 0,041 | 0,000 USA
0,4500,213|0,296 | 0,248 | 0,268 | 0,199 | 0,094 | 0,000 Moldavie
0,500(0,219|0,2950,233|0,275|0,211|0,117| 0,061 | 0,000 CcZ
0,2990,524 0,309 0,469 |0,512| 0,426 | 0,536 | gKsts¥ | 0,809 | 0,000 Chile
0,372/0,138|0,1940,140/0,158|0,159|0,105] 0,169 0,120 | 0,693 | 0,000 Madarsko
0,272]0,177 0,176 0,164 | 0,214 | 0,155 | 0,126 | 0,179 | 0,152 | 0,474 | 0,189 | 0,000 | Spanélsko

Hodnoty Neiho koeficientu genetické diferenciace a genetického toku pro jednotlivé

fragmenty jsou uvedeny v Ptiloze (viz Ptilohy A a B). Maximalni genetickd hodnota podle
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Neiho je mezi populacemi z Moldavie a Chile, kde dosahuje hodnoty 0,882. Naopak
minimalni geneticka vzdalenost je mezi populacemi z Egypta a Iranu, kde dosahuje pouze
0,033.

Z vypoctenych hodnot genetické a geografické vzdalenosti byl proveden Mantelliv test
(viz Obr. 7), ktery udava zavislost jedné veli¢iny na druhé. V tomto piipad¢ zavislost
genetické vzdalenosti na vzdalenosti geografické. Dosazena hladina vyznamnosti byla 0,014,

a tedy mensi nez 0,05, a proto lze test povazovat za prikazny.

Zavislost genetické vzdalenosti na vzdalenosti geografické

40,000
35,000
30,000
25,000
20,000
15,000 + Vzorky

10,000 —— Spojnicetrendu

5,000 y=2,794x+ 14,248
0,000 : :

0,000 ,500 1,000 1,500

Genetickavzdalenost

Geografickavzdalenost

Obr. 7: Zavislost genetické vzdalenosti na vzdalenosti geografické.

4.3.2 Shlukovaci analyza

4.3.2.1 Dendrogramy

Byly vytvofeny bootstrapové dendrogramy s pouzitim metody Neighbor-Joining (viz
Obr. 8) i UPGMA (viz Obr. 9).

Randomizace byla provedena 1000x. Dendrogram byl nejprve vytvoren pro celek vSech
primerll soucasné a ndsledné¢ byly dendrogramy vytvoteny pro kazdy primer zvlast a
porovnavany s celkovym dendrogramem. Pro metodu Neighbor-Joining se jevil jako nejlepsi
primer CODn4, ktery vykazoval nejvétsi podobnost s celkovym dendrogramem, a jeho
pouzitim se ztratilo nejmensi mnozstvi dat. Pro metodu UPGMA se jevil také jako nejlepsi
primer CODn4. K nejvétsim ztratdm dat dochéazelo u primeru BAM, ktery také vytvarel pouze

7 fragmentd.
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Obr. 8: Bootstrapovy dendrogram 12 populaci vytvoieny metodou Neighbor-Joining.
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Francie
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Madarsko
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Spanélsko
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Obr. 9: Bootstrapovy dendrogram 12 populaci vytvoieny metodou UPGMA.

Veskeré vysledky byly pfepocitany (viz Ptilohy C az Y) i s vynechanymi populacemi,
kde byl pro vyzkum dostupny pouze jeden zastupce. Ze srovnani bootstrapovych
dendrogramu vysSel jako nejlepsi primer pro metodu Neighbor-Joining opét CODn4 a pro

metodu UPGMA nebylo jednoznac¢né rozhodnout mezi dv€ma primery, a to mezi CODn4 a

CODn6.

Zkusebn¢ byl vytvoren dendrogram metodou UPGMA (viz Obr. 10), ve kterém bylo
pouzito 12 jedinct, kazdy z jiné populace. Jedinci z populaci, kde bylo dostupnych zastupcu

vice, byli vybrani tak, aby jejich profil co mozna nejvice odpovidal profilu celé populace. Byli

vybrani jedinci s nejbéznéjsim haplotypem.
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Obr. 10: Dendrogram dvanacti zastupci dvanacti populaci metodou UPGMA.

4.3.2.2 PCA

Metodou PCA v programu GenAl Ex byl vytvofen graf hlavnich koordinat (viz Obr. 11).
Tento graf vykresluje podobnost a vzajemnou shodnost nékterych proménnych v jednotlivych

populacich. Nékteré populace jsou si blize pribuzné a tvoii z grafu identifikovatelné klastry.

Analyza hlavnich komponent - PCA

Iran

Egypt
Tunis

® Aliirsko
lurecko

. 4
& Madarsk

4 USA 4 Populace

Koordinata 2

® Francie

4 Moldavie

® 7 ® Chile
€ Spanélsko

Koordinata 1

Obr. 11: Geneticka pribuznost 12 populaci vytvoirena metodou PCA.
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Z grafu mizeme vy¢ist, e blize ptibuzné si jsou populace z Cech a Moldavska. Dalsi
klastr je tvotfen populaci z Turecka, Alzirska, Tuniska, Egypta i Iranu. Mimo se nachazi
populace z Chile, Spané&lska a Ameriky. Populace z Francie a Mad’arska mohou byt zkresleny

tim, Ze pro potieby statistické analyzy byl dostupny pouze jeden jedinec z kazdé populace.
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5. Diskuze
5.1 RAPD reakce

Uspésnost metody RAPD zalezi na optimalizaci podminek. Je nutno nalézt podminky
pro denatura¢ni teplotu (teplota potiebnd pro rozvolnéni DNA), primery, které
mayji nespecifické sekvence a odpovidaji ,,annealingové® (zihaci) teploté, a teplotni a ¢asové
podminky pro dostatecnou amplifikaci produktu. Proto je nutné postupné testovani
jednotlivych kombinaci (Hilton a kol.,, 1997; Rasmusen & Reed, 1992). Proto byl také
jednotlivé pro kazdy primer zkouman nejlépe odpovidajici profil RAPD reakce.

Reakce nebyla provadéna hned pro celkovy pocet vzorkt, ale jen pro omezené mnoZzstvi
(jeden vzorek z kazdé populace). Tento postup byl zvolen pro urychleni a zjednodusSeni celé
prace. Pro zjistovani nejvhodnéjsich podminek byl zvolen jeden vzorek z kazdé populace, a
to 1 proto, aby se vyloucila moznost zkresleni vysledkll z populace pouzitym profilem. Jako
zakladni profil byl zvolen upraveny profil publikovany v praci Blacka a kol. (Black a kol.,
1993). Z Blackova profilu byl vynechan krok 1, zahtivani na 80 °C po dobu 15 minut. Dale
byl snizen pocet cykll na 35 misto udavanych 45. Black prvni krok vyuzival k dostatecnému
navazani Taq polymerazy.

Protoze se RAPD reakce jevi jako pruzna a zda se, zZe jednotlivé piisady maji mensi vliv
na ucinnost a vytézek reakce nez teplotni a asové podminky, byly pti optimalizaci podminek
ménény pocty cykll nebo teplota ,annealingu® (Wittwer, 1992). Déle bylo vyzkouSeno
pfidani MgCl,, vysledny produkt ale nevytvofil jasné a ostré fragmenty, pouze neostré
fragmenty. Pfidanim BSA se zfetelné fragmenty jesté vice zvyraznily, ale hiife viditelné
zmizely zcela. Proto také nakonec byla optimalizace podminek provedena bez téchto dvou
pfisad. Pro vyzkouSeni pfidani MgCl, a BSA hovofili pozitivni ohlasy v nékterych
publikacich (Caetano-Anollés & Gresshoff, 1997; Devos & Gale, 1992; Hilton a kol., 1997;
Rasmusen & Reed, 1992).

5.2 Klonovani a sekvencovani

Pro metodu klonovéani se podafilo pfipravit 6 zcelkovych 7 variabilnich fragmentd,
které¢ vznikly jako vysledek RAPD reakce s pouzitim primeru BAM. Sedmy variabilni

fragment se jiz od pocatku jevil jako slabsi a pii samotném odebirani jednotlivych fragmentii
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z gelu tvofené¢ho nizkotajici agardézou se ho nepodafilo ziskat. To mohlo byt zplisobeno
nedostateCnym mnozstvim vzorku pro elektroforetickou verifikaci nebo doslo k rychlejSimu
postupu tohoto fragmentu gelem a vzorek se tedy jesté pred vyjmutim z elektroforetické vany
z gelu vymyl.

Zaklonovani fragmentti z ostatnich RAPD reakci zbylych primerd se prozatim
nepodafilo. Je mozné, Ze dosSlo ke zhorSeni kvality jednotlivych slozek reakce, predevSim
primert, které se neustalym rozmrazovanim a zmrazovanim nici. NejspiSe bude nutné pfijit na
jesté lepsi profil RAPD reakce, aby doSlo k vétsi amplifikaci vzorkli a aby je nasledné bylo
mozné z mekké agardzy ziskat. Pro béznou elektroforetickou verifikaci s PCR agarézou
(SeaKem LE Agarosa, Cambrex) bylo mnozstvi produktu dostate¢né, ale pro nizkotajici
agarozu bylo nevyhovujici a jednotlivé fragmenty byly Spatné patrné.

Na nasledné sekvenovani bylo pfipraveno 6 fragmenti. Z jejich sekvenci bylo zjisténo,
7e se s nejvetsi pravdépodobnosti nejedna o klicové sekvence nebo o sekvence kédujici geny,
ale o nekddujici Casti genomu, piipadné o cast genomu endosymbionta. Shodnost
s jakymkoliv jinym organizmem primérné nepiekrocila 23 %. U jedné sekvence se dokonce
nepodafilo ur€it shodnost s ptibuznym druhem msice A. pisum. Pfi¢inou ziejmé bude mala
délka jednotlivych sekvenci.

Z casovych a finan¢nich divodi se nezdafilo navrhnout SCAR markery. Ptiprava
méné spolehlivd, nez byly piivodni odhady. Dokonceni této casti vyzkumu je otazkou dalsi

prace.

5.3 Statisticka analyza

Aby bylo mozné ovéfit vliv nevyvazenosti vzorkil v jednotlivych populacich, byly
statistické metody pocitany jednak pro komplet vSech 49 vzorkl z 12 populaci, ale pak také
pro 45 vzorkl z 8 populaci a na zkousku také pro 12 vzorka z 12 populaci. Pro tento soubor
dat (12 vzorkii z 12 populaci) je nutno fici, Zze tam, kde bylo v populaci vice dostupnych
vzorkl, byl zastupce vybran tak, aby jeho profil co mozna nejvice odpovidal primérnému
profilu celé populace. U nékterych populaci byla variabilita fragmentt takova, ze mohlo dojit
vybérem pouze jednoho vzorku opét ke zkresleni. Pro celkovy vysledek je tedy dobré vzit

v uvahu vSechna méfeni.
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Mrwe

poslano vétsi mnozstvi vzorkd.

5.3.1 Popula¢né-geneticka analyza

Statistické populacné-genetické analyzy a nasledné vytvoreny dendrogram se shodovaly
s otekavanymi daty genetické piibuznosti jednotlivych populaci, ktera byla odvozena
z vyskytu a Sifenim msSice zhoubné D. noxia. Nejvice polymorfnich fragmentl je pravé
z oblasti Turecka pobliz jejiho prvniho zaznamenani.

Variabilita jednotlivych fragmentli se nevyskytovala pouze mezi populacemi
samotnymi, ale 1 uvniti jednotlivych populaci. Z tohoto vysledku se nabizi feSeni, Ze tento
druh mSice je vysoce prizptisobivy novym zivotnim podminkdm a stale u néj probihd znacny
evoluéni vyvoj. Tato domnénka se shoduje s vysledky c¢lanku: Greenbug (Homoptera:
Aphididae) biotypes: selected by resistant cultivars or preadapted opportunists? (Porter a kol.,
1997).

Vysledky populacné-genetickych analyz, a to sice genetické vzdalenosti a genetické
pribuznosti, mohou byt zkresleny. Z nékterych populaci byl zkouméan pouze jeden vzorek,
protoze vétsi mnozstvi nebylo k dispozici. Ale tento nedostatek by podle Neiho (Nei, 1978)
nemél vadit, pokud je zkoumano dostatecné velké mnozstvi fragmenti.

Odlisn¢ vysly hodnoty heterozygotnosti. Primérné hodnoty u nékolika ostatnich druhii
msic jsou od 0 do 4,4 % na populace v daném stat¢ (Rhomberg a kol., 1985). Puterka a kol.
dostali 4,9 %. V moji praci je primérnd hodnota 8,22 %, tedy vysledek zna¢né vyssi. Hodnoty
pro kazdou populaci jsou uvedeny v tabulkach (viz Tab. VIII a IX). Rozdily mohou byt
zpisobeny pravé i vizualnim ctenim fragmentd. Do statistické analyzy v této praci byly
pouzity i matné fragmenty, které mohly cely vysledek zkreslit. Do primérné heterozygotnosti
jsou zapocitany i populace s dostupnym pouze jednim vzorkem, kde je heterozygotnost rovna
nule. To celkovou primérnou hodnotu snizuje.

Tab. VIII: Primérné hodnoty heterozygozity pro jednotlivé populace.

Populace Francie| Tunis | Alzirsko| Egypt Irdn Turecko
Pocet fragmentu 15 29 40 26 26 42
Primeér heterozygotnosti | 0,000 0,094 0,228 0,063 0,045 0,198

Tab. IX: Primérné hodnoty heterozygozity pro jednotlivé populace.

Populace USA | Moldavie cZz Chile | Madarsko | Spanélsko
Pocet fragment 34 32 40 12 27 48
Primér heterozygotnosti | 0,126 0,000 0,071 0,000 0,000 0,162
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5.3.2 Shlukovaci analyza

Vytvoieny bootstrapovy dendrogram zhruba odpovida zakladnimu ¢lanku Puterky a kol.
zroku 1993. Vysledky této prace se vSak li§i v urceni piibuznosti francouzské populace.
Puterka a kol. uvadi francouzskou populaci v klastru s populacemi z Mexika, USA a severni
Afriky (Puterka a kol., 1993), zatimco vysledky moji prace naznacuji klastr populaci USA,
Irdnu a severni Afriky a populace Francie je zcela mimo. Opét se mize jednat o chybu pro
nedostate¢né mnozstvi dat (z francouzské populace byl k dispozici pouze jeden vzorek) nebo
nelze zcela vyloucit, ze od doby vyzkumu Puterky a kol. se geneticka struktura populaci
mohla vlivem podminek prostiedi a postupnou evoluci zménit. Puterka a kol. navrhuji, ze
rozdilné dendrogramy mohou vznikat i kvili nedokonalému vyhodnoceni svétlych (mdlych)
fragmentt, které mohou vysledek zkreslit. Ale co se tyka pribuznosti populaci vychodniho a
severovychodniho Stfedomofti, zde se vysledky shoduji. Jak jiz bylo zminéno vyse, i zde
muze vinou nedostatecného poctu vzorki dojit k uréitému zkresleni vysledk.

Podle vysledkii bootstrapovych dendrogramii i PCA metody si jsou nékteré populace
geneticky bliz§i nez jiné. Krat$i genetickd vzdalenost mize byt zplsobena pozdéjSim
oddélenim jednotlivych populaci od sebe naptiklad pii invazi nového tizemi. Sifeni tohoto
druhu z mista jeho pivodu miize byt pasivnim nebo aktivnim pohybem. N¢kteti jedinci maji
kiidla, a proto jsou schopni letu. Na vétsi vzdalenost mohou vyuzivat i silu vétru. Ten vSak
muze pasivné prendset i jedince neokiidlené. Dal§im pasivnim pienaSeCem mize byt v dnesni
dob¢ globalizace a celkové propojenosti svéta i sam ¢lovék. Oblast, kde byla tato msice

poprvé objevena, je jedna z obilnic svéta, a proto je mozné tento druh $ifit s dodavkou obili.

5.4 Sekvencovani a BLAST

Jednotlivé sekvence jsou pomérné kratké, a proto je také problém urcit jejich shodnost
s dal$imi organizmy, protoZe se vétsinou shoduji pouze ve velmi malo procentech (1 az 5 %)

genomu a to jesté s nékolika malo procentni identitou.
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6. Zavér

Podaftilo se ovéfit vhodnost metody RAPD k urceni genetické variability pfirodnich
populaci D. noxia pomoci 4 primert. Touto praci byly vytvotfeny zakladni genetické podklady
pro celkovy ekologicky vyzkum druhu D. noxia. Pro ziskani dalSich genetickych podkladi by
bylo mozné dale vyuzit naptiklad metodu alozymii.

Praci byla také potvrzena variabilita nejen mezi populacemi, ale také mezi jedinci jedné
populace. To mlze naznacovat flexibilitu a velmi rychlé pfizpisobovani druhu na zménu
zivotnich podminek.

Jednotlivé klastry a dendrogramy také potvrdily genetickou variabilitu odvijejici se

v

z postupného rozsifovani druhu. Piibuznéj$i jsou druhy severni Afriky a vychodniho

vvvvvv

studiim (Liu a kol., 2010; Michaud & Sloderbeck, 2005; Puterka a kol., 1993; Stary, 1996;
Weiland a kol., 2008).
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8. Prilohy

A - Celkova variabilita fragmenti veSkerych populaci Diuraphis noxia

Locus Sample Size na* ne* h* I

BAM-1 49 2.0000 1.0916 0.0839 0.1801
BAM-2 49 2.0000 1.4980 0.3324 0.5147
BAM-3 49 2.0000 1.0430 0.0412 0.1021
BAM-4 49 2.0000 1.0932 0.0853 0.1824
BAM-5 49 2.0000 1.0452 0.0433 0.1062
BAM-6 49 2.0000 1.8251 0.4521 0.6444
BAM-7 49 2.0000 1.4845 0.3264 0.5078

CODn4-1 49 2.0000 1.9983 0.4996 0.6927
CODn4-2 49 2.0000 1.9940 0.4985 0.6916
CODn4-3 49 2.0000 1.8702 0.4653 0.6580
CODn4-4 49 2.0000 1.1692 0.1447 0.2751
CODn4-5 49 2.0000 1.1139 0.1023 0.2103
CODn4-6 49 2.0000 1.2399 0.1935 0.3434
CODn4-7 49 2.0000 1.8689 0.4649 0.6576
CODn4-8 49 2.0000 1.4450 0.3080 0.4864
CODn4-9 49 2.0000 1.9720 0.4929 0.6860
CODn4-10 49 2.0000 1.4083 0.2899 0.4651
CODn4-11 49 2.0000 1.4161 0.2938 0.4698
CODn4-12 49 2.0000 1.8306 0.4537 0.6461
CODn4-13 49 2.0000 1.7481 0.4280 0.6193
CODn4-14 49 2.0000 1.9951 0.4988 0.6919
CODn4-15 49 2.0000 1.9552 0.4885 0.6816
CODn4-16 49 2.0000 1.6868 0.4072 0.5972
CODn4-17 49 2.0000 1.5982 0.3743 0.5616
CODn4-18 49 2.0000 1.1764 0.1499 0.2827
CODn6-1 49 2.0000 1.2148 0.1768 0.3207
CODn6-2 49 2.0000 1.3849 0.2779 0.4507
CODn6-3 49 2.0000 1.0891 0.0819 0.1766
CODn6-4 49 2.0000 1.0214 0.0210 0.0587
CODn6-5 49 2.0000 1.7970 0.4435 0.6355
CODn6-6 49 2.0000 1.2672 0.2109 0.3665
CODn6-7 49 2.0000 1.0214 0.0210 0.0587
CODn6-8 49 2.0000 1.5900 0.3711 0.5580
CODn6-9 49 2.0000 1.6388 0.3898 0.5785
CODn6-10 49 2.0000 1.8513 0.4598 0.6524
CODn6-11 49 2.0000 1.5116 0.3384 0.5215
CODn6-12 49 2.0000 1.0433 0.0415 0.1027
CODn6-13 49 2.0000 1.1905 0.1600 0.2972
CODn6-14 49 2.0000 1.9995 0.4999 0.6930
CODn6-15 49 2.0000 1.5324 0.3474 0.5317
CODn6-16 49 2.0000 1.1417 0.1241 0.2445
CODn6-17 49 2.0000 1.6516 0.3945 0.5836
CODn11-1 49 2.0000 1.1886 0.1587 0.2953
CODn11-2 49 2.0000 1.1094 0.0986 0.2044
CODn11-3 49 2.0000 1.0430 0.0412 0.1021
CODn11-4 49 2.0000 1.3406 0.2540 0.4215
CODn11-5 49 2.0000 1.1626 0.1398 0.2680
CODn11-6 49 2.0000 1.1374 0.1208 0.2393
CODn11-7 49 2.0000 1.0636 0.0598 0.1377
CODn11-8 49 2.0000 1.3924 0.2818 0.4555
CODn11-9 49 2.0000 1.5616 0.3596 0.5453
CODn11-10 49 2.0000 1.0639 0.0601 0.1382
CODn11-11 49 2.0000 1.1374 0.1208 0.2393
CODn11-12 49 2.0000 1.3972 0.2843 0.4584
CODn11-13 49 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000
CODn11-14 49 2.0000 1.0213 0.0209 0.0585
CODn11-15 49 2.0000 1.1764 0.1499 0.2827
CODn11-16 49 2.0000 1.3422 0.2550 0.4227
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Mean 49 1.9828 1.4078 0.2532 0.3975
St. Dev 0.1313 0.3261 0.1628 0.2124

* na = Observed number of alleles

* ne = Effective number of alleles [Kimura and Crow (1964)]
* h = Nei's (1973) gene diversity

* | = Shannon's Information index [Lewontin (1972)]
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B - Tabulka s Neieho fixa¢nim indexem Gst a hodnotami migrace Nm pro jednotlivé

fragmenty a primery se vSemi analyzovanymi populacemi Diuraphis noxia

Locus Sample Size Ht Hs Gst Nm*

BAM-1 49 0.0741 0.0643 0.1319 3.2915

BAM-2 49 0.3100 0.1184 0.6180 0.3091
BAM-3 49 0.0199 0.0188 0.0540 8.7581
BAM-4 49 0.0418 0.0350 0.1619 2.5876
BAM-5 49 0.0255 0.0218 0.1438 2.9771
BAM-6 49 0.4453 0.2389 0.4636 0.5785
BAM-7 49 0.2740 0.1161 0.5765 0.3673

CODn4-1 49 0.4950 0.2416 0.5118 0.4769
CODn4-2 49 0.4964 0.2315 0.5337 0.4368
CODn4-3 49 04834 0.1915 0.6039 0.3280
CODn4-4 49 0.0829 0.0712 0.1408 3.0504
CODn4-5 49 0.0644 0.0586 0.0904 5.0335
CODn4-6 49 0.3100 0.0351 0.8868 0.0638
CODn4-7 49 0.4635 0.1672 0.6392 0.2822
CODn4-8 49 0.3579 0.0768 0.7855 0.1365
CODn4-9 49 0.4980 0.2251 0.5481 0.4123
CODn4-10 49 0.3979 0.0411 0.8966 0.0577
CODn4-11 49 0.3293 0.0637 0.8065 0.1200
CODn4-12 49 0.4169 0.0667 0.8400 0.0952
CODn4-13 49 0.4064 0.0520 0.8721 0.0733
CODn4-14 49 0.4345 0.1087 0.7499 0.1668
CODn4-15 49 04371 0.1915 0.5618 0.3900
CODn4-16 49 0.4848 0.0879 0.8186 0.1108
CODn4-17 49 0.4071 0.1163 0.7143 0.2000
CODn4-18 49 0.0799 0.0417 0.4783 0.5455
CODn6-1 49 0.1437 0.0984 0.3154 1.0855
CODn6-2 49 0.3982 0.0345 0.9133 0.0475
CODn6-3 49 0.0582 0.0539 0.0743 6.2338
CODn6-4 49 0.0123 0.0114 0.0684 6.8077
CODn6-5 49 0.4306 0.1004 0.7669 0.1520
CODn6-6 49 0.2615 0.0864 0.6697 0.2466
CODn6-7 49 0.0123 0.0114 0.0684 6.8077
CODn6-8 49 0.3135 0.1182 0.6229 0.3027
CODn6-9 49 0.4630 0.1600 0.6544 0.2640
CODn6-10 49 0.4409 0.0845 0.8083 0.1186
CODn6-11 49 0.3644 0.0797 0.7814 0.1399
CODn6-12 49 0.0250 0.0231 0.0758 6.0966
CODn6-13 49 0.1033 0.0935 0.0949 4.7706
CODn6-14 49 0.5000 0.0916 0.8167 0.1122
CODn6-15 49 0.3429 0.1583 0.5383 0.4289
CODn6-16 49 0.0746 0.0415 0.4439 0.6264
CODn6-17 49 0.3694 0.1052 0.7153 0.1990
CODn11-1 49 0.2144 0.0415 0.8066 0.1199
CODn11-2 49 0.1780 0.0289 0.8376 0.0969
CODn11-3 49 0.0199 0.0188 0.0540 8.7581
CODn11-4 49 0.1247 0.0768 0.3842 0.8014
CODn11-5 49 0.1971 0.0464 0.7644 0.1541
CODn11-6 49 0.2015 0.0506 0.7488 0.1677
CODn11-7 49 0.1592 0.0074 0.9536 0.0244
CODn11-8 49 0.2552 0.0768 0.6992 0.2151
CODn11-9 49 04286 0.0772 0.8198 0.1099
CODn11-10 49 0.1630 0.0114 0.9298 0.0378
CODn11-11 49 0.2015 0.0506 0.7488 0.1677
CODn11-12 49 0.3089 0.1314 0.5745 0.3703
CODn11-13 49 0.0000 0.0000  *F*x e
CODn11-14 49 0.0107 0.0101 0.0595 7.9000
CODn11-15 49 0.0799 0.0417 0.4783 0.5455
CODn11-16 49 0.2098 0.0645 0.6924 0.2221
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Mean 49 0.2569 0.0822 0.6801 0.2352
St. Dev 0.0285 0.0038

* Nm = estimate of gene flow from Gst or Ges. E.g., Nm = 0.5(1 - Gst)/Gst;
See McDermott and McDonald, Ann. Rev. Phytopathol. 31:353-373 (1993).
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C - Geneticka pribuznost metodou PCA pro 8 populaci

Koordinata 2

Analyza hlavnich komponent

# Spanélsko

Alzirsk

¢ Alzirsko # Populace
P Finis

¢ Iran ® Tureck

¢ USA * Z

Koordinatal

D - Pocet variabilnich fragmenti v jednotlivych 8 populacich

Mnozstvi

60
50
40
30
20
10

Variabilita fragmentt mezi jednotlivymi

populacemi
0] 2 4 6 8 10 . .
I Pocet fragmentd
1 1 1 1 0’300
] - 0,250 i B Pocet fragment( s frekvenci
i - 0,200 & >=5%
2
7 - 0,150 § mm Pocet variabilnich fragment
i - 0,100 3
T
- - 0,050 mmm Pocet fragment( s frekvenci
. - 0,000 <=25%
& o o, o Y O o mmm Pocet fragment( s frekvenci
F QB O NS
N {,3\" & ¥ & 9 {g}" <=50%
S N &
s Primér heterozygozity
Populace
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E - Pruimérné hodnoty heterozygotnosti pro 8 populaci

Populace Tunis | Alzirsko | Egypt | Irdn | Turecko| USA | CZ Spanélsko
Pocet fragmentu 29 40 26 26 42 34 40 48
Pramér heterozygotnosti | 0,094 | 0,228 | 0,063 |0,045| 0,198 |0,126|0,071 0,162

F - Hodnoty Neieho genetické vzdalenosti pro 8 populaci s vyznacenym minimem a

maximem
Tunis | Alzirsko | Egypt Iran Turecko USA Cz Spanélsko
0,000 Tunis
0,088 0,000 Alzirsko
0,079 0,079 0,000 Egypt
0,107 0,072 0,033 0,000 Iran
0,107 0,082 0,080 0,087 0,000 Turecko
0,106 0,126 0,111 0,122 0,041 0,000 USA
0,219 0,295 0,233 0,275 0,211 0,117 0,000 cz
0,177 0,176 0,164 0,214 0,155 0,126 0,152 0,000 Spanélsko

G - Manteluv test provzajemnou zavislost genetické a geografické vzdalenosti

Zavislost genetické vzddlenosti na vzddlenosti geografické

35,000
30,000
25,000
20,000
15,000
10,000
5,000
0,000 -+ T T
0,000 0,500 1,000 1,500

L 4

4 Vzorky

—— Spojnicetrendu
y=1,7201x+ 14,186

Geneticka vzdalenost

Geografickavzdalenost

dosazena hladina vyznamnosti — 0,081 — zavislost nelze prikazné potvrdit (P > 0,05)
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H - Bootstrapovy dendrogram pro 8 populaci se zahrnutim vS§ech primert

metoda neighbor-Joining
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96
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Tunis
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Spanélsko

I - Bootstrapovy dendrogram pro 8 populaci se zahrnutim vSech primeri

metoda UPGMA
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61
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J - Bootstrapovy dendrogram pro 12 populaci pro primer BAM

metoda Neighbor-Joining

100

Iran
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Chile
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K - Bootstrapovy dendrogram pro 8 populaci pro primer BAM
metoda Neighbor-Joining

98

88

L - Bootstrapovy dendrogram pro 12 populaci pro primer BAM

metoda UPGMA
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M - Bootstrapovy dendrogram pro 8 populaci pro primer BAM

metoda UPGMA
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N - Bootstrapovy dendrogram pro 12 populaci pro primer CODn4

metoda Neighbor-Joining
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O - Bootstrapovy dendrogram pro 8 populaci pro primer CODn4

metoda Neighbor-Joining
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P - Bootstrapovy dendrogram pro 12 populaci pro primer CODn4
metoda UPGMA
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Q - Bootstrapovy dendrogram pro 8 populaci pro primer CODn4
metoda UPGMA
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R - Bootstrapovy dendrogram pro 12 populaci pro primer CODn6

metoda Neighbor-Joining

34
48

86

42
27

S - Bootstrapovy dendrogram pro 8 populaci pro primer CODné6

metoda Neighbor-Joining
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T - Bootstrapovy dendrogram pro 12 populaci pro primer CODn6
metoda UPGMA
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U - Bootstrapovy dendrogram pro 8 populaci pro primer CODn6
metoda UPGMA
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V - Bootstrapovy dendrogram pro 12 populaci pro primer CODnl1
metoda Neighbor-Joining
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W - Bootstrapovy dendrogram pro 8 populaci pro primer CODn11
metoda Neighbor-Joining
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X - Bootstrapovy dendrogram pro 12 populaci pro primer CODnl1

metoda UPGMA
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Y - Bootstrapovy dendrogram pro 8 populaci pro primer CODnl11

metoda UPGMA
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Z - Postup izolace DNA

K oschlym jedincim D. noxia (3 az 5) v mikrozkumavce o objemu 1,5 ml ptidame 180
ul dodaného pufru ATL. Spi¢kami co nejvice rozrusime bunéené stény jedincii, aby se DNA
ze vzorkll 1épe uvolnila. Pfidame 20 pl proteindzy K, zvortexujeme a zahiivdme ve vodni
lazni o teploté 55 °C az do doby, kdy je tkan rozpusténa. Béhem zahtivani vzorky nékolikrat
zvortexujeme, aby doslo k rovnomérnému zahtivani a rozkladu tkané. Rozklad tkani trva 1 az
3 hodiny podle toho, jak dobfe byly naruSeny bunécné stény. Poté, co vyndame
mikrozkumavky z1azn¢, je 15 sekund promichdme na vortexu. Pfidame 200 pl pufru AL.
Opét zvortexujeme a ddme na 10 minut do termobloku nahiatého na 70 °C. Po pfidani pufru
AL miize vzniknout bila strazenina, ktera by se zahtatim méla rozpustit. Nasledné ptidame
200 pl etanolu a dikladné¢ promichame na vortexu. To je dalezité proto, aby vzorek byl
homogenni smési. Celou smés umistime do komercné dodané mikrozkumavky s filtrem o
objemu 2 ml a centrifugujeme 1 minutu pii 8000 rpm. Supernatant odstranime a filtr
prendame do dodané Cisté mikrozkumavky. Pridame 500 pl pufru AW1. Centrifugujeme za
stejnych podminek jako v pfedchozim kroku. Supernatant znovu odstranime a filtr opét
umistime do nové dodané mikrozkumavky. Pfiddme 500 pl pufru AW2 a centrifugujeme 3
minuty pfi 14000 rpm. Centrifugace zajisti dostatecné vymyti zbytkl etanolu. Velmi opatrné
odebereme filtr, nesmi se dotknout supernatantu, aby se opétovné nekontaminoval etanolem.
Filtr umistime do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a pfiddme k nému 100 pl pufru AE.
Nechame stat 1 minutu pfi pokojové teploté, a pak centrifugujeme po dobu 1 minuty pii 8000
rpm. Supernatant si ponechame, mame primarni frakci, a postup zopakujeme jesté jednou pro

sekundarni frakci, ale s rozdilem, ze ptidame pouze 75 ul AE pufru.
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AA - Negativy fotografii gelu - rozdélené podle pouzitych primery

Vysvétlivky k jednotlivym fotografiim:

Znak Vyznam
K kontrolni vzorek bez DNA
M size marker
1 populace Francie
2az5 populace Tuniska
6az8 populace Egypta
9az 11 populace Iranu
12 az 22 populace Turecka
23 az 30 populace Alzirska
31 az 34 populace USA
35 populace Moldéavie
36 az 40 populace CZ
41 populace Chile
42 populace Mad’arska
43 az 49 populace Spanélska

Kontrolni vzorek — zékladni ,,master mix“, do kterého neni pfidand DNA

Size marker — Lambda DNA/EcoRI+-HindIIl Marker

AA1 - Primer BAM
‘AlgondoGooammpNEEHNEOODDaan
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AA2 - Primer CODn4
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AA3 - Primer CODnN6

4l s J7 s s o fla | 5

_58-



535 55 s Uo7 155 135 |0 1 Lz 43 20

-59.



AA4 - Primer CODnl11
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