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1. UVOD

1.1 MtDNA a jeji vyuziti jako molekularniho markeru

Mitochondrialni DNA je pravé&podobré nejrozsfensjSim markerem prdeSeni
vztahi fylogenetickych, fylogeografickych, taxonomickychpopulané-genetickych.
Rizné lokusy mtDNA jsou Siroce pouZivany v uvedengthdiich jiz ténst 30 let
(Simon et al., 1994). K populatimtDNA ziejme prispivaji jeji vlastnosti jako je mala
velikost genomu, relativh rychla evoléni pronenlivost, maternalni &licnost a
negitomnost rekombinace (Powers et al., 1989). Z miale vyplyva relativaa lehka
izolace a amplifikace DNA, neBantDNA je v buice ¢etrgjSi nez nuklearni, a proto i
snadgji detekovatelna ve starSich vzorcich (Caterinal 2000, Loxdale and Lushai,
1998).

Nejlépe prostudovanym kmenem v oblasti mtDNA jganovci Arthropodd.
Sekvence genomu mtDNA mouchy octomilBrosophila yakubabyla prvni mezi
bezobratlymi (Clay and Wolstenholme, 1985, de Brufi983), a dodnes se pouziva
jako referemini sekvence, k jejimuz padi nukleotid jsou vztahovany navziskané
mitochondrialni genomy.

Rychly vyvoj molekularnich technik v posledni dalimoziuje vyuZiti i celych
mitochondrialnich genotn— tzv. genomika. V poslednich 10 letech prudceosttr
pocet kompletd osekvenovanych mitochondrialnich geriorfBoore et al., 2005),
jenom¢lenovdi je dnes publikovano jiz 244 (genomova databaze INCB

Kromé srovnavani sekvenci jednotlivych dgerse vyuziva i jejich p@adi
v mitochondrii (Kambhampati and Smith, 1995, Thaalet 2004, Simon et al., 1994,
Boore et al., 1995, Boore and Brown, 1998). Srovngaadani geth v mtDNA ma
vyjime¢né vyhody pro rekonstrukci specifickych mnoholainych vyvojovych ¥tvi, a
to z nasledujicichid/odi:

- obsah gefje ténEf nentnny,

- velké mnozstvi potencialnich ugadani dla sblizovani neprawgpodobnym a proto
je pravaépodobré uspdadani getr sdileno jen jako vysledek spoteho pedka,

- v8echny geny &&nr¢ nalezitelné v mtDNA Ziv&icht maji homologické geny i
v mtDNA protist, rostlin a hub,



- stabilita genového uspadani je 1épe vystlend vzacnosti v novém us@dani, které
se selekci sblizovéani stava neprgpadobrjSim,

- genové usp@dani obyejné zastava nezrnéno po dlouhéa obdobi evainiho ¢asu,
takZze si mohou udrzet signal starych obecnyellki (Boore and Brown, 1998, Boore,
1999).

Starsi prace @dané na itidé Insectanazn&uji znanou konzervovanost padi
gemi pies Sirokou Skalutznych taxonomickych skupin. Geny pro tRNAmh pa‘adi
¢astji nez ostatni mitochondrialni geny (Kambhampatil @mith 1995, Thao et al.,
2004). Na zaklatiporovnani celych nebo té&ncelych mitochondrialnich gendniylo
dokazano, Ze korySiCfustacea a SestinoziHexapoda jsou parafyletickou skupinou
(Cook et al., 2005). Ke stejnému Zav doSel i Carapelli et al. (2007) na zakiad
srovnani mitochondrialnich gékodujicich proteiny.

VySe uvedené studie, zabyvajici se hlubokymi fyfegekymi vztahy, se vSak
soustedi gedevsim na evolmé vyznamné druhy, napu chvostoskok (Collembolg
bylo osekvenovano jiz 9 mitochondrii (Carapelli at, 2007). Naproti tomu druhy
ekonomicky vyznamnétstavaji opomijeny, &oliv i zde by tento fistup napomohl
zpresréni taxonomickych vztah) coz je dlezitym pedpokladem pro jejich dalSi
poznani.

Prikladem takto opomijeného taxonu je i padl mSicosavi
(Sternorrhynch@ zahrnujici rostlinné skice jako cervci, mery, molice a mSice.
Celkem zde bylo studovano 9 kompletnich mitochaidich genomi, z toho vsak
vétSina (6) pat do skupiny molic. Zatim jedinou praci zabyvagei mitochondrialnim
genomem mSice publikoval Thao et al. (2004). Zjjste mSiceS. graminurmema ve
svem mitochondrialnim genomu tRNA-S1, ktera se tatogch organistin které byly
zahrnuty do vyzkumu Hsylloidea, Aleyrodidae, Aphididge vyskytuje. Mery
(Psylloideg, mSice Aphididag a mnoho molic Aleyrodida@ maji mtDNA, kter4d ma
poradi geri podobajici sejvodnimu navrzenému geadi geth u hmyzu. Ptadi tRNA-
Cys a tRNA- Tyr a je stejné u mSic a mer, zatimgualic jsou tyto tRNA v op&ném
poradi (Thao et al., 2004). Mitochondrialni genoActyrthosiphon pisumneni

samostaté publikovan, neboje sowésti probihajiciho genomového projektu. Nelplna



sekvence mitochondribaktulosphaira vitifoliage rovrez zveejnéna pouze v databazi

GenBank bez dalSich podrafpgich analyz.

1.2 Mitochondrialni DNA

Mitochondrie jsou energii produkujici organely anjotickych bugk, které
hraji zasadni roli v bugtném metabolismu, apoptéze, nemoci a starnutébo(lBrand,
1997, Kroemer et al., 1998, Graeber and Muller,819%ei, 1998). Jsou mistem
oxidativni fosforylace, ktera je zasadni pro tvoALP (Boore, 1999). Mitochondrie se
vyvinuly z endosymbiotickeé:-Proteobakterie #igd vic nez jednou miliardou let. Maji
vlastni geneticky systém, ktery je gistatkem po genomu endosymbionta.

Mitochondrialni DNA Ziv@ichu je kruhova, extrachromozomalni molekula
(Thao et al., 2004, Wilson et al., 1985, Boore, A99eji délka je 14 — 42 kbp
(Wolstenholme, 1992, Wilson et al., 1985). MtDNAsahuje 37 geh— 13 z nich
koduje proteiny (mezi nimfiit podjednotky cytochrom oxidazy — COI, COIl, COlilya
koduji podjednotky ATP syntazy - ATP6, ATP8, sednodjednotky NADH
dehydrogenazy - ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, NOé&den cytochrom oxidazu
b - Cyt), 1 gen koduje velkou ribozomalni RNA podjednofldi6S) a jeden malou
ribozomalni RNA podjednotku (12S), 22 gekoduje transferové RNA (leucin a serin
jsou kodovany déma geny, ostatni aminokyseliny jednim genem). oy vybavuji
MtDNA jejim vlastnim systémem pro replikaci DNAaiskripci, zpracovani mRNA a
piepis do proteitr. V nékterych mtDNA jsou vSechny genyigpisovany z jednoho
fetzce, zatimco v jinych jsou geny rozlozZeny ied€zce dva (Boore, 1999). Ruli
geri je v ramci kmef v podstat stejné, ale mezi kmeny jeditad variabilita (Thao et
al., 2004, Boore, 1999).

Mitochondrialni DNA hmyzu ma obvyklé geny i jejigoradi, zvlaStnim rysem
je vsak strukturaigdpokladaného gatku replikace neboli tzv.,control region” (Thao
et al.,, 2004, Clay and Wolstenholme, 1985, Cro&igCrozier, 1993, Mitchel et. al.,
1993, Boore, 1999, Shadel and Clayton, 1997, Ciayt682, Vila and Bjorklund, 2004,
Wolstenholme, 1992, Zhang and Hewitt, 1997). Tagdddujici oblast je u hmyzu
extremré bohata na adenin a thymin (odpovida vice nez 85a%y)oto je ozngvana

také jako A+T oblast. Obsahujedpiimé repetice, f@vracené repetice nebo dlouhou



fadu T, A, nebo TA, pafpad jakoukoli kombinacidchto moznosti. Doposud nejvyssi
pozorované hodnoty jsou 96 % (faprosophila melanogasterVelikost A+T oblasti
hmyzu se znaé meéni. Nag. u mouchy octomilkyp. yakubama 1077 bp, zatimcoD.
melanogastema tataz oblast 4601 bp.

Charakteristickym znakem mSic je existence druHédjici oblasti, ktera se
nazyva ,repeat region“. Slozeni bazi i strukturavggmi podobna oblasti A+T, jeji
umisgni je vSak variabilni v ramci useku ND3-ND5 (Zhaagd Hewitt, 1997). U

Daktulosphairy vitifoliaenebyl tento fragment osekvenovan.

1.3 Korovnice (Adelgidae)

Korovnice Adelgidae, Aphidini, Sternorrhynchgsou mala skupina hmyzu
uvnitt nadteledi mSice Aphidoidea, Hemipteda Je znamo asi 70 drah(Havill and
Foottit, 2007, z nichz vCeské republice se jich vyskytuje 17 (Havelka, o$obn
komunikace). Fosilni nélezy korovnic jsou vzacné&které nalezy pochazi z obdobi
Pliocénu a Pleistocénu (Heie and Wegierek, 19983ilfi halka byla nalezena
v Japonsku a je z obdobi Pleistocénu (Kokawa, 1961)

Ackoli jsou korovnice velkymi &kdci naSich jehtinatych porost, nikdo se
zatim jejich genetikou do velké miry nezabyval.

MSice korovnice Ziji pouze na jetthanech. Pomoci styleha bodci seifisavaji
do rostlinného pletiva, saji rostlinnéaddy a tim dochazi k tvoébhélek (Heie, 1987,
Kapitola, 2003). V Zivotnim cyklu korovnic setisia mnoho generaci, jde o tzv.
multigenerativni zivotni cyklus. Tentrhe byt holocyklicky (didani dvou hostitél)
nebo anoholocyklicky (jen jeden hostitel).

Neni gesré znamo, jestli sesterskou skupinou mSic korovAide{gidag jsou
mSice Aphididag nebo phylloxery Rhylloxeridag. Je obech piijimano, Ze skupiny
Adelgidaea Phylloxeridaesdileji vice spokanych obecnych fedki nez se skupinou
Aphididae(Heie, 1987). Tento vztah nebyliegen ani v fedeSlych studiich (Cook et
al., 2002, von Dohlen and Moran, 1995). Rrénaha o veSeni tohoto vztahu byla
jednim z divodia pro tuto praci. Jako porovnavaci organismy jsenuZpa msSici

Schizaphis graminun{msice obilnd; GenBank NC_006158), msicyrthosiphon



pisum (kyjatka hrachova, GenBank FJ411411) a phylloX@aktulosphaira vitigoliae
(mSicka révokaz, DQ021446).

1.4 Dreyfusia prelli

Dreyfusia prelli Grosmann 1935 (bezeského druhového jména) pochéazi
puvodem z Kavkazského pohio(Francke-Grossmann, 1937a, Francke-Grossmann,
1937b). VCeské republice je v3ak hojna, a Ize velmii@omorfologicky odlisit od
jinych druhi korovnic.

Dreyfusia prelli ma dvoulety holocyklicky Zivotni cyklus, jejim pmarnim
hostitelem je smrkRicea sp), sekundarnim hostitelem je jedl&bjes sp. (Francke-
Grossmann, 1937a, Francke-Grossmann, 1937b, KapRol2003). Samci se vyskytuji
jen velmi kratce a jen v jedné generaci celéhotaivm cyklu (Kapitola, P., 2003).

Zivotni cyklus korovniceDreyfusia prelli(schematicky nakres je na obrazku 1.,
Blackman and Eastop, 1994, upravenadirza na konci léta nebo naczéku podzimu
na smrku, kde se vylihnou larvy zakladatelek (zddielka —fundatri®), prisaji se na
novy vyhon, kde ve fortnnymf grezimuji. Na jée se déle vyviji v bezidlé samice.
Sani rostlinné tRvy indukuje tvorbu Sisticovité hélky. V halce f&mdatrix dovyvine
pies 3 instary. Dosgd fundatrix naklade velké mnoZstvi vagk. Z nich se lihnou
budouci obyvatelé halky gallicolae Larvy gallicolae saji zp@atku na jehlicich a tim
podporuji tvorbu halky, do jejichz kamek se pozé&i uzaviraji. Vyvoj v halce trva
nékolik meésiail. Z uschlé halky vylezou uprdetd |étagallicolae a dovyvinou se
v okiidlené jedince -migrantes alatagkte'i prelétaji na sekundarniho hostitele — jedli.
Na sekundarnim hostiteli se usadi na jehlicichldadau vajéka. Z vajtek se vylihnou
sistenteq.¢. sisteny, jejich larvy v 1. nebo 2. instarugzimuji feosistens Sistentes
na jae dalSiho roku dosgji a nakladou shluk mnoha vé&gk, ze kterych se lihnou
progredientesJejich larvy se vyvinou v betkilé i okiidlené samice. Betidlé mohou
béhem léta plodit #kolik dalSich generacCast jarnich az letnich generaciiou tvdit
i sistentesy 1. instaru, které sefipaji a ffes léto setrvaji v klidovém stadiu. fdené
samiceprogredientes- alatae sexuparase gesunou na primarniho hostitele — smrk,
usadi se na jehlicich a nakladou &&gi. Z €chto vajtek se vylihne generasexuales-

bezkidli samci a samice. Kazda opl@dd samice naklade v &jedno vajtko a z i)



se vylihne fundatrix (Lampel, 1968, Steffan, 1972, Carter, 1971, Eichht989,
Blackman and Eastop, 1994, Havill et al., 2007, it¢dg, 2003).

PRIMARNI HOSTITEL

SEKUNDARNI HOSTITEL
jedle

Obrazek 1: Schematicky nakres Zivotniho cyklu korovnizesyfusia prelli

1 — larva fundatrix na primarnim hostiteli, 2 — fiatrix, 3 — halka na smrku (uvhit
gallicolae, 4 — dosjpa gallicola geléta na sekundarniho hostitele, 5 — alatae gklbco
6 — larva sistens v 1. instaru, 7 — d#dpsistens, 8 — larva progrediens, 9 +idlena
sexupara feléta na primarniho hostitele, 9a — hédld progradiens (zaklada dalSi

generaci na sekundarnim hostiteli), 10 — sexuak®méc — m, samice)



2. CILE PRACE

1) Osekvenovat mitochondrialni genom vybrané koime/Drefusia prelli.
2) Porovnat strukturu mitochondrialniho genobwprelli s mitochondrialnimi genomy
msSicS. graminumA. pisuma phylloxeryD. vitifoliae, a stanovit jejich fylogenetické

vztahy.



3. MATERIAL A METODY

3.1 Material

V praci byly pouzity korovnicddreyfusia prellj které byly nasbirany a deny
Ing. Janem Havelkou. Vzorky byly uchovavanydbue 100% etanolu (pokud byly
skéry provadny na vzdalegsSich lokalitach bez moZznosti zamrazeni) nebo zaemav
-82°C. Podrobnosti o jednotlivych vzorcich jsou deey v Tabulce 1.

Tabulka 1. Seznam Zivéichu pouZzitych pro extrakci DNA

Cislo Lokalita Datum Hostitelska MSice Stadium | Zptsob
epruvety] sbiru rostlina vyvoje, |uchovani
Genus Species Genus| Specijes forma
alata
10398| Buchlovice| 17.7.2007 Picea | orientalis| Dreyfusig prelli | gallicola -82°C
alata
10399| Buchlovice| 17.7.2007 Picea | orientalis| Dreyfusia prelli | gallicola -82°C
alata
11161| Buchlovice| 4.7.2008 | Picea| orientalis| Dreyfusia| prelli |gallicola -82°C
alata
11162| Buchlovice| 4.7.2008 | Picea| orientalis| Drayfusia| prelli |gallicola -82°C
alata
2634| Lednice 28.6.200[7 Picea| orientalis| Dreyfusia | prelli | gallicola ethano

Béhem vSech laboratornich praci byly pouzivany adoegaSpéky, abychom zamezili
kontaminaci vzorik mezi sebou nebo cizorodou DNA.

3.2 Extrakce DNA

Vzorky, které byly uchovany v etanolu, bylied extrakci nechany na filthaim
papie v pokojové tepl@t dokud se vSechen etanol zcela netéitipazorky uchovavané
v -82°C byly pro extrakci pouzity ihned po vyjmatinrazaku.

DNA jsem izolovala gti riznymi metodami extrakce. Vzdy bylo pouZzito 3-5
klonalnich jediné z jedné halky, pouze \ipads extrakce¢isté mitochondrialni DNA
bylo pouzito klonélnich 24 jedifiz jedné halky.

3.2.1 Izolace pomoci Invisor} Spin Tissue Mini Kit (Invitek)
Isolace byla provedena dle navodu vyrobce, bylwedeny pouze dvdrobné

zmeny. V piipact, Ze byla lyze dana 12 hodin, bylo po dvou hodinach po zsgid



pifidano dalSich 4Qul proteinasy K. Vymyvani DNA z membrany slodge bylo
provedeno dvakrat. V prvnintipad bylo pouzito 10Qul ,Elution buffer D“, podruhé
byla. DNA vymyvana do objemu 5@l ,Elution buffer D*“. Prvni frakce byla

uchovavana v +4°C, druha v -20°C.

3.2.2 Izolace pomoci ZR Genomic DNA Il Kit ™ (ZymoResearch)

Isolace byla provedena dle navodu vyrobce, poymeyvani DNA z membrany
sloup€ku bylo provedeno dvakrat. V obouipadech bylo pouzito 2@l ,elution
buffer. Prvni frakce byla uchovavana v +4°C, druh20°C.

3.2.3 Izolace pomoci DNeasy Blood & Tissue Kit (Qigen)

Isolace byla provedena dle navodu vyrobce, poymeyvani DNA z membrany
sloup&ku bylo provedeno dvakrat. Poprvé v objemu L@O0pufru AE, podruhé
v objemu 5Qul pufru AE.

3.2.4 I1zolace pomoci ,Squishing buffer (Gloor et &, 1993)

Izolace byla provedena pomoci ,Squishing buffer‘nasledujicim slozeni:
10mM Tris-Cl pH 8,2, 1mM EDTA, 25mM NaCl, po zhonagsovani vzorku se
piidava 10ul proteindzy K o koncentraci 10 mg/ml na 1 ml ,Sshing buffer.“ Pokud
byly vzorky uchovavany v etanolu, byl etanol odaatzorek byl hydratovan v 20l
pufru AE (Qiagen; 10mM Tris-Cl, 0,5mM EDTA; pH 9,0 dobu dvaceti minut. Poté
byl pufr AE odsat. Vzorek byl dale dan do 0,5 mkrozkumavky, bylo fidano 50ul
cerstvého ,Squishing buffer”. Pomoci zatavené |208picky bez filtru byl vzorek
zhomogenizovan, bylfman 1ul proteinazy K. Mikrozkumavka byla inkubovana 30
minut na 37°C a poté byla proteinaza K degradovdmearenim na 95°C po 5-10
minut. Vzorek byl nasledn zcentrifugovan, aby zbytky organiénklesly ke dnu
mikrozkumavky. Vzorek byl nasledruchovavan v +4°C.

3.2.5 Extrakcecisté mitochondrialni DNA
Pro extrakciisté mitochondrialni DNA podle (Tamura and Aotsuk888) jsem

pouzila roztoky, jejichz sloZeni je uvedeno v Taleus.



Tabulka 3: SloZeni roztol pro extrakci mtDNA
Roztok Slozeni

Homogeniséani pufr |0 25M sacharosa
10mM EDTA
30mM Tris-HCI
Tris-EDTA (pH 8,0) | 10mM Tris-HCI
10mM EDTA
0,15M NacCl
roztok NaOH+SDS |0,2M NaOH

1% SDS (sodium dodecyl
sulfate)

Octan draselny (3¥29,4 g octanu draselného
draslik, SM octan) |11 5 m| ledové kys. octové

dolit do 100 ml ddkO
Fenol-chloroform- 1 dil fenolu

isoamylalkohol 1 dil smesi chloroformu a
isopropylalkoholu v porru
24:1

Tris-HCI  pufr (pH| 10mM Tris-HCI

8,0) 1mM EDTA

20 ug/ml RNasy
Kromé roztoku NaOH+SDS a Tris-HCI pufru byly vSechny taky pred z#&atkem

extrakce vyklavovany.

Vlastni extrakce probihala dle nasledujicichdgkolu:
1. Do 1,5ml mikrozkumavky bylo dano 50 mg jedire gidano 500ul vychlazeného
homogenizaniho pufru. Pomoci sterilniho homogenizatoru byaveiena suspenze,
do které bylo fidano dalSich 5001 vychlazeného homogenigaho pufru.
2. Mikrozkumavka se suspenzi byla centrifugovardngeminutu pi 12 000 g 4°C.
Supernatant bylijenesen do nové 1,5ml mikrozkumavky a centrifugostéset minut
pii 12 000 g 4°C.
3. Supernatant byl vylit a pelet byl rozsuspendow&0 ul pufru Tris-EDTA.
4. Bylo pidano 100ul cerstw pripraveného roztoku NaOH+SDS. Ssnbyla mirg
zvortexovana. Mikrozkumavka byla ponechana 5 mmauledu.
5. Bylo gridano 75ul ledow vychlazené sisi octanu draselného. $Smbyla ogt lehce

zvortexovana a nechana stat 5 minut na ledu.
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6. Sn¢s byla centrifugovanaép minut @i 12 000 g 4°C. Supernatant byl odséat a bylo
piidano stejné mnozstvi s fenol-chloroform-isopropylalkoholu. VSe byladre
zvortexovano.

7. Snes byla centrifugovana dvminuty @i 12 000 g pi pokojové teplot. Vodni faze
byla prenesena daiisté mikrozkumavky a byly fidany dva objemy absolutniho
etanolu.

8. Snes byla zvortexovana a v pokojoveé teplpbnechana stat 15 minut.

9. Snes byla ogt centrifugovana i 12 000 g a pokojoveé teplot

10. Byl gidan 1 ml 70% etanolu a obsah mikrozkumavky bylnhizvortexovan, poté
byl vzorek vysuSen ve vakuové centrifuze Eppendwhcentrator 5310 v pokojové
teplot.

11. Nakonec bylo idano 50ul Tris-HCI roztoku a 1ul RNazy. Takto vyizolovana

mitochondrialni DNA byla uchovavana v -20°C.

3.3 Primery

Pro amplifikaci jednotlivych Useék mitochondrialniho genomu byly pouZity
jednak primery fevzaté z praci Simaoet al. (1994, 2006) a Folmaest al.(1994), jednak
byly navrzeny z dostupnych sekvenci msi8ehizaphis graminun{msice obilng;
NC_006158) phylloxery Dactuloshaira vitifoliae(mSicka révokaz, DQ02144&)ebo
m3ice Acyrthosiphon pisum(kyjatka hrachova, FJ41114113 posléze i z nami

osekvenovanych uséKtzv. primer walking)

Tabulka 4: Primery pouzité pro amplifikaci mtDNA.

Pozice primeru je @enacislem, které se vztahuje k sekveBeosophila yakuba.

Nazev primeru Sekvence primeru 5-3' Smér
LCO" 1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG F
AdelCytbFP TATGTATTACCATGAGGACAAATATCA |F
N5-J-7077 TTAAATCCTTWGARTAAAAYCC F
AphidCO2-f1* CAATGCTCAGAAATTTGTGG F
12Safor?® TTTCATACAAGTCCTCAAT F
AdelCOIIF1® GCAGAAACCAATGCAATGAAC F
N1-J-12585b GGACCCTTACGAAATTGAACATAACCT |F
AdelLCOend-for | ACATATAGCAGGAATTTCATCA F
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AdelCytBf2° GCAAATCCAATAATTACTCC F
SR-J-14233 AAGAGCGACGGGCGATGTGT F
HCO 2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA |R
AdelCytbR? AAAAATATCATTCTGGTTGAATATGA |R
N5-N-7793 TTAGGTTGRGATGGNYTAGG R
12Sarevi TTGGCAGAAAATAAATGTGTT R
AphidCO3reV TTGGTGGTCAATTTAATCCTA R
SR-N-14745b CCAGCAGYYGCGGTTATAC R
AdelATP8rev?t GTTTATTGGTGATATTTGTGG R
LR-N-13398 CGCCTGTTTAACAAAAACAT R
AdelCOIIRT CGTCCRGGAATTGCATCTATT R

! Folmer et al., 1994

*Simon et al., 1994, 2006

3Havill et al., 2006a

“navrzeny podle ziskanych sekvertirovcova (nepublikovano)

®navrzeny podle ziskanych sekveBciprelli, Zurovcova a Keatkova (nepublikovano)
®Havill et al., 2006b

3.4 PCR
Pozadované fragmenty DNA byly amplifikovany pomo@tody polymerasové

fettzové reakce. K tomutocalu byly pouzity termocykléry Eppendorf Master rca
Bioer XP Cycler.

Jedna PCR reakceéhla objem 12,5ul a obsahovala tyto slozky (dle navodu
TaKaRa ExTaq): 7,075-7,7l ddH;O, 1,25ul 10x Buffer, 1,0ul dNTP (2,5mM od
kazdého), 0,75ul primer forward (M), 0,75 ul primer reverse (@M), 1,0 ul
templatové DNA (100 ngl), 0,05-0,625ul polymeraza.

Pri optimalizaci PCR reakce byly pouzity nasledupolymerazy: TaKaRa Ex
Tag TaKaRa LA Tag LA DNA polymerases Mix (Top-Bio s.r.0.), Tag DNA
polymerasa Unis (Top-Bio s.r.0.), Combi PPP Madx (Top-Bio s.r.0.). Podle
potreby byly gidavany enhancer BSA (bovine serum albumin, Feragmneboizné
koncentrace MgGl Reakce byly michany na ledu a polymeraza byldagana jako
posledni sloZka.

Standardni PCR profil se skladakehto kroki: Gvodni denaturace 2 minutyip
94°C, pak nasledovalo 35-40 cgld4°C 1 minuta, 47-55°C 30-45 sekund, 68-72°C 45

sekund-2 minuty, nakonec probihala@&na elongaceip72°C 2 minuty.
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V piipadt, Ze pozadovany fragment nevychéazel standardnim prGfRem ani
po zméné annealingové teploty,figldni tiznych enhancérnebo zvySeni koncentrace
MgCl,, bylo pouzito tzv. ,step-up* PCR. ,Step-up“ PCRofir vypada takto: péateni
denaturace 94°C po 2 minuty, poté 5-7 dyklenaturace 30 sekund na 94°C, annealing
30-45 sekund na 37°C, elongace 45 sekund-2 miru§&iC, poté nasleduje 30 cikl
za nasledujicich podminek: denaturace 30 sekur@#tifd, annealing 30-45 sekund na
47-55°C, elongace 45 sekund-2 minuty na 72°Céi#na elongace trva 2 minutyip
72°C.

3.5 Gelova elektroforesa

PCR produkt byl kontrolovan elektroforeticky na Hgarézovém gelu. Gel byl
pripraven z agarézy (SeaK&mE Agarose (Cambrex)) a 1x TAE pufru (zasobni rkzto
50x TAE pufr: 242 g Tris, 57,1 ml ledové kyselingtavé, 100 ml EDTA, do 1 litru
doplnit dHO, pH 8,0). Srss agardzy a 1x TAE pufru byla rozp&sa v mikrovinné
troubs. Po zchlazeni gelu ndiplizné 45°C do &) bylo pifidano 10ul ethidiumbromidu
(5 ng/ml) na 100 ml gelu a gel byl naslédnalit do gipravené variky s hebinky.
Tuhnuti gelu probihaloippokojové teplat priblizné 45 minut. Na fgipraveny gel byly
nandSeny il PCR produktu promichany s 28 nanaSeciho pufru (3001 100%
glycerol, 700ul ddH,O, 0,5 mg bromfenolové mél

Elektroforesa standardmrobihala p pokojové teplat a nagti 120 V. Poté
byla DNA vizualizovana na UV transluminatoru (WHhidéraviolet Transilluminator).
Velikost fragmeni byla odhadnuta pomoci velikostniho markeru Lambda
DNA/EcoRI+Hindlll (Fermentas). Na obrazku 2. jedgtafie Uspsné PCR.
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Lambda DRAE coR=Hindll

1]

— 21246

18 TopMision™ LE GQ Agarcse #R0401)

Obrazek 2. Elektroforeogram usné PCR. Pouzity primery LCO 1490 a HCO 2198.
SM - velikostni marker Lambda DNA/EcoRI+Hindlll, 6l-vzorky D. prelli, K —

kontrolni reakce bez DNA.

3.6 Purifikace DNA

Pro gecisteni PCR produktu jsem pouZzivala nasledujici ohetody.
Enzymatickécisténi jsem uplatnila u PCR produkib vysoké koncentraci astot.
Cisteni pomoci sloup&u jsem pouZila u PCR produkislabsich, kde bylo nutno
dosahnout sekvenovatelného mnozstvi DNA pomoci P&fRce o velkém objemu
(obvykle 50 ul) a nasledném ,zkoncentrovani pouzitim mensSihacrého objemu

v poslednim kroku.

3.6.1 DNA Clean & Concentrator™5 (Zymo Research)
Tato metoda byla provedena podle navodu vyrobce
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3.6.2 Fretisténi pomoci ExoSAP-IT®° (USB; Duganet al, 2002)

K presisténi byla pouZita sis enzyni ExoSAP-IT° (USB). Do 10ul PCR
reakce bylo na ledurigano 1,5ul smeési ExXoSAP. Naslednprobihala v termocykléru
inkubace vzorku 30 minut na 37°C a 15 minut na 8 P@dukt byl poté pouzit pro

sekvenci a zamrazen.

3.7 Sekvenace DNA

Sekvenani reakce byla michana pomoci kitu BigDye Terminat@.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems). Na jednu sekué reakci o objemu 10l byly
pouZzity tyto slozky: 1,5l 5x sekvenaniho pufru, 0,51 primeru (uM), 1 ul sekverni
smeési, 1-3 ul precisttného PCR produktu (podle koncentrace DNA), gldHdo
celkového objemu 1(l.

Smes byla dana do termocykléru na nasledujici prognawodni denaturace 2
minuty na 96°C, pak 25 cykl denaturace 15 sekund na 96°C, annealing 20 sakaind
50°C, elongace 4 minuty na 60°C.

3.7.1 Redisténi Sephadexem

SephadeX G-50 Superfine (Sigma-Aldrich) byl ponechan hydvat v pongru
0,025 g Sephadexu : 400 MilliQ H,O na jeden vzorek. Hydratace probihala
minimalné 45 minut gi 4°C.

Ze 10Qul aerosolovych Spek byly vyrobeny sloupdky tak, Ze byla Sgka
sdiznuta asi 0,5 cm pod filtrem, poté byly slotipe dany do 0,5ml mikrozkumavek.
Na takto pipraveny sloup&k bylo naneseno 15QI f&dre promichané suspenze
Sephadexu. Voda byla pratkna dudlikem a vylita z mikrozkumavky. Tento krok b
jes€ jednou opakovan. Na sloufek bylo naneseno 1Q0 radre promichané suspenze
Sephadexu a slougek byl st@en v centrifuze $ 1000 g 2 minuty. Voda
z mikrozkumavky byla vylita a na sloufek byl nanesen PCR produkt a centrifugovan
pii 1000 g 2 minuty. RXiSténa sekvedni reakce byla vysuSena ve vakuové centrifuze

Eppendorf Concentrator 531@ pokojové teplat (asi 30 minut).
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3.7.2 Zpracovani sekvetni reakce

Hotova sekvetni reakce byla zpracovana ndigtroji ABI PRISM 3130xI
(Applied Biosystems) v laboraticgenomiky na Ustavu molekularni biologie rostBC
AV CR.

3.8 Zpracovani sekvenci

Sekvence byly pro kontrolu identifikovany pomoeitabaze NCBI BlastSearch
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). V programu SeqManlk programového baliku
DNASTAR ver. 4.0 (DNASTAR, Inc.) byly vytdeny konsensualni sekvence.
Alignmenty byly vytvadeny metodou ClustalW v programu Mega verze 4 (Tanair
al., 2007), podle peeby byly dale upraveny.

Statistika sekvenci byla provedena z kddujicickveseci pomoci programu
Mega verze 4. Dendrogram byl vytem pomoci modelu Kimura-2-parametr (pouZzita
volba ,Pairwise deletion”, bootstrap 2000 opakoyadako outgroup pro zakereni
dendrogramu byla pouzita moligdeurodicus dugesiiAleyrodidae Hemipterg.

Transferové RNA byly analyzovany pomoci prograRNAscan-SE (Lowe and
Eddy, 1997) s nastavenim cove score cutoff = INAtIsotype prediction: Invertebrate
Mito. Proterin kédujici sekvence byly identifikowarpomoci programu DOGMA
(Wyman et al.,, 2004). Vifpad neusgchu uvedenych programbyly sekvence
porovnany s Udaji phylloxem. vitifoliae a m3icS. graminunmaA. pisum
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4. VYSLEDKY

4.1 Uchovavani vzorki
Vzorky ped extrakci byly uchovavany dwe 100% etanolu, nebo byly hluboce
zmrazené (-82°C). Ze vzailk etanolu se nepotid UspEsne vyextrahovat DNA, proto

byly jiz na z&atku prace pl&nahrazeny mrazenym materialem.

4.2 lzolace DNA

Izolaci DNA jsem provagla péti riznymi metodami. Z p&atku byly pouzivany
komekni kity a ,Squishing buffer, v zare¢né fazi jsem pouZila extrakdlisté
MtDNA.
»Squishing buffer*.

Extrakcecisté mtDNA a pomoci komeénich kiti byly naopak usfsné. Pomoci
DNA ziskané p pouziti €chto metod jsem dosahovala ve vSedfpadech velmi

podobnych vysledk

4.3 Mitochondrialni genom
4.3.1 Jednotlivé fragmenty

Pomoci tiznych kombinaci primérjsem ziskala Useky dlouhé 0,5 kbp — 2 kbp.
K sekvenci jsem davala ty z nich, které byly diedpokladu spravnvelké a nerély
Zadné pidruzené fragmenty. Podminky amplifikace jednotiiryisek jsou uvedeny

v Tabulce 5. Echto 10 Usek bylo oboustran®iosekvenovano.
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Tabulka 5: Podminky amplifikace jednotlivych Gsiek

3 N4 Annealin Elongace BSA
Usek Ca/st A Primery J g Polymerazg
genuige teplota | ¢as | teplotd  &as ano/ne
1 COX1 LCO 1490 47°C | 35§ 72°C 45s ano LA
HCO 2198
2 Cylo AdeICYbFL | 5hoc | 454 72°c| 455 ne | ExXaq
AdelCytbR1
3 | 165 rRNA|N1912585D | 5p0n | 45 4 700c 1 min ne Exaq
LR-N-13398
4 COX2 AdelCOIIF1 55°C | 455 68°C | 1min30g ano Unis
AdelATP8revl
12S rRNA 12Saforl .
5 ' 51°C | 454 68°C 2 min ano LA
16STRNA | SR-N-14745b
ATPS, AphidCO2-f1 _
6 ATPG6, 51°C | 305 68°C | 1min30g ano LA
COX2 AphidCO3rev
7 | cyb,ND1 | _AdEICYDIO2 | paor |45 4 ggoc | 2 min ne LA
12Sarevl
8 ND5 NS-J-7077 53°C | 455 72°C | 1min30§ ano ExTaq
N5-N-7793
9 %%Xlz’ AdelLCOend-for| oo | 49 d 72°c | 1min304 ano LA
X AdelATP8rev1
10 | 128 RNA—SRI14233 | oo | a5d 70°c | 1min304 ano Unis
SR-N-14745b

4.3.2 Mitochondrialni genom

Ziskané sekvence jsou ve dvatiSich fragmentech dlouhych 3624 bp a 2556 bp a dvou
mensSich zahrnujicich pouze kousky jednotlivychigétil bp a 394 bp), poloha vSech

Z predpokladaného gtu 15 kbp se nam potiln osekvenovat celkem 7258 bp.

nasich fragmeritna genomws. graminunje zakreslena na obrazku 3. &¢hto Usecich

jsme identifikovali 5 geih pro transferovou RNA, 2 geny pro ribozomalni RN/ a

gerni kddujicich proteiny. Na hlavnim (tzv. J-stran@)zci je kdédovano 10 gén
(COX1, COX2, COX3, ATP8, ATP6, Chyt tRNA-Leu, tRNA-Asp, tRNA-Lys, tRNA-
Ser). Na vedlejSim (tzv. N-strantBtezci je kddovano zbylych 5 gér{(ND1, ND5, 12S

rRNA, 16S rRNA, tRNA-Val). Ptadi jednotlivych gein, délka nami osekvenovaného

fragmentu daného genu a pozice naidkci je v Tabulce 6.
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Tabulka 6: Paadi jednotlivych gein délka nami osekvenovaného fragmentu daného

genu a pozice na Jidtzci.

Gen Zgatek| Konec Délka JIN
Fragment 1
COX1 nc 1 1506 1506 J
tRNA-Leu 1537 1603 66 J
COX2 1607 2280 673 J
tRNA-Lys 2282 2355 73 J
tRNA-Asp 2418 2482 64 J
ATP8 2474 2642 168 J
ATP6 2629 3277 648 J
COX3 nc 3304 3624 320 J
Fragment 2
ND5nc | 394 | 1 | 394| N
Fragment 3
cybnc | 1 | 712 | 7| 3
Fragment 4
tRNA-Ser 1 67 67 J
ND1 594 75 519 N
16S rRNA 1899 616 1283 N
tRNA-Val 1957 1894 63 N
12S rRNA nc| 2556 1961 595 N

Obsah nukleotidl A+T v nami osekvenovanych fragmentech je 82,4 %4080,
C 10,4 %, G 7,2 %, T 42,4 %). V genech kodujiciobtgin je obsah A + T 83,2 %,
v tRNA 85,7 % a 84,2 % v rRNA. Obsah nukledtjro jednotlivé geny je v Tabulce 7,
8ao.

Obsah nukleotil A + T je v sekvenci mSic8. graminunB5,4 % z celkového
poctu 15 721 bp, v sekvenci mSiée pisumje také 85,4 % z celkoveho ¢ia 16 971 bp
a u phylloxeryD. vitifoliae je 84,9 % z doposud osekvenovanych 12 349 bp. lDbsa

nukleotidh v genech pro jednotlivé refer@ri druhy mSic je v Rloze 1, 2 a 3.
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Obrazek 3: Poloha nami osekvenovanych fragniend genomis. graminum

4.3.2.1 tRNA

V ziskanych sekvencich jsme pomoci progamu tRNASar{Lowe and Eddy,
1997) identifikovali 5 tRNA. Diky tomuto programusme také mohli it
predpokladanou sekundarni strukturu a wégani do ,trojlistkové" struktury (viz
Obrézek 4). Nukleotidové sloZeni a antikodony jelivgch tRNA jsou v Tabulce 7.

Tabulka 7: Nukleotidové slozeni jednotlivych tRNA a antikogon

frekvence nukleotidl (%)
tRNA antikodon
T (V) C A G

Leu 37 10,6 40,9 10,6 TAA
Lys 315 12,3 43,8 12,3 CTT
Asp 39,1 4,7 51,6 4,7 GTC
Ser 40,3 6 49,3 4,5 TGA
Val 444 6,3 41,3 7,9 TAC
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Obrazek 4: Sekundarni struktura tRNA (program tRNAscan-SE, €oand Eddy,

1997), antikodony jsou na ¢twi“ orientovené srrem doh
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4.3.2.2 Geny kodujici proteiny

Pomoci programu DOGMA (Wyman et al., 2004) byloniifékovano osm gein
kodujici proteiny. Rimérny obsah A + T v nami osekvenovanych kodujicich
sekvencich je 83,16 %. Nukleotidové slozZeni, ifimiaa terminani kodony

jednotlivych gef jsou v Tabulce 8.

Tabulka 8: Nukleotidové slozZeni, inictni a terminani kodony jednotlivych

kodujicich gef

Frekvence nukleotid (%) Iniciani | Terminani

Geny T (U) C A G kodon kodon
COX1 39,8 13,2 36,8 102 nc TAA
COX2 40,3 10,7 41,7 7,8 ATA TAA
COX3 41,7 10,1 43,1 52 ATG nc
ATP6 444 11,7 39 4,4 ATA TAA
ATP8 44,6 10,1 44,6 0,6 ATA TAA
ND1 32,6 10,2 53 4,2 ATG TAG
ND5 28,4 9,6 52,8 9,1 nc nc
Cytb 45,8 10,5 36,7 7 nc TAA
Pramer 39,7 10,7625 43,4625 6,05

nc — nedplna sekvence

4.3.2.3 Ribozomalni RNA

Pomoci programu DOGMA (Wyman et al., 2004) a poé&mim se sekvencemi
referenich druti jsme v nami ziskanych sekvencich identifikovalig2ny pro
ribozomalni RNA, jeden pro velkou ribozomalni patfjetku, druhy pro malou
ribozomalni podjednotku. Bmérny obsah A + T je 84,2 %. Nukleotidové sloZeniigen

je v Tabulce 9.

Tabulka 9: Nukleotidové sloZzeni g&rRNA

Frekvence nukleotid(%)

T(U) C A G
12SrRNA | 43,3 7,1 39,1 10,5
16SrRNA | 47,5 4,4 38,5 9,7

Primer 45,4 5,75 38,8 10,1

Geny
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4.4 Mezidruhové srovnaniD. prelli s pribuznymi druhy

Z kodujicich sekvenci byl vytwen fylogeneticky strom, ktery byl zaienén
pomoci molice Aleurodicus dugesii(GenBank NC_005939), ktera je nejblizSim
piibuznym druhem s osekvenovanym celym mitochondrnalgenomem. Rmérné

mezidruhové genetické vzdalenosti jsou uvedenybulta 10.

Tabulka 10: Pramérné mezidruhové genetické vzdalenosti

D. prelli | A. pisum| S.graminum D. vitifoliae
D. prelli 0.003 0.003 0.003
A. pisum 0.631 0.003 0.004
S. gaminunmy 0.631 0.086 0.004
D. vitifoliae | 0.459 0.337 0.341

1007
E Daktulosphaira \itifoliae

{ Acyrthosiphon pisum
100

Schizaphis graminum

Dreyfusia prelli

Aleurodicus dugesii

n.0s

Obrazek 5: Fylogeneticky strom z kodujicich oblasti (Neighbdaining, Kimura-2-
parametr, Pairwise deletion, Bootstrap 2000x)
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5. DISKUZE

5.1 Uchovavani vzorki
Ze vzorki uchovavanych ied extrakci ve 100% etanolu nebyla DNA &8g
vyextrahovana. bvodem je pravépodobré pronikani etanolu gkkymi tkaremi a tim

urychlenou degradaci DNA.

5.2 Izolace DNA

Bylo vyzkousSeno § riaznych postup izolace DNA. 1zolaci pomoci ,,Squishing
buffer* a kome&nimi kity jsme vyizolovali nejen mitochondrialnilea jadernou DNA.
N¢které fragmenty se vSak ani po opakovanych pokusedtilo pomoci takto ziskané
DNA uspsSne naamplifikovat a proto jsem v z&ecné fazi pouzila extrakctisté
mMtDNA.

Extrakce pomoci ,Squishing buffer* byla nejnéénisgsna a takto
vyextrahovana DNA podléhala rychlé degradaci, prabyla vhodna pro dalSi praci a
bylo od ni ustoupeno.iPporovnani PCR produktna gelu podle Lambda DNA/EcoRI
Hindlll Marker, jsem nezaznamenala mezi DNA vyeltrganou pomocitznych kit
Zzadny rozdil.

Podobg jako v gredchozim gipadt nebyl zaznamenan rozdil ani me&mtou
mitochondrialni DNA a DNA vyizolovanou pomoci kitDavodem by mohl byt fakt, Ze
mitochondrialni DNA byla extrahovana na uplném kopace a nebyktas pro jeji

dostaténé proeieni.

5.3 Vliv riznych podminek na @&innost PCR amplifikace

Pro amplifikaci jednotlivych fragmeint byly zkouSeny @zné podminky.
Zakladni PCR protokol byl bez pouziti BSA a pomdbliis polymerazy. V fipac
neusgsSné amplifikace byly nefive znmenény teplotni podminky PCR reakce. BSA a

raizné koncentrace Mgglbyly do reakce fidavany az vfipad opakovaného
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neusgchu. V gipa€ BSA bylo velmicasto dosazeno lepSich vyslédiale zngna
koncentrace MgGlke zlepSeni nevedla.

Stejre jako BSA a MgCI byly pro optimalizaci reakce pouzitytzane
polymerazy. TaKaRa EXag TaKaRa LATag LA DNA polymerases Mix maji lepSi
~proof-readingovou* aktivitu (schopnost opravit tlyyzaazenim Spatného nukleotidu
béhem PCR amplifikace). TaKaRa LABag je mimo jiné specidk vyvinuta pro tzv.
.long PCR" (PCR fragmeiitdelSich nez 15 kbp). Polymerazy s ,proof-readirmguv
aktivitou se velmicasto uplatnily u delSich fragm&ntCombi PPP Master Mix byla
zkouSena v fipadt, Zze Zadna z vySe uvedenych polymeraz nebylaSasp Tato sis
kromé¢ Taqg polymerdzy obsahuje protilatku, ktera zabja zahajeni nespecifické
amplifikace ged prvni denaturacighem niz se pak inaktivuje (jde o systém tzv. ,hot-

start* PCR). Ani s touto polymerazou vSak nikdy ylelosazeno kladného vysledku.

5.4 Mitochondrialni genomD. prelli

V souwasnosti neni znam zadny kompletni mitochondrialehogn mSice
korovnice, v naSem projektu jde tedy o prvni sekvendané skupiny. MSices.
graminum a A. pisum (Aphididag a phylloxeraD. vitifoliae (Phylloxeridag byly
vybrany, protoze jsme ahi zjistit jejich vzajemny fylogeneticky vztah 3. prelli a
zarovel jsou to jediné msSice, které maji zcela nebo alesfEst€né osekvenovan

mitochondrialni genom.

5.4.1 Popis mitochondrialniho genomD. prelli

Podd&ilo se nam usgne naamplifikovat cca 50% z odhadované velikosti
D. prelli bude phylloxerd. vitifoliae, byly osekvenované fragmenty ¥ipadt potreby
porovnavany v prvéad s ni.

Zjistili jsme, Ze psadi nami osekvenovanych geje stejné jako WD. vitifoliae,
S. graminum A. pisum Jedinou vyjimkou je tRNA-Leu 1, kter4 u vSedtibpznych
druhi lezi mezi velkou a malou podjednotkou rRNA, al®uprelli nebyla v &chto

mistech nalezena.
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Kromeé genu ND1, ktery je D. prelli o tén#f polovinu kratsi, jsou vSechny celé
nami osekvenované geny v podststejreé dlouhé.

Byly zjisteny celkem 4 pesahy, kdy do sebe zasahovatgci ramce trznych
geni. U ¢lenovdi se tento jev objevuje pame ¢asto (Boore, 1999) @. prelli v tomto

neni vyjimkou.

5.4.2 tRNA

Pri srovnani sekvenci tRNB. prelli a gibuznych drufi byla zjiS€na nejetsi
variabilita u tRNA-Leu (31,51 %) a nejnizsi u tRNAs (5,48 %). Hodnoty variability
tRNA jsou uvedeny v Tabulce 11.

Tabulka 11: Hodnoty variability tRNA v %

tRNA Leu Asp Lys Ser Val
Paset variabilnich mist v %4 31,51 19,7 5,48 30,990 6,06

Neni zcela jasné, zda je mezi 16S rRNA a 12S rRRNA-Leu 1. Program
tRNAscan-SE v daném fragmentu tRNA-Leu identifikpade mira ¥rohodnosti byla
velmi nizka. B nasledném hledani této tRNA v celém fragmentua lygji sekvence
nalezena veétecim ramci 12S rRNA, coZ se nam nezdalo Byokodné. Resuny tRNA
v mitochondrialnim genomu jsou velntiasté a proto @&kavame, Ze tRNA bude
nalezena v ¢kterém useku, ktery se nam nepildaosekvenovat (Lang et al., 2004,
Simon et al., 1994).

Prfi porovnani vzdalenosti tRNA-Lys a tRNA-Aspilpuznych mSic ®. prelli,
bylo zjiS€no, Ze uD. prelli vzdalenost mezicmito dwmi tRNA je 63 bp, zatimco u

vS8ech ostatnich porovnavanych navazuiji tyto tRK#fp na sebe.

5.4.3 Protein kédujici geny

Podd&ilo se nam osekvenovat 4 geny celé a 4 g&st€né. Jejich péadi je
shodné s p@adim gei ptibuznych drubi (Priloha 4).

Tam, kde to bylo mozné, jsmedcilr inicia¢ni a terminani kodony. Inicigni
kodony byly u 3 gein ATA (COX2, ATP6, ATP8) a u dvou garATG (COX3, ND1).
Terminani kodony 5 get byly TAA (COX1, COX2, ATP6, Cytb, ATP8) a u jednmh
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genu byl TAG (ND1). B porovnani inicignich a termin&nich kodom D. prelli
genu ATP6 ATT a termirtai kodon genu CTAG. U genu ND1 s&. graminunaA.
pisumshoduji v inicignim kodonu ATT,D. vitifoliae ma ATA aD. prelli jako jedina
ATG. Termin&ni kodony téhoZz genu jsou 8. graminuma A. pisumTAA a u D.
vitifoliae a D. prelli TAG. Témito kodony obvykle z&naji (iniciatni kodony) nebo
kor¢i (termina&ni kodony) mitochondrialni geny mnoho kdnych bezobratlych
Zivocicha (Boore, 1999).

Zjistili jsme, Z2e gen ND1 je . prelli vyrazré kratSi. Jeho délka je 519 bp,
zatimco uS. graminumnje 936 bp, UVA. pisumtaké 936 bp a . vitofoliae 939 bp. B
porovnani sekvence celého contigu zahrnujiciho geéby, 16S rRNA, tRNA-Val a
12S rRNA se sekvencemi genu ND1 ostatnich mSic gestila, Ze tento gen by mohl i
v ptipact D. prelli byt steji dlouhy, ale s neobvyklym igkryvem 400 bp. Tuto
hypotézu se mi podio vyvratit, protoZe ped inicianim kodonem genu NDD. prelli
se vyskytuje stop kodon. DalSi moznost, ¢pje tento gen kratSi, byla, Ze se nam
poddilo osekvenovat pseudogen genu ND1. NictngravdEpodobnost takového
vyswtleni také neni vysoka, protozZe jeden z prim&terym byl pouzit pro amplifikaci
tohoto genu, leZi v sousednim By tim padem by pseudogen naamplifikovan byt
nentl. Zda je skuténé tento gen kratSi budeme s jistotoddt, az se nam podia

dosekvenovat cely genob prelli.

5.4.4 Ribozomalni RNA
Identifikovali jsme ok predpokladané rRNA. Jsou vigai 16S rRNA, 12S
rRNA, odctluje je od sebe tRNA-Val.ied 16S rRNA nebyla nalezena tRNA-Leu a

timto se takeé liSi odifbuznych druh.

5.4.5 A+T oblast a oblast ,repeats”

PCR produkt pedpokladané velikosti se nam pattauspssne naamplifikovat a
osekvenovat. Po vloZeni sekvence do databaze BL#&K, nebyla identifikovana jako
A+T oblast. Po rénim pekontrolovani se nam paidla v oblasti 12S rRNA nalézt

sekvenci primeru, kterym byla tato oblast naamiiiana, ale zbytek sekvence byl
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k 12S rRNA nekompatibilni. Znamena to, ZedbdoSlo k amplifikaci nespecifického
produktu, nebo visledku vysokého obsahu nukledtid a T, které se navic objevuji v
repeticich, jsou tyto oblasti velmizko amplifikovatelné. Tato oblast je problematické
u celé fady druli. neba@ pfi nahlédnuti do databaze lIze zjistit, Ze A+T oblast
v publikovanych sekvencichiasto chybi. Obdobna situace nastalatii gmplifikaci
specifické oblasti ,repeats”, kterd i v sekvencitauhondrialniho genomD. vitifoliae

chybi pra¢ oblast ,repeats” &etns priléhajicich gen.

5.5 Mezidruhové srovnaniD. prelli s pFibuznymi druhy

Fylogeneticky strom byl vytuen pouze z kddujicich sekvenci. Zek@n byl
pomoci moliceAleurodicus dugesiiktera byla vybrana na zakkagrace Thao et al.,
2004. V mistech, kde nam chya sekvence, byla nahrazefadou ,N“. Vyhodnoceni
fylogenetického stromu bylo provedeno pomoci KimHparametr, protoZze tato
metoda bere ohled nédznou délku sekvenci, na transverzni a trarizubstituce.

Vysledkem naSi analyzy je, Be prelli je nejblize pibuznaD. vitifiliae a tim se
potvrdil n&S pedpoklad, Ze mSice&. graminuma A. pisum budou fylogeneticky
vzdalerjSimi druhy.

P¥i porovnani péadi geri Aleurodicus dugesii Schizaphis graminum
Acyrthosiphon pisuprDaktulosphaira vitifoliaea Dreyfusia prellijsme nasli zajimaveée
prestavby. V genomi. dugesiidoslo k gesunu tRNA-Ser2 mezi tRNA-Asp a tRNA-
Glu. tRNA-GIn v jejim genomu chybi UgintRNA-Cys a tRNA-Tyr jsou &i A. pisum
a S. graminumv opa&ném pdadi. V genomuS. graminumnebyla tRNA-Ser2 &bec
nalezena. LA. pisumse vyskytuji dva geny pro tRNA-Met, prvni je nargklém misg
mezi tRNA-GIn a ND2 a druhy leZi mezi 12S rRNA &liRlle. D. vitifoliae nemé gen
pro tRNA-S2, ale vzhledem k jejimu netplnému genaraomizeme ukit, zda skuténg
zcela chybi (jako 5. graminuny nebo se fesunul na jiné misto. . prelli jsme
nenalezli gen pro tRNA-Leu na obvyklém ndisfatim ale nerizeme rozhodnout, zda
v genomu chybi Uply nebo se vyskytuje na jiném n&shitochondrialniho genomu.
Paadi zbylych osekvenovanych dgeadpovida ptadi geti S. graminumA. pisumi D.

vitifoliae.
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6. ZAVER

Ziskali jsme piblizn¢ 50 % mitochondrialniho genomu D. prelli. Identdiali
jsme v #m celkem 15 gaih— 5 pro tRNA, 8 pro kédovani protéim 2 pro ribozomalni
podjednotky RNA. Pozice éthto geri se shoduji se zj&ym pdadim gef
v mitochondrialnich genomeclHtipuznych drufi D. vitifoliae, S. graminuna A. pisum
Zjistili jsme, Ze charakteristika ND1 genu je odhS od téhoZ genu ostatnich
srovnhavanych druh Na zaklad fylogenetické analyzy kodujicich oblasti, jsme
predkézré potvrdili ndS pedpoklad, ZeAdelgidaejsou Zejm¢ fylogeneticky blizSi
skupire Phylloxeridag zatimcoAphididagjsou taxonem vzdal&sim.
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8. PRILOHY

Priloha 1: Nukleotidové sloZeni mitochondrialniho genomu m&8cgraminum

Frekvence nukleotid (%)
Gen Celkem bp
T (V) C A G
COX1 41,5 13,3 34,4 10,8 1531
Leu 30,1 10,4 41,8 10,4 67
COX2 39,6 12,1 40,8 7,6 672
Lys 39,4 12,3 45,2 12,3 73
Asp 46,4 6,5 48,4 6,5 62
ATP8 42,3 12,5 44 1,2 168
ATP6 45,3 11,9 37,6 52 654
COX3 44 12,3 36,9 6,7 786
Gly 47,6 4,7 46,9 4,7 64
ND3 47,3 8,7 39,5 4,5 357
Ala 46,9 4,7 42,2 6,3 64
Arg 50 9,3 37 3,7 54
Asn 32,8 7,5 50,7 9 67
Glu 43,8 3,1 50,8 15 65
Phe 42,4 3 48,5 10,6 66
ND5 55,6 4,9 29,9 9,6 1671
His 34,4 0 44,4 7,9 63
ND4 55,7 4,9 29,3 10,1 1309
NDA4L 55,3 3,8 33 7,9 291
Thr 41,9 3,2 53,2 4,8 62
Pro 42,9 6,1 42,4 9,1 66
ND6 46,1 6,9 42,2 4,8 495
CYTB 43,6 11 36,9 8,4 1116
Ser 38,7 3,1 46,2 4,6 65
ND1 53 57 31,5 9,8 936
Leu 37,3 3,1 36,9 12,3 65
16S rRNA 46,3 4,4 39,1 10,2 1259
Val 47,1 6,7 41,7 8,3 60
12S rRNA 42,7 59 41,4 10,1 766
lle 47,7 7,8 40,6 17,2 64
GlIn 44,6 4,5 36,4 12,1 66
Met 37,9 10,6 39,4 10,6 66
ND2 48,2 7,4 40,5 4 978
Trp 40,3 8,1 45,2 4,8 62
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Ser 46,2 7,9 44.4 4,8 63

Cys 47 4,3 40,6 8,7 69

Tyr 43,3 45 43,3 11,9 67
Primer 45,13913 5,556522 40,30435 8,808696

Priloha 2: Nukleotidové slozeni mitochondrialniho genomu mdiceisum

Frekvence nukleotid(%)
Gen Celkem
T (U) C A G
COX1 41,7 13,3 34,7 10,3 1531
Leu2 38,2 8,8 42,6 10,3 68
COX2 40,6 11,5 40,3 7,6 672
Lys 30,1 12,3 45,2 12,3 73
Asp 429 6,3 429 7,9 63
ATP8 447 6,7 47,3 1,3 150
ATP6 43,5 13 38,4 51 648
COX3 43,5 11,5 38,7 6,4 786
Gly 42,9 4,8 47,6 4,8 63
ND3 48,5 7,8 39,2 4,5 357
Ala 43,8 4,7 45,3 6,3 64
Arg 38,8 9 46,3 6 67
Asn 35,5 7,7 47,7 9,2 65
Glu 46,9 3,1 48,4 1,6 64
Phe 40,4 3,1 46,2 10,8 65
ND5 55,5 5 30,5 8,9 1671
His 46 0 46 7,9 63
ND4 56,1 4,9 29,1 9,9 1309
ND4L 54 3,1 33,7 9,3 291
Thr 38,7 3,2 53,2 4,8 62
Pro 47 3 39,4 10,6 66
ND6 45,1 6,1 45,1 3,8 495
Cytb 43,7 11,3 37 8 1116
Ser 39,1 9,4 46,9 4,7 64
ND1 53,5 54 31,5 9,5 936
Leul 46,2 3,1 38,5 12,3 65
16S rRNA| 47,3 4,4 37,7 10,6 1259
Val 42,2 6,3 42,2 9,4 64
12S rRNA| 43,5 57 40,4 10,3 767
Met 60 0 37,8 2,2 90
lle 37,5 7,8 40,6 14,1 64
GIn 45,5 4,5 34,8 15,2 66
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Metl 35,4 10,8 43,1 10,8 65

ND2 45,9 8 42,1 4 978

Trp 39,1 9,4 46,9 4,7 64

Ser 2 39,1 9,4 46,9 4,7 64

Cys 44,1 4,4 42,6 8,8 68

Tyr 40,9 4,5 40,9 13,6 66
Prameér 43,88 6,67 41,52 7,96

Priloha 3: Nukleotidové slozeni genomu phylloxdby vitifoliae

Frekvence nukleotid(%)
Gen Délka
T (U) C A G
His 46,9 0 43,8 9,4 64
ND4 56,4 5,2 28,9 9,5 1314
ND4L 51,7 4,1 34,4 9,9 294
Thr 44,6 3,1 47,7 4,6 65
Pro 42,9 4,3 41,4 11,4 70
ND6 47,4 6,7 41,7 4,3 492
CytB 45 10 364 8,1 1113
Ser 41,8 4,5 49,3 4,5 67
ND1 52,9 55 31 10,5 939
Leul 41,5 3,1 44,6 10,8 65
16S 47,8 4,6 37,8 9,9 1269
Val 43,8 6,3 43,8 6,3 64
12S 43,7 6,1 40,7 9,4 766
lle 40,9 6,1 37,9 15,2 66
Gin 43,9 3 40,9 12,1 66
Met 39,4 12,1 394 9,1 66
ND2 47 8 40,5 4,5 984
Trp 38,8 7,5 49,3 4,5 67
Cys 45,2 4,1 43,8 6,8 73
Tyr 44,8 4,5 37,3 13,4 67
COX1 40,6 12,5 36,5 10,4 1533
Leu2 39,4 10,6 39,4 10,6 66
COX2 39,4 11,3 415 7,7 672
Lys 31.1 12,3 438 12,3 73
Asp 37,9 4,5 53 4,5 66
ATP8 46,8 7,6 43,9 1,8 171
ATP6 43,9 11, 39,6 4,9 651
COX3 43,1 10,8 40,2 5,9 408
Pramér | 43,89286| 6,8 41,01786 8,296429
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Priloha 4: Porovnani ptadi mitochondrialnich génAleurodicus dugesiSchizaphis graminupdcyrthosiphon pisupDreyfusia

prelli. Prekiizené linky znazaiuji presunuté lokusy.

A. dugesii

2 0 A = == O I e '

S. graminum

cox1 cox2|4 I ATP8|ATP6 cox3 RNE . ND5-| ;5 NDA4L- |35 .W CYTB I.. | Q- I...

A. pisum

coxif - jecoxzfaTPgATPoicoxq [nos| [ |NDS-[GAInD4-[NDaL-fuf [NDS|cvTs SNl [E[RNL-f - [RNS] [OIRR o2l B [
D. vitifoliae

T ¢ = - = o1 U i S R S M S~

D. prelli

cox1 cox2f& ATP8 NG [E9Y%& G ND3 A R N E F-[\IBEH H- ND4- ND4L- T P- ND6 [al:) I L- . | Q- M ND2 W S2 C- Y-
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