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1. Uvod

Celed” msicoviti (Aphididae) tvii monofyletickou skupinu ¥adu polokidli
(Hemiptera), pothdu mSicosavi (Sternorrhyncha) a jébpznaceledi korovnicovitych
(Adelgidae) aceledi Phylloxeridae (bezeského nazvu). Celkovy pet druhi celedi
mSicovitych se odhaduje na 4000 a jeji zastupai selos¥tove rozStenymi Skidci
rostlin, z hmyzu jsou povaZzovani za n#gi agronomické Slkdce vibec (Dixon, 1985;
Franzen et al., 2008). Spoly predek ¥chto skupin existoval fjblizné pred 250
miliony let, nadeled mSice (Aphidoidea) se praggbdobr zatala od@lovat pred 150
miliony let, v obdobi jury (Heie, 1987).

MSice maji boda¥ saci ustni Ustroji a poSkozuji rostlinu sanimstlirmych
pletiv. Fi piijimani potravy vylduji sliny obsahujici enzymy, které poskozuji rostli
Muze také dochazet Kgnosu virovych onemoéni rostlin (Kiplagat 2005).

MSice vykazuji mutualisticky vztah s endosymbikdic bakteriiBuchnera
aphidicola (Enterobacteriaceae; Proteobakterie). Tato baktsgev tle hostitele
vyskytuje ve specializovanych fkach ozn&ovanych bakteriocyty, které uvhitéla
vytvéreji volné organizovanou strukturu, bakteriom. Do dalSichegadi je pedavana
matkou pes vajéka (Buchner, 1965; Baumann et al., 2000; Werneg&a?). Pro
hostitele syntetizuje esencialni aminokyseliny @aminy. Bakterie naopak ztraci geny
pro transkripci, transladii reparaci (Lai et al., 1994; Douglas, 1998; Bauman al.,
2000).

1.1. Charakteristika mSiceDiuraphis noxia (Kurdjumov)

MSice zhoubna§iuraphis noxia Kurdjumov), v literatie negastji
ozna&ovana RWA, tedy zkratkou svého anglického nazvusRmswWheat Aphid, ktery
dostala podle mista prvotniho zndmého vyskytuypmamnym Skdcem jémene
(Hordeum vulgare [).a pSenice setd(iticum aestivum L).(Ennahli et al., 2009).
Vyskyt na plag rostoucich rostlinach ji poskytuje genetickobiotypovou diverzitu
(Butts et al., 1984; Kriel et al., 1984; Kindleradt, 1986; Weiland et al., 2008).



Diuraphis noxiadosahuje velikosti 1,5-2,5 mm, m&#ezelené az
Zlutozelenédo vietenovitého tvaru, kaetiny i tykadla mé kratSi nez ostatni druhy
msic (Payton, 2004; Michaud et al., 2005).

Pro celowteled Aphidoidea ¥etre Diuraphis noxiaje typicky slozity
Zivotni cyklus ovlivigny klimatickymi podminkami, kde fize dochéazet keigtlani
hostiteli a také ke $tdani pohlavniho a nepohlavniho rozmnoZovéani (Hetles.,
1997; Llewellyn et al., 2004).

1.2. Geografické roz&ieni a biologicko-hospodiésky vyznamDiuraphis

noxia

Pavodni oblasti vyskytu mSice zhoubné je oblasdsti Asie (Durr, 1983).
Dale mizeme jeji stopy vysledovat do Afghanistanu, Ir&ami okolo Siedozemniho
more a jizniho Ruska, odkud pochazeji prvni zaznamyuoaphis noxia tyto se datuji
do pa&atku 20. stoleti (Grossheim, 1914; van Emden £2@07). Na konci 70. a
zacatku 80. let 20. stoleti sed&da roz&tovat celoswtove. V jizni Africe se poprvé
objevila them roku 1978 (Walters et al., 1980; Pakendorf4)198roce 1980 byla
objevena v Mexiku kam byla patrzavie&ena pra¥ z Afriky (Gilchrist et al., 1984;
Shufran et al., 2007). Na konci 80. let (1986) $#exika dostala do USA. Dale se pak
Sitila po celych Spojenych statech (Stoetzel, 198i;Emden et al., 2007; Weiland et
al., 2008) az do Kanady, kde je od roku 1988 (kenet al., 1989; Peairs et al., 1989;
Halbert et al., 1998). Ve stejném roce byla zazmama v Chile a 0 4 roky pogd
v Argentirg (Ortego et al., 1994). V Miarsku se objevila v roce 1989, p&tge sem
rozsfila od Stedozemniho me (Basky et al., 1991). ¥eské republice se msice
zhoubna objevila v roce 1995 na Motakiostitelskou rostlinou byl ggnen a jedinci
byli geneticky pibuzni se zastupci z Marska (Stary 1996; Stary et al., 2003).

V souwasné dob je Diuraphis noxiavelmi zavaznym a ekonomicky
vyznamnym Skdcem pSenice ajemene v oblastech zaienych na jejich gstovani
jako nap.: Blizky vychod, stedni AsieCina, jizni Afrika, USA, Jizni a sdni
Amerika, Rusko, Francie,dhécko, Rakousko (Du Toit et al., 1984; Stoetzel, 1987
Zhang, 1991; Black et al., 1992; Poprawski etl#192; Brooks et al., 1994; Halbert et

al., 1998). V Iranu je také vyznamnymiglikem, nebt se adaptovala na suché klima a



vykyvy teplot (Hughes et al., 1990; Moin et al. 949 Bultts et al., 1997). Je tedy patrné,
Ze se vyskytuje ve vSech hlavnich oblastech, kale gsstovany obilniny, kroré
Australie (Quisenberry et al., 1998; Burd et al0@).

Rostlinu napadenou msiBiuraphis noxiapozname podle bilych, Zluty&h
fialovych podélnych pruinna listech. Tyto pruhy jsou #pobeny redukci karotendic
chlorofylu a, b v pletivech poskozenych enzymy lre mSice (Burd et al., 1996; Heng-
Moss et al., 2003). Zaroualochazi k podélnému svinovaniiististy svinuté do
rulicek poskytuji msicim ukryt, vhodné misto k rozmndéuly ochranu igd insekticidy
i pred irozenymi predatory (Webster et al., 1987; Robin$883; Burd et al., 1998;
Payton, 2004). Kombinaci vyskytéchto podélnych pruha svinutych lisi je pak
vyrazny pokles fotosyntézy, ktery celkovede k oslabeni rostliny a nizsi produkci zrn
(Fouché et al., 1984; Smith et al., 1991; Franzex. £2008). B sani rostlinnychtav
muze dochazet kipnosu virovych chorob. MSice zhoubné funguje jagékter pro
virus Zluté zakrslosti janene (Kiplagat 2005).

Jednou z moznosti ochrany urody bylo vyseti nowahid nesoucich geny
pro rezistenci k této mSici (Liu et al., 2002; Galiise et al., 2009). Objevily se vSak
noveé virulentni biotypy schopné napadnout i tyzisentni rostliny (Basky 2003;
Haley et al., 2004; Dolatti et al., 2005; Ennadtlal., 2009).

1.3. Popul&né - genetické studieDiuraphis noxia
Jiz od za&atku svého #éni je mSice zhoubna podrobovana mnoha

genetickym studiim. Jejich cilem jégolevSim vyjasnitigsné migréni trasy mezi
jednotlivymi kontinenty¢i hledani variability mezi jednotlivymi populaceilem
odhadnout dalSi séry Sirenici identifikace agresiwjSich biotog.

V dosavadnich studiich se &&$tji pozivali markery pro cytochrom
oxidazu podjednotku | z mitochondrialni DNA ovSem studie Shufrana (2007)
zabyvajici se populacemi z jizni Afriky, Mexika, BSKanady, Francie a Turecka ani
jeho pozdjsi studie (Shufran et al., 2009) studujici popelagizni Afriky, Syrie,
Etiopie, TureckaCeské republiky a USA neprokézaly podstatnou vdiabnezi
zkoumanymi populacemi. V ramciqdlEZzného testovani dalSich moznych maiiker

v nasi laboratih na obdobném souboru (lokality z Francie, Turediau, Egypta,



Ceské republiky, USA, Spalska, Mafarska, Francie a Alzirska) jsme dosli ke stejnym
vysledkim. Kronmg COI byly skrinovany jestfragmenty obsahujiciast
mitochondrialniho Useku s ATP6 a ATP8 a oblastiaA Fepeats”, kde ovSem
dochéazelo k technickym problém v sekvenaci (Chundelova, Sattranova,
unpublished). Podobnych vysleégkedy vykazujicich Zadnou nebo velmi nizkou
genetickou variabilitu populaci, bylo dosazeno stdii Lapitan (2007).

Mezi dalsi markery pro studium piatnetoda AFLP (amplified fragment
length polymorphism), Liu et al. (2010) na zakiashalyzy AFLP-PCR podporuiji teorii
2 invaziD.noxiado USA. Jedné z Evropy, patrae Spatiska a druhé z jizni Afriky
pres Mexiko.

K podobnym vysledkm, 2 invazim do USA, dosgpve své studii i Puterka
et al. (1993), pouzili metodu RAPD-PCR (Random aficgtionpolymorphic DNA),
objevili vS8ak pouze nizkou genetickou variabiliteniti populaci. Akoliv metoda
RAPD-PCR vykazuje v porovnani s ostatnimi markes§sv variabilitu, vysledky se
obtizre interpretuji, nebbjde o markery dominantni (neni proto viditelnyddanezi
homozygotem a heterozygotem) (Munthali et al., 1929#ve et al., 1996), Navic je tato
metoda velmi citliva na podminky reakce a vyslepioy téngi nereprodukovatelné.

Analyza mikrosatelit byla pouZzita v praci Dolatti et al. (2005), kdyiyy
zkouméany pirodni populac®. noxiav Irdnu z fiznych geografickych oblasti i
hostitelskych rostli. # pouziti 10 markar pro mikrosatelity objevili 50 genotyp
n¢které z nich vzacné. Vysledky také poukazovaly ox@laci mezi genetickou a
geografickou vzdalenosti a existenci jak holocéito tak anholocyklického zZivotniho
cyklu. Stejnéd sada mikrosatélibyla pouZzita i v praci Shuffran et al. (2009) zedyjci
se studienD. noxiana uzemi USA, ovSem zde bylo objeveno pouze mal&stvi
polymorfnich loku8.

V neposlednfad se ke studiu pouZzivaji i alozymyipadré sekvence
z primarniho endosymbionBuchnera aphidicolaAni zde se vSak neprokazala

vyrazna variabilita mezi populacemi (Puterka etE93; Belay et al., 2003).

Otazka pesnych migranich trasti teorie mnohanésobné introdukce
v jednotlivych zemich je tedy stale neuj&sa.



1.4. Mitochondrialni DNA a jeji vyhody jako molekularniho markeru
1.4.1. Evoluce a funkce mitochondrii

Mitochondrie je energii produkujici vnitrob&ima organela. V kazde hee
je rekolik mitochondrii a v kazdé mitochondrii je mnokaopii mtDNA (Birky, 1978).
Nejpravdpodobrji je jejim predkema- proteobakterie a fylogenetické analyzy
zaloZené na sekvencich protemmitochondrialniho genomu dokazuiji, Ze
mitochondrie se m- proteobakterii éhem evoluce vyvinula pouze jednou. V sasné
doke jsou nejblizSim vola zijicim pribuznym bakterie rodRickettsia(Lang et al.,
2004).

Velikost genomu proteobakterii je zhruba 4000-&0& sodasna
eukaryoticka mitochondrie je velk& pouze 15-40Jétedy patrné, Ze vigehu
evoluce doslo k redukci velikosti mitochondrialnigenomu (mitogenomu). Avsak
vzhledem k tomu, Ze mitochondri&t z bur¢ného prosedi bohatého na Ziviny,
mohla se tato redukce velkasti jejich gef uskuténit. Ztrata biosyntetickych a
metabolickych geinspolu s extrémhodliSnym selektivnim tlakem uviiihostitelské
bunky jsou pravdpodobrt zodpowdné za zrychlenou evoluci sekvenci a&mgn
v nukleotidovém slozZeni (pokles obsahu nuklao@da C) (Lang et al., 2004). Dalsi
redukce patréprokehla postupnym f@sunem mitochondrialnich gedo genomu
nuklearniho (Thorsness et al., 1996; Timmis e28l04). Mitochondrie si do dnesni
doby zachovala vlastni systémy pro transkripcaadlaci (Boore et al., 2005).

Kopie mitochondrialni DNA v nuklearnim genomu Yoploprvé popsany
u mySi domaciNlus musculus ale vyskytuji se u mnoha eukaryot. Ganjase jako
NUMTs (nuclear mitochondrial sequences) (duBuyl.etl@67; Bensasson et al., 2001;
Richly et al., 2004). V nuklearnim genomu séeiiuji do mezigenovych oblasti nebo
do introni kédujicich gef (Blanchard et al, 1996). Migrace gen mitochondrie do
jadra byla stzejnim krokem v femeéné proto-mitochondrie v integrovanou subcelularni
organelu. Migrace z gérdo jadra je stale probihajici proces (Lang e28i04).

VSechny polypeptidy, které mitochondrie kdédujes&ispolupracuji
s nuklears kédovanymi a ve 4 proteinovych komplexech osliyf oxidativni
fosforylaci (Boore, 1999; Nieminen, 2003), tedydstian burécného dychani, kdy je
vytvoiena ¥tSina ATP. Nespravné fungovani tohoto systému jest&ne pripadi



letalni (Gerber et al., 2001; Bazin et al., 20@#le se mitochondrie podileji na vyvoji
(Krakauer et al., 1999; Yost et al., 1995) a stér(Nagley et al., 1998).

Prvnim osekvenovanym mitogenomem byl mitochondrigénomelovéka.
Slo vlast 0 mozaiku poskladanou z mtDNA placenty, ale vyskgty se i sekvence
MtDNA z Hela bugk (buiky z prvni lidské nadoroveé linie) (Droujin, 1980nderson
et al., 1981).

Vzhledem ke své malé velikosti je osekvenovardleeimitochondrialniho
genomu vybraného organismu relativigchlé, takze v posledni dépacet
uverejnénych sekvenci v databéazi GenBank&@ranarista. Jenom v ramci Hexapoda je
v souwtasnosti k dispozici 198 mitogendmle vSak iejmé, Ze se pozornost saiediuje
na hospodi&ky nebo ekologicky vyznamné skupiny, takze taxackénzastoupeni je
velmi nevyrovnané. Nd&pzatimco wadu Lepidoptera najdeme 22 mitogerioan25 u
fadu Coleoptera, Hemiptera maji dokonce 41 Uplnggwenci. Jen 9 z nich ale
reprezentuje Sternorrhyncha a msSice pouze 2 mitoggn

1.4.2. Mitochondrie ziva&ichi

U Zivoticha je mitochondridlni genom (mitogenom) t&nvzdy cirkularni
(Boore et al., 2005). Vyjimku tw0 3 skupiny Zahavc(Cnidaria): Cubozoa, Scyphozoa,
Hydrozoa a korySi (Crustacea), jejichz mitogenomlipearni (Bridge et al., 1992;
Raimond et al., 1999). Mitogenom twalvouvlaknova molekula s velikosti zhruba 14-
42kb (Wilson et al., 1985; Wolstenholme, 1992%dDse v materialni linii a ma
hemizygotni konstituci. Zivé3ny mitochondrialni genom je velmi kompaktni a bez
introna (Lang et al., 2004; Behura et al., 2011). Obsakejgem 37 gein (z toho 13
kodujicich proteiny, 22 pro tRNA a 2 pro rRNA), idejsou naskladany na obou
fetézcich (detailni pehled viz. tabulka 1). Padi gefti je v ramci kmenu konzervované,
ale miZze byt rozdilné mezi kmeny (Wolstenholme, 1992;c8ae et al., 1999 Lang et
al., 1999; Adams et al., 2003; Nosek et al., 2008jochondridlni geny se vyvijeji
rychleji nez geny nuklearni (Gissi et al., 200@)¢gmz geny pro tRNA jsou vystaveny
vice znénam v jejich pozicich nez geny pro proteiny a rRN®bvykle je
v mitochondrialnim genomu i jedna nebo vyjitné vice nekddujicich oblasti. Prvni se
neiastji vyskytuje za 12S rRNA, ale jejifpsna poloha zavisi nagskupeni tRNA



béhem evoluce. Tato oblast ma sniZzeny obsah nukite@ié C naopak se v ni mohou
vyskytovat repetice, obracené repeticéettzce nukleotid T ¢i A ¢i AT. Obsah &chto
nukleotidi je od 85 do 96% u jiz osekvenovanych zasiumoyzu (Zhang et al., 1997)
a byvacasto ozn&ovana jako domily zacatek DNA replikace a oblast odkudc¢haa
transkripce, proto byla pojmenovana ,control regi¢@layton, 1982, 1991; Shadel et
al., 1997). Variabilita ve velikosti mitochondrith® genomu blizceiffbuznych taxof

je obvykle disledkem variability v délce repetic v nekddujicilasdti nikoliv v patu
geni. (Wolstenholme, 1992; Zhang et al., 1997; BooB89). Druha nekddujici oblast
se pak vyskytuje za genem ND3 a ma také nizSi obskleotidi G a C (Thao et al.,
2004). V porovnani s mt genomem obratkpye viak v mitogenomu hmyz@téi obsah

nukleotidi A a T i mimo nekddujici oblasti (Zhang et al., TR9

Tab. 1. Detailni gehled gefi kédovanych v mitochondrialni DNA

3 podjednotky cytochrom oxidazy COl, coli, coll

2 podjednotky ATP syntazy ATP 6, ATP8

7 podj. NADH dehydrogenazy ND1,ND2,ND3,ND4,ND4L,NDD6
cytochrom b cytB

2 geny kodujici velkou a malou podj. rRNA  16S §yn12S (rrnL)

22 gerii kddujicich tRNA 2 pro leucin, 2 pro serin, ostafid 1krat

1.4.3. VyuZziti mitochondrialni DNA jako genetickéhomarkeru

Molekularni markery jsou v séasné dob velmi vyznamnym pomocnikem
pii feSeni fylogenetickych, ekologicky¢hevolutnich probléni obzvlas¢ u rychle se
vyvijejicich skupin organist Diky nim je také mozné studium genetické struktur
Zivych populaci. MZeme je pouzit u vSech skupin organisama vSechna vyvojova
stadia a nejsme limitovani ani mnozstvim studovanéhterialu.
Molekularni markery Ize rozdit na dw skupiny, prvni jsou proteinové markery
(alozymy) a druhou DNA markery. Ty dale réageme na jaderné a mitochondrialni,
v obou glipadech pak markeremiire byt kddujici i nekddujici oblast (Loxdale et al.
1998; Nordborg et al., 2002; Footit el al., 2008jtochondrialni DNA je vzhledem ke




svymcetngjSim kopiim v buiice nasled&lépe detekovatelna i ze starSich viork
(Loxdale et al., 1998; Caterino et al., 2000), antzggotni stav usnadije identifikaci

haplotypi.

Vzhledem ke svym vlastnostem jako je jednoduchaimrmni
organizace genetické struktury, absence genetaiambinace mezi molekulami,
materialni ddi¢nost, replikace nezavisleana nuklearnim genomiative vysoka
evolwni rychlost, jsoutzné lokusy z mitochondrialni DNA velmi oblibenym
markerem pro studie fylogenetickych vziaia tiznych taxonomickych trovnich,
fylogeografie a poputani struktury v ramci druhu (Wilson et al., 1985 cfeander,

1995; Moore, 1995; Boore et al., 1995, 1998; Zhetng)., 1997; Boore 1999; Curole et
al., 1999; Frohlich et al., 1999; Avise, 2000; Duey 2002; Nyakaana et al., 2002).
Dle prace Caterino et al. (2000) je nejpouzé&m markerem pro evotai studie
hmyzucast genu pro cytochrom oxidazu podjednotku I, kietaké markerem
vybranym pro molekularni identifikaci drak- ,DNA Barcoding” (Hebert et al.,
2003a).

Pro fylogenetické rekonstrukce je vyhég pouzivat porovnavani celych
mitogenont genoni pogripac proteiny kodujicich gan(lngman et al., 2001; Nardi et
al., 2003; Boore et al., 2004; Macey et al., 20@Bnové uspa@dani celého
mitochondrialniho genomu igskupovani gen editace tRNA, sekundarni struktury
tRNA, zpisoby replikace a transkripce, fyzikalni strukturaDNA, uspdadani geti
indikujici spol€éného pedka) nize poskytnout informaci o hlubokych fylogenetickych
vztazich a slouzit také k samotnému studovani eeojenon (Bridge et al., 1992;
Clayton, 1992; Macey et al., 1997c; Nikaido et 899; Boore, 2000; Lavrov et al.,
2000; Macey et al., 2000b; Schmitz et al., 200lgBet al., 2005). Studium
mitochondrialnich genotnmize dale fispst k porozungni evoluce genetického kddu,
vyuzivani synonymnich kodéri transkripci a maturaci tRNA (Caterino et al., 2RO

Studie mitochondrialniho genomu hmyzu dokumeroifizervované padi
geni mezi mnoha odliSnymi organismy, které nazijbspolé&né ancestralni gadi
geni v této skupid (Shao et al., 2003). Zdgqastavitele tohoto konzervativniho



uspdadani byla ozngnaDrosophila yakubdNC _001322.1) Déle dokazuiji, Ze
existence druhé nekddujici oblasti, vyskytujichegastji mezi geny ND3 a ND5 je
charakteristickym znakem msic (Zhang et al., 1997).

Zatim nejkomplex#si praci zabyvajici se studiem mitochondrialniho
genomu zastugicpodddu Sternorrhyncha, kam nalezi mSice a tddyrioxig je prace
Thao et al. (2004). V ni bylo osekvenovano 8 katipth mitochondrialnich gendm
z toho 6 molic Aleurochiton acerisAleurodicus dugessBemisia tabagiNeomaskellia
andropogonisTrialeurodes vaporariorumr etraleurodes acaciael mera
(Pachypsylla venus}a 1 mSice $chizaphis graminumnZjistili, Ze mera a msice a 2
z&stupci molic maji uspadani genomu velmi podobné usfméani genomu
ancestralnihoiedka. U mSic je tRNA C (cystein) nasledovana tRNAty¥osin), coz
koresponduje s gadim geid v ancestralnim genomu. Ostatni molice mafadogeri
vice variabilni, obzvl&dSoblast mezi genem pro cytochrom oxidazu podjedndtiaz

po tRNA asparagin seie vyskytovat dokonce na dznych mistech mitogenomu.

1.4.4 Metody sekvenovani mitochondrialnich genoiin
Tak jako technicky rozvoj molekularnich technilsahl vSechny oblasti

molekulérrg-genetického vyzkumu, postihl i metody sekvenowaidgenoni.

V zasad existuji 3 mozné zjsoby:
1. Sekvenovani celych gen@rishotgun sekvenovani ) je metoda, ktera se
pouziva jiz od konce 80. let. Jeji podstatou jeodfié naklonovani a sekvenovani

e

neznamych genomovych fragmémnt neznamém pgadi. Nasledné ,sestaveni“ genomu
je zavislé na tom, Ze tyto osekvenované Useky $wdmi prekryvaji. Ri tomto
sestavovani je mozno slozit veSkeré osekvenovanénge v naSem analyzovaném
vzorku, tedy kroms jaderného i nap mitochondriélnii plastidovy. Takto byla ziskdna
sekvence WAcyrthosiphon pisumkdy sekvence z mitochondrie byla viastredlejSim
produktem genomovéeho projektu (Boore et al., 2005)

2. Primé sekvenovan(,primer walking“) je metodou, ktera vyZaduje
abychom znali alespocast sekvenovaného genomu. Primer se navaZze na ari@sto

genomu a déle je amplifikovagast neznama, ktera je naslédrsekvenovana. Z této



nové sekvence je pak mozno navrhnout dalSi prineerysekvenovani pokfavat.
(Thao et al., 2004)

3. ,Long PCR" je metoda pizpisobena pro malé genomy. Je vhodna pro
kruhové genomyi pro genomy o jejichZz strukta mame podrobné znalosti. @sp
této metody spiva predevSim ve spravné izolaci DNA, aniz by doSlo knjej
mechanickému poskozeni a ,rozldmani“. V prvnim krokpo izolaci jsou
naaplifikovany tzv. ,ukotvujici* oblasti (velké zhipa 1kb), ty jsou vybrany z vysoce
konzervovanycltasti genomu a naslegljsou osekvenovany. Z této sekvence jsou pak
navrzeny dlouhé PCR primery, které jsou jiz druhspecifické. Jejich pomoci jsou pak
naamplifikovany nezndméasti genomu. Tyto produkty ,long PCR" pak mohou byt
sekvenovany individuathmetodou ,primer walking€i smichanim #kolika produkfi
.long PCR" mohou byt vytvieny nahodné knihovny a déle sekvenovany nahodné
klony (Burger et al., 2007).
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2. Cile prace

Osekvenovat mitochondrialni genom msice zhoubnéraphis noxia

Kurdjumov)

Porovnat strukturu mitochondrialniho genoBwnoxia s mitochondrialnimi
genomy msicS. graminumA. pisumphylloxeryD. vitifoliae a korovniceD.
prelli a dalSimi dostupnymi vybranymi zastupci famt Sternorrhyncha a

vybrat nejvice variabilni Useky (potencialni pogatagenetické markery)

Na zaklad ziskanych dat aifit fylogenetické vztahy mezi zastupci gadu

Sternorrhyncha
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3. Material a metody

3.1. Material

Vzorky mSiceDiuraphis noxiak analyze poskytli Ing. Jan Havelka a RNDr.
Petr Stary DrSc. (Biologické centrum AAR, Entomologicky Ustav), kieprovedli i
terénni sbr (Straznice 2009), druhovou identifikaci a zalo&boratorni chov.
Vzhledem k tomu, Ze vzorky pochéazely z laboratayrdhovu, bylo moZzné odebrat
vétSi mnozstvi klonalnich jedidanajednou a dale analyzovat podast z nich, dalSi
material byl do okamziku pigby zmrazen na -82°C.

Pro komparativni analyzu bylo pouzito celkem 14taad podadu
Sternorrhyncha &eledi mSicoviti (Aphididae), korovnicoviti (Adelgid), meroviti
(Psyllidae), molicoviti (Aleyrodidae) &ledi Phylloxeridae Kromé dat procaste&né

osekvenovany genom korovnibeeyfusia prellj ktera byla pevzata z bakatéké prace

Sattranové (2009), byla veSkera ostatni data vyovatatabazi GenBank

(http://www.ncbi.nim.nih.gov). #stupove&sislo do databdze a seznam vSech vybranych

I 7

jedinai jsou uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2 Seznam zastupgodadu Sternorrhyncha pouzitych k analyzam

Cislo v databazi NCBI

Latinsky nazev

Cesky nazev

dosud nepublikovano

Diuraphis noxia

msSice zhoubna

dosud nepublikovano Dreyfusia prelli neni

NC_006158 Schizaphis graminum mSice obilna

NC 011594 Acyrtosiphon pisum kyjatka hrachova
DQO021446 Dactuloshaira vitifoliae msicka révokaz
NC_006157 Pachypsylla venusta neni

NC_006279 Bemisia tabaci molice bavinikova
NC_006292 Tetraleurodes acaciae neni

NC_006160 Aleurochiton aceris molice javorova
NC_005939 Aleurodicus dugessi neni

NC_006159 Neomaskellia andropogonis neni
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NC_006280 Trialeurodes vaporariorum molice sklenikova

Veskeré nize uvedené laboratorni metody byly m&wavyhradi
s pouzitim aerosolovych fek, aby se f@deslo pipadné kontaminaci cizorodou DNA.
Pro extrakci DNA bylo vzdy brano 10 klonalnich jedi.

3.2. Izolace DNA

Vzhledem k tomu, Ze vzorky byberstvé ¢i v pozdjSi fazi mrazené, bylo
mozné pistoupit rovnou k izolaci DNA. Pro izolaci DNA bylyzkouSeno &kolik
komegnich kit a byla vyzkouSena téz izolatisté mitochondrialni DNA.

3.2.1. I1zolace pomoci kitu DNeasy blood and tissy®IAGEN)

Izolace probihala dle navodu vyrobce. LiSila sezsov poslednim kroku
eluce. Misto dopokiované frakce o objemu 200 pl byla provedena eludé Do dvou
frakci. Prvni o objemu 100ul (polovina prvni frakmga ihned po izolaci zamrazena na
-20°C a uchovana pro pogdi pouziti. Druh& polovina byla ponechariatpplot 4°C

a ihned pouzivana). Druha frakceélemobjem 75 pl a byla ihned zamraZena na -20°C.

3.2.2. I1zolace pomaoci kitu Invisorb Spin Tissue MIN(INVITEK)

Izolace probihala dle navodu vyrobce s naslednjiciipravami: doba
inkubace po fidani proteinazy K probihala ve vodni lazni o t&p62°C po 2 hodiny,
zawrecnd eluce DNA rozélena do dvou frakci. Prvni o objemu 100 pl, polavin
uskladrgna @i teplo€ 4°C a ihned pouzivana, druha polovina zamrazena2@C.
Druha frakce o objemu 50 pl usklata @i teplog -20°C.

3.2.3. Izolace pomodkitu ZR Genomic DNA Il ( ZYMO RESEARCH)

Izolace opt provadna dle navodu vyrobce. Zma byla udlana pouze
v poslednim kroku, kdy byla eluce @pprovedena ve dvou frakcich, kazda o objemu
20ul.
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3.2.4. 1zolacetisté mitochondrialni DNA

Tato izolace byla prov&da dle protokolu uvedeného Tamurou a Aotsukou
(1988), kteéi timto postupem extrahovali mtDN®rosophila melanogaster
Roztoky, které byly pouZzity kizolaci a jejich sw# je uvedeno v tabulce 3. Po

piipraw byly vSechny roztoky, krommNaOH+SDS a Tris-HCI, vysterilovany.

Tab. 3: Slozeni pufit a roztoki pro extrakckisté mitochondrialni DNA

Roztok SlozZeni
Homogenizani pufr 0,25M sacharosa
10mM EDTA
30mM Tris-HCI
Tris-EDTA (pHS8) 10mM Tris-HCI
10mM EDTA
0,15M NacCl
NaOH+SDS 0,2M NaOH

1% SDS (sodium dodecylsulfate)

Octan draselny (3M draslik, 5M octan) 29,4 g octdraselného
11,5 ml ledové kys. octové

dolit do 100 ml ddkO

Fenol-chloroformisoamylalkohol 1 dil fenolu
1 dil snesi chloroformu a
isopropylalkoholu v porru 24:1

Tris-HCI pufr (pH 8,0) 10mM Tris-HCI
1mM EDTA

20 yg/ml RNasy

Samotné izolace pak probihala v nasledujicich dudec
V krocich 1-3 byl centrifugacitjpraven mitochondrialni pelet, v nasledujicich kebc
byla mitochondridlni DNA extrahovana metodou aliledi lyze i niz je kruhova

molekula mtDNA oddlena od linearni nuklearni DNA.

1. 50 mg jeding bylo dano do zkumavky o velikosti 1,5 ml, bylidano 500 ul
vychlazeného homogenig@ho pufru. Sterilnim homogenizatorem byla proveden
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homogenizace jediica nasled&é bylo gidano dalSich 500 ul vychlazeného
homogenizaniho pufru.

2. Tato suspenze byla centrifugovana 1 mindidp 000g (pi tepo 4°C), supernatant
pienesen do nové mikrozkumavky a centrifugovan 1Qutrpia 12 000g (i tepot

4°C).

3. Supernatant byl odpipetovan a zbyly pelet bguspendovan v 50 pl pufru Tris-
EDTA.

4. K resuspendovanému peletu bytapano 100 pEerstw pripraveného roztoku
NaOH+SDS. Srs byla kratce promichana na vortexu a poté ponechaninut na
ledu.

5. Ke sngsi bylo giidano 75 pl ledo¥ vychlazené sisi octanu draselného, &p
probhlo kratké promichani na vortexu a chlazeni po dolinut na ledu.

6. Poté byla sis centrifugovana 5 minutipl2 000 g (pi teplo® 4°C). Supernatant byl
odpipetovan do nové zkumavky a bylodomu pridano stejné mnozstvi &si fenol-
chloroform-isopropylalkoholu. Na@wytvorena snis byla dikladre promichana na

vortexu.

7. Nésledn byla sngs centrifugovana ghinuty @i 12 000 g (pi pokojoveé teplat).

Vytvorena vodni faze bylarepipetovana do nové mikrozkumavky a byly k fidany 2
objemy absolutniho etanolu.

8. Sn¥s byla promichana na vortexu a ponechana v kl@uastpokojové teplat po
dobu 15ti minut.

9. Po uplynuti této doby byla ssot centrifugovana 2 minutyipl2 000g (i
pokojové teplad).

10. Vymyti mitochondrialni DNA bylo provedendigganim 1 ml 70% etanolu,

mikrozkumavka byla mithpromichana na vortexu a vzorek byl vysusen ve eaku

centrifuze Eppendorf Concentrator 5318 (mkojove teplal).

11. Po vysuSeni bylofdano 50 pl roztoku Tris-HCl a 1 pul RNazy.

Vyizolovana ¢ista mitochondrialni DNA byla uchovavana zmrazeaa20°C.
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3.3. Primery

K amplifikaci jednotlivych Gsek mitochondridlniho genomuwDiuraphis
noxia byly nejprve pouzity primery univerzalnifgvzaté z praci Simon et al. (1994,
2006) a Folmer et al. (1994). Déale byly vyzkouSemymery specifické praieled
Aphididae a Adelgidae, které byly v laborétd®aedDr. Zurovcové navrzeny pro

piedchozi prace. Po usmé amplifikaci Usak s pomoci dchto univerzalnich a

polospecifickych primér a jejich sekvenaci byly ze ziskanych sekvenci,ooai tzv.

primer walking, navrZzeny primery specifick&impo pro Diuraphis noxia Prehled

pouzitych primelt s UusgSnou amplifikaci

je vtabulce 4. i¢hled ostatnich

vyzkouSenych primé; se kterymi neprathla GsgSna amplifikace, je v tabulce

5 priloze 1.

U specifickych primar je v zavorce uvedena jejich pozice v genomu, kéersztahuje
k referertni sekvencDrosophila yakubgNC_001322.1).

Tab. 4: Prehled pouzitych primér

Nazev primeru Sekvence primeru-53’ Smer
TIN-24° ATT TAC CCT ATC AAG GTA A R
TM-J-2108 AAG CTACTG GGT TCATAC CC F
TY-J-1460G TAC AAT TTATCG CCT AAACTT CAG CC

LCO 1490 GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATATTG G F
C1-J-1859 GGA ACW GGA TGA ACW GTT TAY CCW CC F
HCO 2198 TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA R
C1-J-2756 ACATTCTTT CCT CAACAT TT F
TL2-N-3014 TCC AAT GCA CTAATC TGC CAT ATT A R
TL2-J-3033 TCT AAT ATG GCA GAT TAG TGC A F
C2-N-3665 CCA CAAATT TCT GAACAT TG R
TK-J-379C CAT TAG ATG ACT GAA AGC AAG TA F
C3-N-5460 TCA ACA AAG TGT CAG TAT CA R
N3-J-5747 CCATTT GAATGT GGR TTT GAY CC F
N5-J-6579 TTC TGACCAACCTTG ATC F
N5-N-7793 TTA GGG TGA GAT GGA TTA GG R
N4-J-8944 GGA GCT TCAACATGAGCTTT F
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CB-N-10926 CCC TCA GAA TGA TAT TTG TCC TCA R
CB-J-10933 TAT GTA CTA CCA TGA GGA CAA ATATC F
CB-J-113353 CAT ATT CAA CCA GAATGA TA F
N1-J-12585b CCC TTA CGA ATT TGA ATA TAT CC F
N1-N-12593 GTAGCATTT TTAACT TTA TTA GAA CG R
LR-J-13343 CCT TCG CAC AGT CAA AAT ACT GC F
SR-J-14612 AGG GTATCT AAT CCT AGT TT F
SR-N-14745p CCAGCAGYY GCG GTTATAC R
SR-N-14922 AAG TTT TAT TTT GGC TTA R
AphidCO2f(3600) CAA TGC TCA GAA ATT TGT GG F
AphidCO3re¥(5400) | TTG GTG GTC AAT TTAATC CTA R
AdelCytBf1’(10908) | TAT GTA TTA CCA TGA GGA CAA ATA TCA F
AdelCytBri’(11340) | AAA AAT ATC ATT CTG GTT GAA TAT GA R
Adel12Sfor3(14631) | AAT AGG GTA TCT AAT CCT AG F
AdelATrevE(210) TTG AAG TAT GAA TCC AAA AGC R
AdelCOIIf1%(3023) GCA GAA ACC AAT GCA ATG AAC F
AphidND2-J88 GAT TTT CRA TAT GAA TAG GAT TAG F
AphidND2-N743 AAT CCT AAT ATA GGA GGT AAA CC R
DnCO3F(4870) CAA GAT TTA CAA TTA CAT TAA CTC F
AdelCOIIr1(3615) CGT CCR GGA ATT GCATCT ATT R
AdeIND5for(7706) | GTA ACA AAA CCA GAA CTATAA G F
AdeIND5revE(7461) | AGT TCATTC TTC TAC TTT AG R
AdelCytBforZ(11261) | GCA AAT CCA ATA ATT ACT CC F
DnoxRepF1(5950) AAA GAA GCT GCT AAC TAT CTT F
DnoxRepF1re{(6922) | AAG ATA GTT AGC AGC TTC TTT R
DnoxND3R/(5613) CAA TTT AAA GAT CCA AAT TTT CAT TC R
DnoxC3F(5240) GGA TTA CAT GTAATT ATC GGA AC F
DnoxND5F(6700) ATG TTG TAATTG TAC CCA GAC F
Dn12SF(14400) TAC AAA ATT TAATAATCT TAACTAAAATT F
NoxATND2F(105) CCT CTATAT ACT CTC TYT TC F
NoxND2R(732) GAG TGA ATAACATCATCT G R
11841-for ATC ATA ACG AAA CCG AGG TAA TGT ACC F
NoxCO2F(3590) CCG ACCTGG ATT ATATTT TGG F
NoxCO2R(4115) GGT GCT ATT TGA GGA ATT AAG R
NoxND2FZ(735) CTC AAT TAT AGG TTT ACC TCC F
NoxND2RZ(1530) GAG ATG ATC CAATTATAC CTG R
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Nox16Srev(12966) CTT TGT TAC GAC TTG TC

NoxND6F(9320) CTG TGC TAATCATCATCT TT F
NoxND6RY(10213) GTC GAA TAG GCC CCT TAT

NoxND4F(8614) GGT TGA GGT TAT CAA TAT GAA CG F
NoxND4R¥(7500) GGA GTA GGA GCT GCT ATA GC R
Noxnd5z4%(8300) GAG AAT ATT TAT TAT TAT TTT TAC ATT GAT TACC F
Noxnd5z57(7498) CAC CTA AAC GAT TTA AAA TAA CAG TAA CTATACC R
Noxnd4end(8126) CAT TGATTACCT TTA ATA F
Noxnd5sti(7650) CAG TAA CTA TAC CTG AAC R
RepforE(6272) GAA GCT GCT AAC TAT CTT TTA AAG CA F
Reprevi(6930) GCA TTA TAT TGA AGA TAT AAG GG

1 Folmer et al., 1994
2 Simon et al., 1994, 2006

3 Zurovcova, Sattranova

4 Zurovcova

5 Zurovcova, Chundelova

3.4. Polymerazovaretézova reakce (PCR)
3.4.1 Reakni smés

Smes pro PCR reakci byla michana na ledu do mikrozkikya objemu
200 pl. Celkovy objem 1 reakce pak byl vzdy 12 5Hilpocateinich optimalizacich
byly vyzkouSeny tyto polymerazy: Tag DNA polymerasas (Top-Bio s.r.0.),
TaKaRa ExTag, LA DNA polymerases Mix (Top-Bio s.r.0.), Combi PRaster Mix
(Top-Bio s.r.0.), TaKaRa LAag Do vSech reakci bylo standaidstidavano BSA
(Bovine Serum Albumine 20mg/ml, Fermentas), prbistaci reakniho prostedi a
zvySeni @innosti.

Jedna reaini snes mela nésledujici sloZeni: 6,75 pl dgbt 1,25 pl 10x
pufr (10x Ex Taq pufr (TaKaRA)); 1,0 pl dNTP (2,5mWlaKaRa)); 0,75 pul primer F/R
(5uM); 0,5 pl BSA; 1,0 ul templatové DNA; 0,1 ul@BNA polymerasa Unis.iRlani
polymeréazy byl vzdy posledni krok.
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3.4.2. PCR profil pro amplifikaci jednotlivych fragmenta

VSechny amplifikace pranly na gistroji Bioer XP thermocyklér.
Standardni PCR profil & tyto kroky: predenaturace 94°C, 1 min., nasledim\vab
cykla (denaturace 94°C, 30 s, anneling 41°C - 60°C 30min30s, elongace 68°C,
Iminuta — 2min30s), reakci ukdta postelongace 72°C, 2 minuty.

V piipact, Ze se amplifikace fragmennezdéila pii standardnim profilu a
to ani po Upra¥ reakéni smési byla sniZzena teplota elongace v cyklicky se apeich
krocich amplifikace ze 68°C na 60°C.

Byla také vyzkouSena amplifikace dlouhych fragniggamoci tzv. ,long
PCR" jehoz profil byl nasledujici: D94/1 min, (D38s, A50/1 min, E72/10 min)x 35
cykla, E72/10 minut.

3.5. Gelova elektroforéza

Po prokhnuti PCR reakce byla jeji t&most (velikost a mnozstvi produktu)
ovérena pomoci elektroforetické verifikace.

1% agardzovy gel byl fpraven rozpugnhim 1g agarozy (SeaKem LE
Agarose, Cambrex) ) ve 100 ml 1xTAE pufru (zasolmdtok 50x TAE pufr je
nasledujiciho sloZeni: 121 g TRIS; 28,55 ml kyselictove; 50 ml 0,5M EDTA pH
8,0; 421,45 ml HKO) a naslednym rozéhtim v mikrovinné trouth Do takto
piipraveného gelu bylo dano 10 pl ethidium bromidukoncentraci 0,5ug/ul.
Pripraveny gel byl nalit do formy sté@binky. Tuhnuti gelu probihald@iplizn¢ 30 minut
pii pokojové teplot.

Elektroforéza probihala 45 minutipapti 115V a pokojové teplét Pro
uréeni mnozstvi a velikosti produktu byl spolu se ¥yananesen také velikostni marker
Lambda DNA/EcoRI+Hind Ill (FERMENTAS).

Rozdleny PCR produkt byl vizualizovan na UVP transilaétoru (UVP
transilluminator). Vysledek byl fotograficky zdokemtovan digitélni kamerou UVP.

Fotografie usgsné amplifikace PCR produktu a velikostni markeujsa obrazku 1.
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Obr. 1. Ukazka Wzného vysledku po agarézové elektroforéze. VlevoLgenbda
DNA/EcoRI+Hind Il marker, vpravo pak gel s @&§oe amplifikovanym usekem pro
COI (ozn&eno Zlut) a usekem pro ND5 jehoz amplifikace byla mémsgsSna a

nasledovaly Upravy podminek reakce (@amocervere).

3.6. Purifikace PCR produktu

Po owfeni usgsSnosti PCR pomoci gelové elektroforezy byl produkt
enzymaticky pecisten. Frecisténi slouzilo k odstragni presahujicich jedriettzci DNA
a gipadnych volnych nukleotid

3.6.1.PrediStovani pomoci snisi ExoSap-ITe uss) (Dugan et al., 2002)

K produktu po PCR reakci bylofigano 0,5 pl Exonuclease | (20 U/ pl,
Fermentas) a 1,0 pul Shrimp Alkaline Phosphatas&/(ll, Fermentas), vzorek byl
promichan na vortexu. Nasledujici inkubace probikaBioer XP thermocykléruip
37 °C 30 minut nasledovala inaktivace enaypii 87 °C 15 minut. Takto igcisteny

produkt byl pouzit do sekveéni reakce.
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3.7. Sekven#ni reakce

Smes pro sekvensi reakci byla michana na ledu v mikrozkumavkach o
objemu 200 pul. Do reakce bylo dano 0,5 pl priméxg,- 2 ul DNA (ffesné mnoZzZstvi
bylo urkeno na zaklatlvysledki gelové elektroforézy, kdy byl n&S produkt porovisan
velikostnim markerem Lambda DNA/EcoRI+Hind I, gld tak zjiS€no priblizné
mnozstvi DNA v ng v daném produktu) a ddHv takovém mnozstvi, aby celkovy
objem reakceinil 7,5 pl. K analyze sekvenci byl pouzit autorok§i sekvenator ABI
PRISM 3130x! (Applied Biosystems, Biologické cemriAV CR, UMBR, Laborat®
genomiky).

3.8. Vyhodnoceni a zpracovani sekvenci

Ziskané sekvence byly nejprve pro kontrolu idekdiiany v programu
BLAST v databazi NCBI BlastSearch (http://www.naltm.nih.gov).

Po této kontrole byly ze sekvenci v prograreqi8anll (programovy balik
DNASTAR ver. 4.0; DNASTAR, Inc.) vytdeny contigové sekvence (soubor
piekryvajicich se DNA segmahntkteré spoléné vytvareji celistvou kontinualni
sekvenci) a ulozeny ve formatu fasta.

Alignmentyéchto sekvenci byly vyty@ny metodou ClustalW (program
Mega 4, Tamura et al., 2007), porovnany s refareni sekvencemi a vifpac
potreby byly manudlé opraveny neuité baze.

Anotace mitochondrialniho genonidiuraphis noxiaprokehla v programu
MITOS, ktery po vlozZeni fasta formatu mitochondriélo genomu vygeneroval tabulku
s pdadim a velikosti gan tRNA, rRNA a nekddujicih oblasti. Bylo zde tak&ino
ziskat data ve formatu ,Gene order”, ktery byl ipbhy pro analyzu translokaci
v programu CRex. Tento program vyuziva strukturtrdevanou ,pg-tree” (Booth et
al., 1976) a heuristicky twje pestavbové scémd k transformovani jednoho faali
geni do jiného.Grafické znazo¥ni genomu bylo vytvieno programem mtviz, ktery
stejre jako MITOS a Crex p#t do volrg pristupného programového souboru
vytvoreného tymem na Department of Computer Science Uiiyeof Leipzig

(pacosy.informatik.uni-leipzig.de).
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Protein kédujici sekvence bylydeny na zaklaglporovnani s jednotlivymi
geny u msicé&chizaphis graminum programuMega 4(Tamura et al., 200&)ejich
spravné ufeni bylo oeieno v programu DOGMA (Wyman et al., 2004).

tRNA byly identifikovany pomoci programu tRNAsc&t: (Lowe et al.,
1997) kam byl ogt vioZzen format fasta a z nabidky vybrany paramptoy
mitochondrialni genom. V tomto programu byly takéunalizovany ,trojlistkove*

struktury tRNA. Schematické znazéni obecné trojlistkové struktury je na obrazku

Obr. 2: Schematické znazafni obecné ,trojlistkové” struktury fpvz. Lowe and
Eddy,1997)

Fylogenetick&a analyza geifvytvoreni dendrogramu) byla provedena
v programu Mega 4 (Tamura et al., 2007)¢mi také byly vyp&teny hodnoty p-
distance (procentudlni vyjéehi rozdilu) charakterizujici nukleotidovou varlii
jednotlivych gef. Pro tvorbu dendrograirbyl pouzit konkatenovany soubor
(sekvence genv paadi v jakém se vyskytuji v mitogenomech bez nekiéétth
oblasti, tRNA), tRNA nebyly zahrnuty Zidodu vysoké varibility (na arovni
nukleotidi, délky i pozice v genomu) a naopak byldany geny pro rRNA.
Vzhledem k tomu, Ze whterych druti dosSlo k gesunu gei, byly geny v

konkatenovaném souboruraeeny podle p@adi geri v mitogenomu msice.

Programem Mega 4 (Tamura et al., 2007) gdpvorbou dendrograim
testovan nejvhodijsi model pro metodu Maximum likelihood, ktery lwylbran na

zaklad Akaike kritéria.
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Graficka analyza rozloZeni nukleotidové variabi(iyjadiené parametrem
7 vypoiteném z parovych srovnavani) po celé délce mitodhialni sekvence byla
provedena metodou ,klouzavého okéenka® (sliding weinylv programu DNASsp
(Librado et al., 2009), @b na konkatenovaném souboru PCG. Podstatou metody |
vyhodnoceni nukleotidové variability v kratSich cief (,okénku"), které jsou
krokow propaitavany po celé délce sekvence, a vysledky jsonaraenany do
grafu. Velikost ,okénka“ i ,kroku“ je empiricka, et jde gredevsSim o nazornost
grafu.
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4. Vysledky

V této praci byl osekvenovan cely mitochondri@ahom msic®iuraphis
noxia Veskeré nasledné analyzy byly proég zarové s dalSimi mitochondrialnimi
genomy zastugcpodddu Sternorrhyncha. Celkem bylo vybrano 11 jetlinéeledi
mSicoviti (Aphididae), korovnicoviti (Adelgidae),aroviti (Psyllidae), molicoviti
(Aleyrodidae) ateledi Phylloxeridae Provedeny byly jak analyzy celogenomové tak i
analyzy pouze na kodujicich sekvencich. Tyto tegty pomoci vyjasnit vzajemneée

fylogenetické vztahy mezi jednotlivyrieledmi.

4.1. Mitochondrialni genomDiuraphis noxia

Pro osekvenovani celého mitochondrialniho genoyfau fiouZzita
kombinace metod ,primer walking” a ,long PCR", khewvSem sama o sbhevedla
k predpokladaanému vysledku. Kombinaci vySe uvedengiaiiep: byly
naamplifikovany Useky o velikosti 300bp-1000bp ré&tbyly nasledé& osekvenovany a
programem SegManll (programovy balik DNASTAR vf); DNASTAR, Inc.)

z nich byl vytvden celkovy contig. V tabulce 6 jsou uvedeny podmiakplifikace
jednotlivych primet, spol€né s isekem, ktery amplifikovaly. Nejsou zde zémiy
tRNA, které byly amplifikovany spote¢ s geny v pipac, Ze byly zvoleny primery
z Uplnych zaatka ¢i konal geni. PCR produkty byly sekvenovany ve&m5'-3" i ve
smeéru 3°-57, oba primery jsou uvedeny kigac, Ze ok ziskané sekvence byly
pouzity pro tvorbu contigu. Vifpad, Ze sekvenai reakce nebyla v jednom Fipacd

aspEsSna je uveden pouze ten primer s nimz gzblusgsSna sekveriai reakce.

Tab. 6 Podminky amplifikace jednotlivych primespol&n¢ s naamplifikovanym

usekem
Naamplifikovana oblast Primery Annealing Elongace
teplota cas teplota cas
Col TY-J-1460 60°C 45s 68°C 1min30s
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LCO1490 47°C 35s 68°C 1min30s
HCO02198
C1-3-1859 49°C 45s 68°C 1min
TL2-N-3014

coll C1-3-2756 49°C 45s 68°C 1min
C2-N-3665
TL2-J--3033 53°C 45s 68°C Imin
C2-N-3665
AdelCOIIf1(3023) 57°C 45s 68°C 1min30s
AdelCOlIr1(3615)
NoxCO2F(3590) 55°C 45s 68°C 1min
NoxCO2R(4115)

ATP/COII TK-J-3790 51°C 1min 68°C 2min
C3-N-5460
AphidCO2f(3600) 49°C 30s 68°C 1min30s
AphidCO3rev(5400)

Ccolll DnCO3(f(4870) 53°C 45s 68°C 1min30s
C3-N-5460

COIII/ND3 DnoxC3F(5240) 59°C 45s 68°C 1min
DnoxND3R(5613)

ND3/ND5 N3-J-5747 47°C 45s 68°C 3min
N5-N-7793

Repeats DnoxRepF1(5950) 53°C 1min 60°C 2min
DnoxRepF1lrev(6922)
RepforE(6272) 55°C 1min 60°C 2min
ReprevF(6930)
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ND5 DnoxND5F(6700) 55°C 45s 68°C 1min
N5-N-7793
AdelND5for1(7706) 51°C 45s 68°C 1min
N5-J-6579 47°C 45s 68°C 1min
AdelND5rev1(7461)

ND4/ND5 Noxnd5z4f(8300) 57°C 45s 60°C 1minl5s
Noxnd5z5r(7498)
Noxnd4end(8126) 41°C 45s 60°C 1minl5s
Noxnd5str(7650)

NDA4L/CytB N4-J-8944 55°C 1min 68°C 2min
CB-N-10920

ND4/ND4L NoxND4F(8614) 57°C 45s 60°C 1min
NoxND4R(7500)

ND6 NoxND6F(9320) 51°C 45s 60°C 1min
NoxND6R(10213)

CytB CB-J-10933 59°C 45s 68°C 1min30s
AdelCytBf1(10908) 50°C 45s 68°C 45s
AdelcytBr1(11340)
AdelCytBfor2(11261) 51°C 45s 68°C 45s

CytB/ND1 CB-J-11335 45°C 30s 68°C 1min30s
N1-N-12595

ND1 11841-for 43°C 35s 60°C 1min
Nox16Srev

ND1/16S N1-J-12585b 51°C 45s 68°C 1min

16S/12S LR-J-13342 53°C 45s 60°C 1min
SR-N-14745b

12S Dn12SF(14400) 41°C 45s 68°C 1min
SR-N-14922
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AT SR-J-14612 47°C 45s 68° 1min30s

TIN24
Adel12Sfor2(14631) 51°C 1min30s 68°C 2min30s
AdelATrev1(210)

ND2 TM-J-210b 51°C 45s 68°C 2min
AphidND2-J80 57°C 45s 68°C 1min

AphidND2-N743

NoxATND2F(105) 49°C 45s 68°C 1min
NoxND2R

NoxND2F2(735) 55°C 45s 68°C 1min
NoxND2R2(1530)

4.1.1. Charakteristika mitochondrialniho genomuDiuraphis noxia

Celkova velikost mt genomu je 15779 bp. Celkenobgéntifikovano 13
genti, 2 nekodujici oblasti, 2 rRNA a 19 tRNA. Nasledramalyzou v programu Mitos
(http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de) byly identifik@ny dalsi 3tRNA (Arg, Ser2, Gin),
tyto domrglé tRNA vSak nebyly identifikovany na zakkagorovnani jejich sekvenci
s tRNA u ostatnich zastup¢eledi mSicoviti, pedevsim pak se mSiSichizaphis
graminum ktera ma mitochondrialni genom nejpodé&gBhnow osekvenovanému
genomuDiuraphis noxiaa nebyly dale brany v tGvahu.

Grafické ztvarani mitochondrialniho genomu bylo vytteno programem

mtviz (pacosy.informatik.uni-leipzig.de) a je naréiku 3.

Celkovy obsah nukleotidA/T v celém genomu je 84,7% (T 38,9%; A
45,8%; C 9,6%; G 5,7%).
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15779nt

Diuraphis noxia

Obr. 3: Model mitochondrialniho genoniiuraphis noxia(geny ozn&eny

modie, tRNAcerverg, rRNA oranZzo¥ a nekodujici oblasti zl&x

4.1.2. Geny kodujici protein (PCG)

Na hlavnimietzci (J-strand) se vyskytuje 9 gerostatni geny se vyskytuji
na vedlejSim (N-strandgtzci. Jejich pozice, velikost a procentualni zasemip
jednotlivych nukleotid je uvedeno v tabulce 7. Obsah nukled®#dT v kddujicich
genech je 85,1%. V tabulce 11, kapitole 4.2. vidibgeprocentualni zastoupeni A/T
nukleotidi je velmi podobné u vSech diiuh

Tab. 7: Velikost, délka, pozice a zastoupeni nukletidednotlivych geti

Gen zg&atek | konec velikost | kodony J | zastoupeni nukleotid(%)
(bp) iniciacni | terming- |/ | A T C G
ni N
COl 1 1529 1529 ATA TAA J| 35,6 41,5 12,6 10,3
Ccoll 1600 2271 671 ATA TAA J| 411 40,2 11,3 7,4
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ATP8 | 2399 2566 167 ATA TAA J 45,8 44,6 8,3 1,2
ATP6 | 2547 3200 653 ATT TAA J 38,5 44,8 11,65,0
colll 3200 3985 785 ATG TAA J| 39,7 44,0 10,2 6,1
ND3 4046 4402 356 ATA TAA J| 39,5 47,9 8,4 4,2
ND5 5429 7099 1670 ATA TAA N 30,9 55,4 50 8,7
ND4 7215 8523 1308 ATA 0 N 29,6 56,2 4,7 9,5
ND4L | 8532 8822 290 ATA TAA N 33,0 56,4 2,7 7,9
ND6 8955 9446 491 ATT TAA J 43,5 46,1 6,3 4,1
CytB 9450 10565 1115 ATG TAA J 36,6 44,3 10,8 8,3
ND1 10647 11582 935 ATT TAA N 31,1 53,1 5,6 10,
ND2 14611 15588 977 ATT TAA J 417 46,7 7,9 3,7

0 Stop kodon nebyl detekovan je pétuytvoien az posttransiai polyadenilaci

4.1.3 tRNA

Celkem bylo identifikovano 19 tRNA, jejichZ ,trégtkova“ struktura je

znazorrno na obrazku 4. Antikodony jsou orientovanysem dotfi jak je patrné

Z ilustra&niho obrazku 2.

Velikost, poloha ndetézci, nukleotidové sloZzeni a antikodony jednotliviBINA jsou
uvedeny v tabulce 8. Celkem je v tRNA obsah nukdig&od/T 85,7%.
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Obr. 4: ,Trojlistkovd“ struktura tRNA vytvéena v programu tRNAscan-SE (Lowe et
al., 1997)
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Tab. 8 Velikost, délka, pozice, antikodony a zastouperkleotici u tRNA

tRNA zatatek | konec velikost | fettzec | antikodon zastoupeni nuklediti@o)

(bp) A T C G
L2 1529 1596 67 J TAA 45,6 36,8 7,4 10,3
K 2274 2346 72 J CTT 45,2 30,1 12,3 12,3
D 2347 2408 61 J GTC 45,2 40,3 6,5 8,1
G 3985 4048 63 J TCC 48,4 42,2 4,7 4,7
A 4403 4466 63 J TGC 44 .4 44 .4 4.8 6,3
N 4530 4595 65 J GTT 50,0 33,3 7,6 9,1
E 4660 4724 64 J TTC 50,8 44,6 3.1 1,5
F 5363 5428 65 N GAA 40,9 43,9 3,0 12,7
H 7151 7214 63 N GTG 43,8 43,8 1,6 10,4
T 8824 8885 61 J TGT 53,2 38,7 3,2 4.8
P 8887 8953 66 N TGG 40,3 46,3 3,0 10,4
S 10573 10637 64 J TGA 47,7 43,1 31 6,2
L1 11583 11647 64 N TAG 40,0 46,2 31 10,8
Vv 12906 12968 62 N TAC 46,0 41,3 6,3 6,3
I 14412 14475 63 J GAT 40,6 37,5 7,8 14,1
M 14544 14610 66 J CAT 41,8 37,3 10,4 10,4
W 15587 15652 65 J TCA 47,0 40,9 7,6 4,5
C 15645 15709 64 N GCA 41,5 44,6 4,6 9,2
Y 15713 15778 65 N GTA 42,4 39,4 4,5 13,6

4.1.4. rRNA a nekdduijici oblasti (AT — control regdbn, Repeats region)

Sekvence pro rRNA i nekddujici oblasti byly¢emy v programu MITOS
(pacosy.informatik.uni-leipzig.de). Pro kontrolu Iy nasled® porovnany se
sekvencemi referénich druti. Jejich velikost, pozice a zastoupeni nukleotjd
uvedeno v tabulkach 9 a 10. U nekddujicich oblaetii uvedena poloha na Jidzci
neba neni objaséna. Obsah nukleotid A/T je vrRNA 81,6% a v nekodujicich
oblastech 88,5%.
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Tab. 9: Velikost, pozice a zastoupeni nukledtid rRNA

rRNA zatatek | konec velikost rettzec Zastoupeni nukleofid%)

(bp) A T C G
rrmL (16S) | 11685 12315 631 N 41,5 36,9 138 7.,
rnS (12S) | 12979 13738 760 N 43,8 406 9,9 S,T

Tab. 10 Velikost a zastoupeni nukleotidi nekédujicih oblasti

nekodujici | zatatek | konec velikost | Zastoupeni nukleotid(%)

oblast (bp)  [A T c G

AT 13739 14411 672 44,0 42,6 8,5 4,9
repeats 4725 5362 637 54,1 36,4 8,0 1,6

V nekddujici sekvenci ozfiavané jako ,repeats” se vyskytuje celkem 6
kratkych tandemovych repetic dlouhych 11 bazi. B&ede vyskytuje Usek dlouhy 69
bazi, ktery je tért totozny stasti repeats” oblastschizaphis graminunzZbyla ¢ast
repeats oblastDiuraphis noxiaje tvaena pedevsSim dlouhymietizky jednotlivych
nuklotida A ¢i T.

Druha nekddujici oblasti (,AT region) je charakimmvana pedevsim
Useky, kde dochazi k pravidelnémidddni nukleotid A/T. Jako celek vSak AT oblast
jiz nevykazuje flis velkou homolohgii i porovnani s AT oblasti ostatnich zastiupc
celedi Aphididae.

Sekvence obou nekddujicich oblasti jsou uvedeaniflaze 2.

4.2. Mezidruhové srovnani mitochondrialnich genom vybranych

zastupai podiFadu Sternorrhyncha

Komparativni anylyza zahrnuje jednak 10 uUplnychtogeenoni a dale

fragmentované mitogenonty. vitifoliae (Phylloxeridae) &. prelli (Adelgidae).
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4.2.1. Srovnani velikosti mitogenon a jejich nukleotidového slozeni

Prehled srovnavanych parametuvadi tabulka 11. Z ni je patrné, Ze

velikost mitogenom zastupé@ Sternorrhyncha se pohybuje v rozmezi zhruba od@d5k

(nejmensi mitogenom . venustado 18,5 kbp (negtSi mitogenom byl nalezen

vaporariorum). D. noxiase délkou mitogenomuiplizuje viceS. graminumneba’ A.

pisumje ténei o 1kbp delsi.

Tab. 11 Velikosti mitochondrialnich genaimanalyzovanych jedirica zastoupeni AT

nukleotidi
Zastupce Velikost genomu bp Zastoupeni  nuklédtid
(%)

Diuraphis noxia 15799 bp 84,7%
Dreyfusia prelli zatim osekvenovano 7258 bp  82,4%
Schizaphis graminum 15721 bp 85,4%
Acyrtosiphon pisum 16971 bp 85,4%
Dactuloshaira vitifoliae zatim osekvenovano 123484,9%

bp
Pachypsylla venusta 14711 bp 75%
Bemisia tabaci 15322 bp 75,6%
Tetraleurodes acaciae 15080 bp 72%
Aleurochiton aceris 15388 bp 77,9%
Aleurodicus dugessi 15723 bp 86,3%
Neomaskellia andropogonis 14496 pb 81,3%
Trialeurodes vaporariorum 18414 bp 72,3%

Obsah nukleotidl A/T je u téngt vSech jeding vyrovnany a pohybuje se

kolem 80%. Vyrazé vysSi obsah nukleotid nema ani jeden ze zastupceledi

mS3icoviti (Aphididae) &oliv je znamo, Zze mSice maji kr@mekddujici oblasti AT-

control region je&t dalSi nekddujici oblast mezi geny ND3 a ND5 & tfio oblasti

jsou velmi bohaté na nukleotidy Aa T.
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V tabulce 12 jsou uvedeny velikosti a polohy nak@ah oblasti spokané
s obsahem nukleotid Ackoliv jsou u ¢eledi mSicoviti 2 nekddujici Useky pro lepsi
orientaci nazvany oblast AT a ,repeats” (n&lastji ,repeats region“), v GenBanku se
ob¢ oblasti vyskytuji pod stejnym nazvem ,repeats oagi a proto je i zde v tabulce
toto ozn&eni zachovano. Dale byly do tabulky zaznamenargtkévnekddujici oblasti
téch druhi, kde tato oblast nebyla oziema jako ,repeats region* Zidodu absence
palindromické sekvenceéi bloky opakujicich se nukleotidA/T, ale vyskytovala se

piiblizné ve stejné poloze na genomu jako u ostatnichidruh

Tab. 12 Nekddujici oblasti, jejich délka a obsah nukleiti

Jedinec nekodujici zaatek konec velikost | Zastoupeni nukleotid(%o)

oblast ®bp A [T Jc o
Diuraphis AT 13739 14411 672 440 42,6 8,5 4.9
noxia repeats 4725 5362 637 54,1 364 8,0 1,6
Dreyfusia AT 0 0 0 0 0 0 0
prell repeats 0 0 0 0 0 0 0
Schizaphis nekaod. obl. 13734 14355 621 40,2 466 7,9 5,3
graminum repeats 4757 5364 607 490 32p 1200 3,8
Acyrtosiphon | repeats (AT) 14729 15189 460 49,9 43|14 5,2 15
pisum repeats 4700 6212 1512 568 3204 83 23
Dactuloshaira | repeats (AT) 6800x 7175x 375 39,9 455 7,2 7,4
vitifoliae
Pachypsylla nekaod. obl. 12745 13341 596 42,6 414 9,0 7,0
venusta
Bemisia nekdd. obl. 13614 13983 369 46,4 31,9 6,4 15,
tabaci
Tetraleurodes | nekéd. obl. 12982 13714 732 30,2 39)6 15/4 14,
acaciae
Aleurochiton repeats (AT) 13687 14122 435 36,5 4410 9,9 9,6
aceris
Aleurodicus repeats (AT) 12892 14266 1374 58,0 34{3 3. 4.8
dugessi
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Neomaskellia | repeats (AT) 11845 12016 171 48,8 39/0 375 8,7
andropogonis

Trialeurodes repeats (AT) 13015 16739 3724 43,7 37|17 8,3 104

vaporariorum

0 — zatim neni osekvenovéano

X — sekvence mitochondrialniho genomactulosphaira vitifoliaev GenBanku z&na tRNA histidin
nikoliv genem pro COI jako u vSech ostatnich jedirfdehle@ naciselné oznéni bazi je vSak repeats
oblast svym vyskytem mezi 12S rRNA a tRNA lle lakal/dna totzs jako AT oblasti u ostatnich

jedina.

Ze zastupt celedi Aphididae ma nejdelsi nekodujici oblasti msic
Acyrtosiphon pisum Naopak délka nekodujicich oblasti mduraphis noxia a
Schizaphis graminunjsou téngi totozné. Ze vSech testovanych druma \ibec
nejdelSi nekodujici oblast zastupéeledi Aleyrodidae,Trialeurodes vaporariorum
délka jeho nekodujici oblasti je tén¥ kb.

4.2.2. Srovnani na zaklad zménéného pa-adi geni

V programu CRex (pacosy.informatik.uni-leipzig.dé)yly porovnany
jednotlivé mitochondrialni genomy mezi sebou (nekimd oblasti nebyly brany
v Gvahu) a naslednbyly graficky znazorény presuny tRNA a dokonce i gérmezi
jednotlivymi mitochondridlnimi genomy analyzovahyjedindi. Pro tuto analyzu byly
vyiazeny neuplné genomy phylloxeDactulosphaira vitifoliaea korovniceDreyfusia
prelli neba’ ty nebylo mozné porovnat. Na obrazku 5 je scherkatnakres ptadi
geni, tRNA a rRNA uceledi Aphididae mezi jejimiz zastupci analyzovanyniéto
praci nebyly Zadnéifpsuny nalezeny.

Vzhledem ktomu, Ze &které aminokyseliny nebyly v jednotlivych
genomech detekovany, jsou rozdily ve vyskytu tRN&rmmenany v tabulce 13 Tyto
tRNA se pak v jednotlivych ffpadech nevyskytuji ani v grafickém porovnéni
analyzovanych mitogenaim

V tabulce 14 jsou pak zaznamenany jednotlivéspny gefi a tRNA
v mitogenomech testovanych dfuhGrafické znazomni piesunu a jejich mozné

puvody jsou uvedeny vifloze 3 obrazcich 6-12.
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Obr. 5: Schematicky nakres padi geri tRNA a rRNA uceledi Aphididae
Tab. 13 Zmeny ve vyskytu tRNA u jednotlivych zastujpc

tRNA Vyskyt ¢i zmena

Serin (S) wWiuraphis noxia Acyrtosiphon pisupiletraleurodes
acacieaea Aleurodicus dugesBe vyskytuje pouze v 1 kopii

Tyrosin (Y) uPachypsylla venusti&Zi na Nretézci

Valin (V) u NeomaskellimndropogonideZzi na Fetzci

Methionin (M) uAcyrtosiphon pisurse vyskytuje ve 2 kopiich

Isoleucin (1) nevyskytuje se TetraleurodesicacieaeNeomaskellia

andropogonisAleurochiton aceris

Asparagin (N) nevyskytuje seetraleurodescacieag Neomaskellia

andropogonis

Alanin (A) nevyskytuje se bleomaskellisandropogonis
Glutamin (Q) nevyskytuje se AJeurodicus dugesii
Arginin (R) nevyskytuje se Diuraphis noxia Neomaskellia

andropogonis

Tab. 14: Jednotlivé detekované fesuny geri a tRNA u testovanych druhi

Porovnavané druhy Detekované&m u drutii porovnavanych
scéeledi Aphididae

eled” Aphididaé x Trialeurodes tRNA G (glycin) se vyskytuje az za tRNA W

vaporariorum (tryptofan)

tRNA S (serin) se vyskytuje jiZed tRNA E
(kys.glutamova)

tRNA C (cystein) se vyskytuje az za tRNA
(tyrosin)

eled” Aphididaé x Tetraleurodesicacieae po genech pro ATP nasleduje rovnou tRNA E
(kys.glutamovd) vyskytuje se narbiézci,
tRNA A (alanin) je aZ za geny pro &b
podjednotky rRNA

blok gerii a tRNA: ND3, tRNA G (glycin),
COlll, tRNA D (kys. aspargova) se vyskytuje
na Nietezct. Tento blok se vyskytuje mezi
12S rRNA a tRNA A (alanin)

eled” Aphididaé x Aleurodicus dugesii tRNA C (cystein) se nachazi za tRNA Y
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(tyrosin)

geled’ Aphididaé x Aleurochiton aceris

po genech pro ATP nasleduje tRNA S (seri
na Nietzci

blok gerii a tRNA: tRNA A (alanin), ND3,
tRNA G (glycin),COIlll, tRNA N (asparagin)
se nachazeji na Mtzci' v poloze mezi
genem pro CytB a genem ND1

tRNA C (cystein) se nachazi za tRNA Y
(tyrosin)

teled’ Aphididaé x Bemisia tabaci

pro genech pro ATP nésleduje tRNA S
(serin), na Nretezci

tRNA E (kys. glutamovd) se vyskytuje take
N fetézci, v pozici ihned za tRNA S (serin)

2

tRNA D (kys. aspargova) je naidtzci,
vyskytuje se mezi tRNA V (valin) a 12S
rRNA

mezi 12S rRNA a tRNA | (isoleucin) se
nachazi blok gaha tRNA: tRNA N
(asparagin), tRNA A (alanin), ND3, tRNA G
(glycin), COIIl. Tento blok je na Netzci*

tRNA C (cystein) se nachazi za tRNA'Y
(tyrosin)

eled” Aphididaé x Neomaskellia
andropogonis

pro genech pro ATP nasleduje tRNA S
(serin), na Nretézci

tRNA K (lysin) je mezi geny CytB a ND1

tRNA P (prolin) je az za 16s rRNA

blok ND3, tRNA G (glycin), COIll se nachaz
na Nietézci'aZ za tRNA P (prolin)

—

12S rRNA a tRNA V (valin) se vyskytuji az
za tRNA C (cystein) a tRNA Y (tyrosin)

eled” Aphididaé x Pachypsylla venusta

tRNA S (serin) je jiz ped tRNA E (kys.
glutamova)

0 jednotlivé druhyteledi Aphididae se nelisi a proto je zde wrécel&eled

Z tabulky Ize vyist, Ze nejutSi variabilita v usptadani mitogenoinje mezi

celedi Aphididae a&tSinou druli ¢eledi Aleyrodidae naopateled Psyllidae,

zastoupena druheRachypsylla venustse svym mitogenomem liSi @geledi

Aphididae nejmé# Dale je patrné, Ze ngstjSi zantna pozic probiha mezi tRNA C

(cystein) a Y (tyrosin). Druhou ngjsgjSi zanénou je gesunuti tRNA S (serinu)

z oblasti mezi geny pro CytB a ND1 do oblagg@tRNA E (kys. glutamovou), ktera

se nachazi za genem ND3eBuny geti nejsou pilis casté, ve vSech zaznamenanych

piipadech Slo oigsun 2 gein (ND3 a COIIl) v kombinaci s 1-3 tRNA, tento bloklb
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piesunut Zettzce J ndetzec N, jeho poloha na v genomu je variabilni meniyg
CytB a 12S rRNA

4.2.3 Analyza nukleotidové variability pro vykér mozného popula&né-genetického
markeru

V programu Mega 4 (Tamura et al., 2007) byly negppvo kazdy gen vygteny
hodnoty p-distance k &eni variability jednotlivych gain Matice pro kazdy gen jsou
v priloze 4, zde jsou v tabulce 15 uvedengm¥rné hodnoty p-distance pro kazdy gen.
Graficka analyza rozlozeni variability v celém naitondrialnim genomu byla
provedena metodou ,klouzavého okénka“ (sliding winilv programu DNAsp
(Librado et al., 2009) a je na obrazku 13.

Tab. 15 Primérné hodnoty p-distance

Gen Pimérna hodnota p-
distance
ATPG6 0,380
ATP8 0,522
COl 0,271
COll 0,314
Colll 0,369
CytB 0,311
ND1 0,350
ND2 0,422
ND3 0,381
ND4 0,415
ND4L 0,422
ND5 0,414
ND6 0,448
16S rRNA | 0,652
12S rRNA | 0,617
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Obr. 13: Analyza divergence 10ti mt genédmmetodou ,klouzavého okénka“ (sliding
window). Krok = 25b, okénko = 2008ervena linka znazauje pdadi PCG
v konkatenovaném souboru (odpovida skuéenu pdadi gerd na mitochondrii), modra

arovei variability. FreruSovan&ara znazatuje prtimérnou hodnotur.

Na zaklad pramérnych hodnot p-distance je nejvarialgim Uusekem
mitochondrialniho genomu oblast 12S, 16S rRNA a & TRato skuténost byla
potvrzena i analyzou rozlozZeni variability (Obr.18pa tomto diagramu je patrné, Ze
variabilita se liSi nejen mezi jednotlivymi genje axize dosahovatizné hodnoty i
v ramci jednotlivych gein Nagr. v ramci genu COI je vid ,peak” vySSi variability
v prvni poloviré sekvence (tedy konec 57), zatimco druha polowoadc 3") ma
naopak varibilitu vyraz&inizsi. Obdobnou situaci, kdy sé&idgji Useky o rozdilné
varibilité, Ize pozorovat i u dalSich geATP8, ND5 a ND4 a jako marker by tak mohly

slouzit jen rkteré jejich¢asti.
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4.2.4 Fylogeneticka rekonstrukce

Nasled’ byl opet v programu Mega 4 (Tamura et al., 2007) vigvo
fylogeneticky strom ze vSech kddujicich sekvendgIdA. Dendrogram byl

konstruovan metodami: Neighbor-Joining a Maximurkelihood. Vysledné
dendrogramy jsou na obrazcich 14 a 15.

T.vaporariorum

§
X
g
@

A_aceﬂs

—
005

Obr. 14: Dendrogram z kodujicich oblasti a rRNA(Neighbdaming, Kimura-2-
parametr, Pairwise deletion, Bootstrap 10Q@xyere je ozn&enaceled Aphididae,

mode celed’ Aleyrodidae, fialo¥ celed’ Adelgidae, Zlut Psyllidae a zelen
Phylloxeridae)
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Obr. 15: Dendrogram z kédujicich oblasti a rRNA (Minimumwotition, GTR+G+I,

Bootstrap 1000x¢ervert je ozn&enaceled’ Aphididae, motk celed” Aleyrodidae,
fialové celed” Adelgidae, zlut Psyllidae a zelenPhylloxeridae)

Topologie dendrografinshoduje a jasnz nich vyplyva rozdeni na jednotlivée
celedi, tedy mSicoviti (Aphididae), korovnicoviti ¢algidae), meroviti (Psyllidae),
molicoviti (Aleyrodidae) a Phylloxerida€eledi Aphididae,Adelgidae a Phylloxeridae
piitom tvaii jeden velky klastr. Druhym je skupina Aleyrodid@eled’ Psyllidae,
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zastoupena pouze jednim vzorkdPaghypsylla venus}ge sesterskou skupinou ke
klastruceledi Aphididae a Adelgida®. prelli z ¢eledi Adelgidae je nejviceipuzna
s phylloxerouD. vitifoliae. D. noxiavytvorila v ramci klastru Aphididae jednu skupinu

SA. pisum
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5. Diskuze

Jak jiz bylo zmi#no v Uvodu, je mitogenom hmyzu velmi bohaty na
nukleotidy A a T (Zhang et al., 1997). Tato skuiast ovliviovala veSkeré pracovni
postupy od izolace DNAips optimalizaci PCR reakci az po optimalizaci sakimei
reakce. Obzvlastbéhem PCR reakci a sekvenovani byloigba pdéitat s nahodnym
vyskytemietizkii nukleotici A ¢i T a vyskytem tandemovych repetécito nukleotid
a to nejenom v nekddujicich oblastech, ale i v PCG.

5.1. 1zolace DNA

V priabéhu préace byly vyzkouSeny celkem 4 metody izolaceADRome
izolace pomaoci kit jeSe€ izolacecisté mitochondrialni DNA. # pouziti DNA
vyizolované pomocitznych kiti brzy po provedené izolaci nebyi pmplifikaci
stejného Useku zaznamenan vyznamny rozdil ¥3igsti amplifikace. V fpadt
pozcjSich amplifikaci dochazelo k postupné degrada@olgované DNA.
(QIAGEN).

Pti izolaci DNA pomoci komeich kiti je vS8ak kromd mitochondriélni
DNA vyizolovana i DNA nukleérni. Byla proto téZ pedena izolacéisté
mitochondrialni DNA. Na zakladstudia literatury (Arctander, 1995; Zhang et al.,
1997 ) byla tato metoda pouzita@vddu owieni amplifikace pravych
mitochondrialnich Usek neba ¢asto dochazi kipsunwasti mitochondrialniho
genomu do jadra (tzv. NUMTS) &ignmesné izolaci (pomoci ki) mize byt tato
presunut&ast naamplifikovana spdle¢ s anebo misto autentickych mitochondrialnich
Useki a vykazovat tak falegrpozitivni signal reakce, obzvl&3tii pouZziti
nespecifickym primeru konzervovanych oblasti genomu.

Rozdily v amplifikaci u DNA vyizolované pomoci kit ¢isté
mitochondrialni DNA vSak nebyly zaznamenany. S &s8jyravépodobnosti bylo
hlavnim divodem brzké pouziti specifickyai polospecifickych primet, které se

vazaly pouze na mitochondrialni Useky.
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5.2. Optimalizace PCR reakni smési a PCR profilu

Reakce byly michany ve standardizovaném objemul2@Gelkem bylo
vyzkouSeno 5 tyfp polymeraz (stiznou &innosti pro amplifikaci dlouhych fragment
¢i ,proof-reading” aktivitou), pi elektroforetické verifikaci vSak nebyly patrné&dily
V pouZziti polymerazy a proto byla standafgouzivana Tag DNA polymerasa Unis
(Top-Bio s.r.o0.). Standardrbylo do vSech reakcifildvano i BSA (Bovine Serum
Albumin), pro stabilizaci rekace. V patcich prace byly testovany i reakce bez pouziti
BSA, které ovSem vykazovaly horsi vysledky (nedipea ¢i slabsi produkty), a
z tohoto divodu se BSA stalo standardni 8asti PCR realniho mixu.

Primery pro PCR reakce byly nejprve pouzivany ersgdlni z praci Simon
et al. (1994 a 2006}i Folmer et al. (1994). Podllo se s nimi naamplifikovat
piedevsim konzervovanéasti geri. VétSinou vSak produkovaly pouze nespecifické
produkty a to i za pouzitéisté mitochondrialni DNA. Dale byly testovany prime
polospecifick€, navrzené fgvazi pro osekvenovani mitochondrialniho genomu
Dreyfusia prelli (Zurovcova, Sattranova). Ani zde vSak nebyla afiplie [Filis
auspsSna a proto byly ze ziskanych sekvenci navrzengngry specifické, jejichz
GspEsSnost byla térgt 100%.

Pro pivodrg planovanou metodu ,long PCR" se vSak pro polovinu
vybranych fragmeiit nepodélo optimalizovat PCR profil, dalSim problémem uoté
metody byly @ilis dlouhé fragmenty, u kterych se netildareamplifikace v rofedtném
mnozZstvi a ani jejich nasledna sekvenace. Vzhleklemuspokojivym vysledikn bylo
od této metody jiz v Zg@tcich prace upudio.

K amplifikaci vSech fragmeft mitogenomu byla nasledn pouzita
kombinace metod ,primer walking” s navrzenymi sfiekymi primery a ,long PCR*

S primery univerzalnimi.

Pfi optimalizaci PCR profilu pro ,primer walking“ bgl nutné navrhnout
individualni teploty annealingu a elongace pro Kazmhr specifickych primér
amplifikovaného Useku. lfps pouzivani specifickych printea ¢isté mitochondrialni
DNA se [ elektorforetické verifikaci objevovaly nespecKi produkty, které byly
zpisobeny s neptSi prav@épodobnosti sklouzavanim polymerazy v A/T bohatych
¢astech genudi nekddujici oblasti. Véchto gipadech pak byloifstoupeno ke snizeni
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teploty elongace pro PCR reakci na 60°@. tpto teplot jiz byla amplifikace A/T
bohatyché¢asti mitogenomu Uspné (protoZze nukleotidy A/T jsou spojeny pouze 2 H-
mustky a stai niZSi energie k jejich spojeni).

Pro sekvenani reakce byla dodrzovana stejna teplota elongpicektere
byla UsgSna amplifikace PCR nebo zde se pedpokladal problémip, cteni A/IT
bohatych¢asti mitogenomu, ktery byast&né eliminovan pra¥ snizenou teplotou
elongace.

Po snizeni elongai teploty byly bez vyraznych problénamplifikovany i 2

nekoédujici oblasti, v nichz je zastoupeni nuklao®dT témsi 90%.

5.3. Charakteristika mitochondrialniho genomuDiuraphis noxia

V této praci se pod#o osekvenovat cely mitochondrialni genom mSice
Diuraphis noxia celos¥tové vyznamného &idce obilovin. Studium celého
mitochondrialniho genomu si kladlo za cfedevsim objevit vhodnou, variabilt@st
pro snadné a rychlé testovani populaci z celéhgiaswmebdé Zzadna z doposud
publikovanych fylogeografickych praci nevedla kidgfvnimu zawru zejména
z daivodu nizké variability zvolenych markKer Pro nasledné porovnani
mitochondrialniho genomu mSic®iuraphis noxia byly vybrany druhy Zzeledi
mS3icoviti (Aphididae), meroviti (Psyllidae), molidtd (Aleyrodidae), celedi
Phylloxeridae, jejichz mitochondrialni genomy bybsekvenovany a porovnavany
v praci Thao et al. (2004) a déale byladana neuplnad sekvence mitochondrialniho
genomu korovniceDreyfusia prelli osekvenovaného v bak&é&é praci (Sattranova,
2009).

Ackoliv bylo ocekavano, Ze budBiuraphis noxiasloZzenim svého genomu
odpovidat msSiciAcyrthosiphon pisunpatici do stejného taxonu Macrosiphini, je
sloZzenim svého genomu podeéfsi mSiciSchizaphis graminum taxonu Aphidini.

Nejwetsi mitogenom ze zastupceledi Aphididae ma msicAcyrthosiphon
pisum (16971 bp), mitogenomy msideiuraphis noxiaa Schizaphis graminunsou
témet totozné (15799 bp, respektive 15721 bp). Catkméa neje¢tSi mitogenom ze
vSech porovnavanych drath Trialeurodes vaporariorum (18414 bp) Celkové

N 1

procentualni zastoupeni nukledtid/T je nejvySSi uAleurodicus dugesgi86,3%), u
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vSech zastugc ¢eledi Aphididae je toto zastoupeni wviprru o 2-3% nizSi &oliv
praw mSice maji 2 velké nekddujici oblasti bohaté ndeutidy A a T, existence druhé

nekodujici oblasti tedy nema vyrazny vliv na celaukleotidoveé sloZeni genomu.

5.4. Protein kodujici geny

U Diuraphis noxiabylo zjis€no 6 gesali, kdy do sebe zasahovaiyeci
ramce fiznych ged ¢i piipadi, Ze tRNA gesahovala do gén Tyto pesahy jsou
vétSinou velké 1-5 bazi, vyjimku tvbpiesah genu ATP 6 do genu ATP 8, ktery je
velky 19 bazi. Wtlenovadi je vSak tento stavastym jevem (Boore, 1999) a vyskytuje se
i u dalSich druth porovnavanych v této préci.

Iniciacni a terminani kodony u jednotlivych génmsice Diuraphis noxia
jsou totozné s inictaimi a terminanimi kodony u zastugicceledi Adelgidae, liSi se
pouze kodony uvedené v tabulce 16.

Tab. 16 Rozdilné inicigni a terminani kodony weledi Adelgidae

Gen Inicigni Diuraphis LiSici se kodon a druh u kterého |se
/Termin&ni | noxia vyskytuje
kodon

CytB termin&ni | TAA Schizaphis graminupTAG

ND2 iniciatni ATT Schizaphis graminum, Acyrthosiphpn

piSUMATA
ND5 iniciactni ATA Acyrthosiphon pisumPATT
ATP6 iniciani ATT Acyrthosiphon pisumPATA

U genu ND4 se u&Siny druhi nevyskytuje stop kodon, jeho funkce je
obnovena posttranskeipi polyadenilaci. U &kolika zastupt celedi Aleyrodidae chybi
stop kodony i u dalSich génV souladu s literaturou (Boore 2004; Boore 20€i®ybi
stop kodony vzdy u génza nimiz nasleduje tRNA vyskytujici se naetEzci.

Ve 4 pgipadech (vSechny ¢eledi Aleyrodidae) byl zaznamenarfepun
bloku gerii (COIlll a ND3) a tRNA Zetzce J naettzec N a na zcela nové misto (mezi
geny CytB a ND2) v genomu. Toto nové misto vyskynku geri je nejspiSe druh@v
specifické.
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5.5. tRNA

Z 22 obvyklych tRNA vyskytujicich se v mitogenorhgich programem
tRNAscan-SE (Lowe et al., 1997) byldwraphis noxiaidentifikovano 19. &koliv
byly zbylé 3 aminokyseliny identifikovany programémTOS (http://mitos.bioinf.uni-
leipzig.de) jejich sekvence se nepiiltaptifadit k sekvencim stejnych tRNA u
ostatnich druth Poloha jednotlivych tRNAiuraphis noxiaodpovida poloham tRNA u
ostatnich zastugaeledi Adelgidae. Rozdily v polohach jednotlivychNIR mezi
porovnavanyméeledmi se shoduji s vysledky prace Lang et al. (20kdg, bylo
konstatovano, Zerpsuny tRNA v mitochondrialnim genomu jsou vetasté.

Charakteristickym rozdilem g@sunu tRNA mezieledi Aphididae a

ostatnimi testovanymi druhy jsoiigsuny tRNA S (serin), ktera se u ostatrieledi
vyskytuje na Nretzci a jiz fed tRNA E (kys. glutamova) a tRNA C (cystein), kiee
naopak nachazi az za za tRNA Y (tyrosin). Dale laglgnamenényipsuny tRNA A
(alanin), K (lysin), P (prolin), G (glycin), D (laspargova), N (asparagin).

5.6. rRNA a nekddujici oblasti

Obke podjednotky rRNA se Diuraphis noxiavyskytuji na
piedpokladaném mistpred velkou podjednotkou (16S rRNA) je tRNA L (leugipied
malou podjednotkou rRNA )12S rRNA) je tRNA V (ValirCharakteristickym znakem
Diuraphis noxigje mensi velikost 16S r RNA vzhledem ke vSem tnuh
porovnavanym v této praci. Vzhledem k této menBkesti vznikla mezi obma
podjednotkami nekddujici oblast, kde se vSak matysiytovat 3 zbylé tRNA nebo
jejich ¢asti, které se nepoti® identifikovat v programu tRNAscan-SE (Lowe and
Eddy, 1997).

U Neomaskellia andropogonse 12S rRNA a tRNA V (valin) vyskytuji az
za tRNA C (cystein) a tRNA'Y (tyrosin).

Nekddujici oblastDiuraohis noxiasvou délkou a strukturou odpovidaji
nekdédujicim oblastem mSi&chizaphis graminuntJ posledniho zastup¢eledi
Aphididae Acyrthosiphon pisumnje oblast ,repeats” dvakrat delSi. Taed je také
jedinou z porovnavanych driimajici 2 nekodujici oblasti. U ostatnich porovméxn

druhi se vyskytuje pouze jedna nekddujici oblast, kiemékterych fipadech
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(Pachypsylla venusta, Bemisia tabaci, Tetraleuratsiag neni ozn&ena jako
repeats, protoZze neobsahuje Zadné patrné form{iaepkleotich A/T. Presto byly
Vv této praci tyto Useky porovnany s AT bohatymiasidni ostatnich druha az na
Tetraleurodes acaciagA 30,2%, T39,6%) zde nebyly patrnglisné odchylky od

nukleotidového zastoupeni.

5.7. Analyza nukleotidové variability a fylogenettka rekonstrukce

Podle pedpokladu neutralni teorie (Kimura, 1984) je mazhva
divergence pokrgovanim vnitrodruhového polymorfismu, aédodnoty by tedy iy
korelovat. Porovnanim nukleotidové variability agjenont by tedy nély geny
s nejvysSi hodnotou divergence byt i nejvice valnak ramci druhu, resp. populaci, a
byt tak moZznym genetickym markerem pro jejich stinak.

Analyza variability pomoci p — distance a metodslidjing window*
umoznila najit ty lokusy a Useky, které by podmipko populé&né- geneticky marker
mohly sphovat.

Jsou to pedevsim mala a velka podjednotka rRNA a dale geniy8\ ND5
(ptedevsim druha polovina genu), ND4L. VSechny tytoyoeykazuji nadpimérnou
variabilitu.

Na zaklad literatury vSak byla éekdvana nizsi variabilita na 3’koncich 12S i 16S.V
praci Simon (1994) byla tato mista povaZzovanaln& kbnzervativni a nebyly
doporwovany pro studium blizceripuznych druh.

Caterino et al. (2000) porovnavali vhodnost mnolaakeit mj. geny COl,
COll a 16S. Z vysledkvyplyvd, Ze gen COII bylilis uniformni, naopak gen COIl a
16S rRNA byly doportovany pro pouziti f fylogenetickych studiich hmyzu.

Rozpor v teoretické a realné variakiilé tim i vhodnosti vybraného
markerur byl potvrzen i ii/&jSim predkzZnym testovanim, kdy byl skrinovany gen pro
ATP 8. Atkoliv dle vysledki mezidruhového srovnani je jeho variabilita nadmrna,
u populacD. noxiase ukazal byt téai monomorfni (Chundelova, Sattranova,
unpublished ) V ramcifpdlEzného testovani byla také z§isa nulova varibilita
ziskanych useakz oblasti AT a ,repeats”, které se vSak tehdy defilo osekvenovat

v celé délce (@vodem byly Zejme jiz zminovaneé jetizky“ A nebo T bazi). Gt to
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bylo porekud ned@ekavané, nehonag. AT oblast byla pro svou variabilitu ozfena za
vhodny popul&né-geneticky marker u Lepidopter (Vila et al., 200@jwvodem pro
pozorovany snizeny polymorfismus bude s éSjvprav@dpodobnosti efekt zakladatele
v souvislosti s invazemi z centrdesii, coz zapada i do zjiti Shuffrana et al.
(Shufran et al., 2009). Zajimgsim vyswtlenim vSak je také mozné&gobeni selekce
na kodujicich lokusech, které by rozhddanelo byt predmétem dalSiho vyzkumu.

Dendrogramy byly vytvieny jednak metodou Neighbor-Joining
s parametrem Kimura-2 (tato metoda zohlgd niznou délku sekvenci a dale tramsi
a transverzni substituce) a metodou Maximum Likedtdh pro niZ byl nejvhodijsi
parametr vybran na zakladkaike kritéria. Pro tvorbu obou dendrognaivyl pouZzit
soubor dat obsahujici vSechny PCG & igtNA.

Oba dendrogramy potvrzuji fylogenetické vztahyoredtruované v praci
Thao et al., 2004 a to igs to, ze zde byly pro tvorbu dendrogfapouzity pouzert
lokusy, cytB, ND2 a 16S RNA.

Novinkou oproti uvedené praci je postavBmiraphis noxiav ¢eledi
Aphididae a z&azeniD. prelli (Adelgidae)D. noxia pati spolu sA. pisumdo taxonu
Microsiphini, zatimcd. graminunje z&dazena do Aphidini. Nicmeénvyssi taxonomie
mSic byla sestavena na zakddimologie a morfologickych zndk takZe vysledky na
zaklad genetickém nejsou v zasadnim rozporu, spis jéhpmukazuji na mezery,

které by ndl dalSi vyzkum objasnit a zaplnit.
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6. Zaver

Poddilo se osekvenovat cely mitochondrialni genom mBizgaphis noxia
kde bylo identifikovano 13 gé&rkodujicich proteiny, 2 geny kédujici malou a velko
podjednotku rRNA, 19 tRNA a 2 nekodujici oblastzsgSenym pétem nukleotid
A/T. Pozice vSech génrRNA i tRNA geri se shoduji se zji&ym pdadim gei
v mitochondrialnich genomectiipuznych drufi S. graminuna A. pisum Jedinym
vyraznym rozdilem, ktery byl zji&b, je zkrdceni genu pro 16S rRNA zhruba o 600bp
oproti dalSim zastugen z ¢eledi Aphididae.

Analyzou nukleotidové variability byly vybrany vabilni lokusy a Useky
vhodné jako markery pro studium genetiky populaegem bude nutno nigd vylowit
pusobeni selekce nebo efektu zakladatele.

Na zaklad fylogenetické analyzy kodujicich oblasti a rRNAdplotvrzeno
zarazeniD. noxiado celedi Aphididae a blizkaifbuznost €eledi Adelgidae Akoliv
pafti D. noxia spolu sA. pisumdo taxonu Microsiphini, na zakla#omparativni

analyzy mitogenotinje piifazena kS. graminumz taxonu Aphidini.
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8. Prilohy

Piiloha 1: Primery u nichZ se nezdéla amplifikace

Tab. 5. neuspsre amplifikované primery

Nazev primeru Sekvence primeru-53° Smer
A8-N-406T GAG AAT AAGTTT GTT ATCATTTTCA R
C3-J-5014 TTATTT ATT GCA TCA GAA GT F
TN-J-6165 TTT AAT TGA ARC CAA AAA GAG G F
N5-J-7077 TTA AAT CCT TWG ART AAAAYC C F
N5-N-721F TTAAGG CTT TAY TAT TTATRT GYG C R
N4-N-8487 TAT CAG CTAATATAG CAG CTCC R
N4-J-8502 GTA GGA GGA GCT GCT ATATTAG F
N1-N-11847F GGT ACATTACCT CGG TTT CGT TAT GAT R
LR-N-13398 CGC CTG TTT AAC AAA AAC AT R
SR-N-14226 ATATGY ACAYAT CGC CCG TC F
SR-J-14233 AAG AGC GAC GGG CGA TGT GT F
SR-N-14275b AAG GTG GAT TTG GTAGTAA R
AdelCOlrevP(1650) | GAA TGA TAT ATC AGG TGA TCC R
AdelATP8rev(3900) | GTT TAT TGG TGA TAT TTG TGG R
Aphid12Sfof(14120) ATG TTT AAC CGC AAC TGC TGC F
AphidND2reV(830) CCT TCA ATT ATA GAT GGT AAT CA R
DactCO3forf(5215) CAC TAG CAC CAT CAACTG AAATTG F
AdelMet-for(210) AAG CTAAAT TAAGCT TTT GG F
AdelATfor1(14400) CAATTATAG AACAGATTCCTC F
DnCO3R(5300) GAG TTAATG TAATTG TAAATCTTG R
AdelND6revi(1650) GAA ATT CAT GAAGTTTTATTGATT AAGTT R
DnND5R(7320) GGG TGG ATTAATTGATTATTT ACC R
DnoxND5RT(7515) TCA AGA TAT TCG TAA AAT GGG R
12585rev GGA TAT ATT CAA ATT CGT AAG GG R
NoxND5PF(6900) GGT ATATGAAAT TTT ATATGG CTG ATG CC F
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DNRepP(6345) TCC CAT AAT TCA AAA ACG CTG F
DNRepR(6500) CAT TCT TCT ACT TTA GTA ACT GCT GG R
DNnd2P(7225) CAG ATG ATG TTATTC ACT C F
1460reV GGC TGA AGT TTA GGC GAT AAA TTG TA R
NoxND1F(12315) CCATCA CCT ATAGGT TG F
NoxAKrepF(6000) CCG ACC TGG ATT ATATTT TGG F
NoxrepF(6100) CCC AAG ATT AGC AAT TAA AAT AGA TGC AAT
NoxrepR(6500) GTT GGT TGA ATT GAG TAT AAT TTA AAT AGA|R
GG

Reprevers&6615) GTT TTT TAA TAA AGA TTA AAT TTT GAG R
Nox5P(6930) GTG TGG TTT TCC TTT TTT CTG TAG F
Nox5r°(7790) CTC AAT TCA ACC AAC TTC AAT AAC C R

1 Folmer et al., 1994

2 Simon et al., 1994, 2006

3 Zurovcova, Sattranova

4 Zurovcova

5 Zurovcova, Chundelova
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Priloha 2: sekvence oblasti AT a RepeatsD. noxia
Repeats
Cast totozna s8chizaphis graminurgbarevié oznaeny nukleotidy A/T)

ACCTGCAAAGGTAACTACCTTTAACAAAATTTTTAAAAAAAAAAA CTCAAA
ATTTAAT CTTTATTAAAA

Repetice v D. noxia:
TTATAAAAAAA

Celkové sekvence repeats oblasti:

AATAAAATTTTTATAA CTAAAATTTTTA CTTTTTTAAAAAAAAATTATAAAA
AAATTATTTT CTAAAAATTAAAATTATAAAAAAAAATAA CTATAAATATAC
ATAAATTTATATATAAAAAAA CATGCAAAGGTAACTACCTTTAACAAAATT
TTTAAAAAAAAAAA CTCAAATTTAAT CTTTATTAAAAAA CTATAAATTTTTA
TAACTAAAATTTTTACTTTTTTAAAAAAATTATAAAAAAATTATTTT CTAAA
AATTAAAATTATAAAAAAAAAATAA CTTTTAATATACTTAATTTTATATATA
AAAAAA CAGGCAAA GGTAACTCCCTITTAACAAAATTTTTAAAAAAAAAAA C
TCAAAATTTAAT CTTTATTAAAAAA CTATAAAATTTTTATAA CTAAAATTTTT
ACTTTTTTAAAAAAAATTATAAAAAAATTTTTTTCTAAAATTTAAATTTAAA
AAAAAAAAAAAA CTATAAATAT CCTTAATTTTATATATAAAAAAA CCTGCA
AAGGTAACTACCTTTAACAAAATTTTTAAAAAAAAAAA CTCAAAATTTAAT
CTTTATTAAAAAA CTAAAAAATTTTTTAAA CTAAAATTTTTA CTTTTTTAAAA
AAAATTTATAAAAAAA C

AT-oblast:

TATATATAAAATAATAATTATA CGGITTTATATTTTTAAAATAATTAATATT
ATTTTTAAAATTATTAATTTTATTAATAAA GTAAAAAAAT CCAATAATTTTA
ATAAAATTAAATATTAATTAATA CAAAATTTAATAAT CTTAACTAAAATTTA
ATTATTTATTTTTAAATAATTTTAATAAATATTAATA CTTATTTTTATAATTT
AATTTAAATAAAAAA CTTAAATTAA GTAAAAATA GCAAAATTAT CCCAAAT
TATCTCATCCCCIATATATATATATA CAATTAATATATGTATATATT CATATA
AGGATTTATATATAAATATATATATATATATTA GATGTATAGATAA GTAATA
TCATATAA GGATTTATATATATATATATATATATATATATAATATATAA GCT
ATATAGATGTATATATATATTATATATATATA CTATATACATAAGAAGTCTA
TATATGTATACTACTATATATATTAATAAAT CCTCTATATACTCTTTCTTCTT
TCTTTTTTTTTTAAA GGAGGGCTACGCCCCCOTTTTAGACAATTAGAAACG
TCATGCCITCACTAAAACATTTTTTTTTAAAAAATTTATT GGTAATTTTACCAA
TATTAGTATAAA CCAATAAA CATTTTTTTATTAAA CAATATTAAAA
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Priloha 4: Matice p-distance pro jednotlivé geny

p-distance matice pro gen ATP 6:

1l 21 3] 4151 sl 71l 8] 9] o] 1nm] e
1. D.naxiad TP ooz 00 0015 00fE 001 nolE oS 0020 O0E 008 009
2. 5. graminuma T PG 0113 0011 0M5s 006 0018 0019 0019 0020 009 0020 0019
3. A.pisurnA TP 009 0103 0016 0016 0018 009 0019 0020 0md 0020 0020
4. D vitifaliae&TPG 0197 0200 0208 00s 008 0018 009 0m9 0020 009 0019
5. D.preliATPE 0188 0,207 0205 0171 0018 0019 0019 0020 009 0020 0019
B. A.acerisATPG 0433 0436 0451 0450 0443 007 0019 0omd 0018 0m7 0018
7. & dugesidTPR 0377 0383 039 0358 0355 0292 0018 0me 0m9 oo 008
5. B.tabacitTFG 0433 0411 0438 04100 0407 0352 0326 000 008 008 0019
9. M.andiopogoniséTPG| 0,457 0460 0481 0443 0457 0370 0354 0394 0020 oo ooie
10. P.venustatTPG 0392 0376 0400 0334 0369 0437 0390 0426 0470 0019 0019
11. T.acaciaeATPG 0453 0466 0462 0453 0465 0375 0355 0352 0402 0457 0,017
12. TvaporarionumaTRE 0471 0478 0489 0495 0478 0418 0370 0421 0450 0478 0,357
p-distance matice pro gen ATPS:

1 2l s ¢« s el 71 8 9| w0/ 1n]12]
1. D.naxiad TP 0032 0037 003 003 0038 0040 0036 0043 0044 004 0035
2. 5. graminuma TPg 0,244 0037 0036 0037 0041 0041 0037 0042 0041 0039 0036
3. A pisurATPE 0307 0253 003 004 004 0044 0040 0044 0040 0044 0082
4. D vitfaliasATPE 0260 0327 0373 0033 004 0041 0038 0040 0039 0041 0039
5. D.preliATPE 030 0357 0413 0256 0033 0040 003 0042 0043 0041 0040
£ A.acerisATPS 0521 0542 053 0563 0521 0042 0041 0041 0042 0042 0043
7. 8. dugesid TPS 0458 0444 0403 0486 0472 0457 0042 0040 0043 0041 0042
8. B.tabaciATP8 0571 0542 0527 0480 0536 0585 0483 0.041 0038 0038 0,040
8 N.andiopogoniséTPG| 0533 0562 0543 0589 0553 0512 0471 0558 0040 003 0,040
10. F.venustah TP 0530 04532 0513 05633 0576 0579 0488 0601 0612 0036 0037
11, T.acaciacATPE 0616 0659 0610 0624 0616 0635 0606 065 0600 0,705 0,042
12 Tveporaroumd TP 0645 0667 06529 0605 0583 0530 0486 0573 0563 0681 0630
p-dlstance matice pro gen COI:

12 | a ]l s+l sl el 7zl s 9 | 1ol n|2]|
1. D.nawiaC0%1 0007 0006 0007 0008 0012 0012 oMz 0012 o000 002 ome
2. 5. graminumiCox] 0.092 0006 0007 0008 0012 001 om2 0011 001 om2 oo
3. A.pisumCox 0.070  0.025 0007 0008 0012 001 0ol 00t 00 om2 oo
4. D vitifoliaeCaxl 0105 0115 0104 0008 0011 0o ool oo 0011 0012 o0m
5. D.preli CO31 0125 0133 0131 0114 0012 oo oom oon 00t 002 001
B A.acersCOX1 0321 0326 0318 034 0328 0010 omo 00m 0012 000 0011
7. & dugesiCOx1 0264 0268 0261 0261 0269 0252 000 0mo 0m2 0od 001
8. B.tahaciCOX1 0330 0333 0328 0329 0332 0230 0245 000 0011 omo oo
9. N.andrapogonis 0303 0301 0299 0297 0303 0271 0229 0255 002 ooio oo
10. F.venustaCOx1 0262 0280 0267 0272 0263 0347 0292 0342 0335 003 oom
11. T.acaciaeCOX1 033 0337 0340 0340 0341 0263 0257 0260 0273 0349 0.010
12 Tvaporarommeoxl| 0350 0346 0349 0341 0362 0255 0279 0285 0276 0571 0264
p-distance matice pro gen COIl:

1 | 2 [ 3 [ 4] 5| =& 7 | s F] w | 1 [ 1
1. D.nosiaC0%2 000 0003 0013 0013 0017 0016 0019 007 007 0018 0018
2. 5. graminumCox2 0.070 0008 0013 003 0017 0016 0018 0018 007 007 0018
3. A.pisurmCox2 0074 0.074 002 0013 007 0016 0018 0M8 007 0017 008
4. D vitfaliaeCox2 0140 0137 0134 002 007 0016 0018 0m7 006 0017 0018
5. D.prelli COX2 0135 0137 0135 0129 007 006 008 007 007 007 0017
B &.acerisC0X2 0374 0373 0362 0368 0.359 0016 0016 0M7 0018 005 0006
7. & dugesiCOX2 0278 0286 0283 0281 0292 0277 0017 07 0m7 007 oo
8. B.tabaciCOx2 0389 0385 0377 03685 0388 0277 0289 007 009 006 007
5 M.andiopogonisCOX2| 00365 0570 0376 0365 0355 0308 0287 0.360 0018 006 0016
10, P venustaCOx2 0306 0321 0311 0309 0323 0405 033 0409 0418 L
11. T.acaciaeCOX2 0402 0411 0397 0394 0386 0292 0315 0313 0330 0418 0.017
12 TvaporarionumCOxZ 0405 0402 0395 0393 0402 0301 0283 0507 0336 0416 0.303
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p-distance matice pro gen COIll:

12 | 3| 4l s s | 7 8 [ gl w]| n|12]
1. D.noxiaCOx3 omi o009 0016 0M5 0016 0017 008 006 007 0017 0006
2.5 graminumCox3 0120 0ot 0018 Mg 0m7 0016 0017 006 007 0017 006
3 A pisumCax3 0080 0116 0m7 oM? 0017 om7 0018 0016 08 007 0016
4D vitfaliaeC0X3 0140 0179 0157 0020 0024 002 0024 0024 0023 0024 0.024
5D preli COX3 0105 0163 0135 0139 0024 0024 0025 0023 0024 0025 0025
B4 acerisCX3 0412 0420 0407 0422 0391 Oms 007 0015 0m7 007 007
7. &.dugesiCOX3 0.381 0385 0382 0.39% 0374 0335 0016 0017 007 0016 0016
8. B tabacicox3 0408 0413 0406 0431 0416 0369 0358 007 006 0015 0m7
9 M.andropogonisces3| 0,380 0335 0385 0407 0367 0339 0335 037 0M7 0016 0017
10 PverustaCOX3 | 0386 0380 0364 0383 0365 0425 0420 0434 0420 005 0.7
1. T.acaciaeCX3 | 0.469 0454 0474 0498 0466 0470 0,383 0378 0427 0465 0.016
12 T vaporarioumcoxd 0475 0480 0432 0489 0477 0391 0367 0425 0413 0518 0395
p-distance matice pro gen CytB:

12 | a1 41 5 |8 | 7 |.& | 8 | 10| 1]1|
1. D.nasiaCytE 0008 0008 0008 0010 0015 0014 0015 0015 0014 0014 0015
2. 5. graminumcytE .00 0008 0003 0011 0015 004 001s 005 003 0015 0016
3. A pisumCyt8 0077 0079 0008 0010 0M5 0014 0M4 0015 0M4 0015 005
4, D.vitfaliaeCytE 0123 0121 0an 0010 0014 004 0015 005 0014 0014 0.015
E.D. prell oyt b 0146 0148 0146 0133 005 0014 0M5 0013 04 0014 0ms
B_& acerisCrTE 0360 0383 0377 03689 0373 0oz 0012 oM oo 003 0.3
7. A dugesiCrTB 0322 0314 036 030 0338 0270 0ms 0013 0m4 0013 0ms3
8. B.tabaciCYTE 0364 0375 0367 0359 0395 0292 0.292 003 0014 004 002
8 M.andropogonisCYTE| 0345 0340 0341 0329 0340 0300 0263 0.316 0M3 0014 0m3
10_P.venustaCYTE 0322 0325 0322 0320 0323 039 0372 0415 039 0md 0015
11 T.acacizeCYTE 0377 0376 0376 0366 0392 0321 0321 0302 0323 0.390 0.mz
12 TvaporaionmCYTE| 0390 0373 0393 0386 0411 0302 0286 0295 0326 0400 0319
p-distance matice pro gen ND1:

1 2 a3 a4l s | e | 7z | &8 a [ o] n /]2
1. D.nosiaNDT 0007 0007 001 O0M5 0015 0015 0016 005 0014 0016 007
2. 5.graminumh D1 0062 0007 000 0016 0015 005 0016 005 OM5 006 0017
3. &,pisumND1 0.056  0.054 0011 004 0015 006 0016 0014 0014 0016 0016
4. D.vitfoliaeND1 0137 0131 0125 0M4 0015 0015 0016 005 0014 0016 0m7
5.0 preli ND1 0128 013 0113 0121 oozl 0020 0022 0022 0018 0021 0022
6. &.acerisND] 0378 0397 0369 0384 038 0015 0015 0015 0016 0016 0.016
7. 4. dugesiND1. 0359 0342 0343 0353 0353 0318 004 04 0015 0015 0014
8. B.tabaciND1 0334 0397 0390 0386 0413 0323 0317 006 0015 0018 005
9 M.andropogonisND1| 0385 0385 0383 0333 0388 0328 0323 0357 ams 0017 00ie
10, F.venustalD1 0368 0383 0370 0380 0363 0457 0409 0461 0449 006 0.06
11, T.acaciaeND1 0437 0449 0438 0448 0465 0363 0355 0372 0374 0470 0.015
12 TveporaioumND1| 0447 0444 0439 0454 0472 0345 0378 0362 0393 0518 0412
p-distance matice pro gen ND2:

12 a2« s | e[ 7 1 & [ 9 [ o] n [ z]
1. DnosiaNDz | 000 000 0012 M3 006 0016 0017 0016 0016 0016 0015
2 SgaminmhD2__| 0118 om0 om3 003 006 0018 0017 0016 006 0016 0016
3.4 pisumMD2 0104 0m 0Mms 04 0015 006 007 0017 0016 006 0016
4. D.vitiftoliaeND 2 0185 0197 0195 02 0016 0016 006 0015 0015 0017 005
E_NDZD. preli 0206 0215 0219 0179 0015 0016 0016 0015 006 0016 0015
B4 acershDZ2 0452 0492 0482 0431 0430 005 0015 0015 005 0015 0015
7. & dugesiND2 0234 0329 0407 0401 0413 0429 OMs 0016 0016 007 0016
5. B.tabaciND2 0496 0495 0503 0492 0491 0431 0444 OoE 0017 0017 om?
S N.andropogarishDz| 0473 0469 0476 0487 0470 0443 0391 0452 007 O00E 0.7
10, P venustaND 2 0497 0495 0453 0505 0485 0545 0510 0543 0534 0ms 0014
11, T.acaciaeND2 0533 0528 0536 0544 0553 0484 0467 0482 0503 (0.602 0.016
12 TveporaioumNDZ] 0553 0545 0551 0527 0558 0480 0462 0462 0480 0530 0498
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p-distance matice pro gen ND3:

1 2] 3 4 s | e | 7 [ e a9 o] nn|[ 2]
1. D.nasiabD3 006 D.D15j 0003 0025 0024 0025 0025 0025 0025 0026
2.5 graminumhD2 0108 oo7RE 0017 0025 0023 0025 0025 0025 0023 0025
3. A pisumND3 0087 0115 BFE oos 0024 0024 0025 0026 0025 0025 0026
4. . vitfoiae ND3 [N I |l n/dl nicl niel  niel niol  nidl i
5_[D.preli ND3 0003 0110 0083 0026 0024 0026 0026 00 0025 0026
B4 acerishD3 n4z4 0441 o4z IR 0414 0026 0026 0026 0025 0024 0025
7.4 dugesilD3 0375 033 oz N 0370 0427 0025 0024 0024 0025 0024
8B tahacD3 o410 0395 o4z 0417 0376 0370 0026 0026 0026 0026
9. M.andiopoganisiD3] 0370 0373 oo SR 0370 0387 0387 0407 0024 0025 0025
10_P.verustaND 3 0458 0443 044 IR 0446 0476 D483 0536 0427 0024 0025
11. T.acacizeND 3 0295 037s 027 EE 0392 04| 0356 0393 03685 0467 0.026
12. TvaporaowmND] 0446 0432 0484 EE 0463 0464 0398 0439 0458 053 0407
p-distance matice pro gen ND4:

12 | 3| 4 5 g | 7 | s | 9 [ 1o | 11| 1z
1. D.nariahD4 0007 0006 u_unsﬁ 0013 0014 0014 0013 03 0014 0015
2. 5 graminumhD 4 0.070 ooog oono RS 0013 004 0014 0012 0md 00iE 0oi4
3.4 pisumND4 0050 0075 oona R oma oms om4 0014 0mM3 0014 0015
4. D.vitifoliseND 4 0140 0133 0145 0013 0015 0014 002 004 0013 004
5D prelliND4 [ nicl nidl /g g | ol nvel niol niolnid i nig
B4 acerishiD4 0443 0452 0445 0472 LR e L i BLE)
7. A dugesiND4 0415 0422 oa0 o4 ERE 037 0014 0014 0014 0014 0m3
8. B tahacND 4 n4gs 0480 n4e0 osec[ IR 0376 0406 0013 0014 0014 04
9. M.andiopoganishD4| 0.461 0460 0458 0472 IR 0295 0397 0425 0ms 0012 0013
10_P.verustalD 4 n402 045 0405 osEIE 0502 0444 0476 0477 0015 0014
11, T.acaciasND 4 0504 0516 0504 osoE 0418 0414 0426 0436 0509 0014
12, TvaporaroumiDd 0525 0518 0526 0521 [ o447 0422 043 0432 0514 044
p-distance matice pro gen NDA4L:

1| 2 [ 3 [ 4 5 6 7 8 F] w | 1 [ 1
1. D nosiaMD4L oma 005 u_uznj 0028 0027 0028 0028 0028 0027 0028
2_5.graminumND 4L 0.062 0oz 002 0029 0026 0029 0028 0029 0027 0028
3. A pisumND4L 0063 0048 0.020 0029 0027 0027 0028 0028 002 0027
4. D vititoliasND 4L 0141 0158 0155 0028 0027 0027 0027 0028 0027 0027
5.0 prelli NDAL | nfic_nid_nic [ /el néel niclnel nsel ndlnie
B &, acerisMD4L 0433 0457 0450 0027 0023 0029 0030 0027 0025
7. A dugesitD4L 0402 0412 0419 0,376 0028 0028 0029 0028 0029
£ F.tabaciND 4L 0474 0481 0474 036 0425 0029 0029 0028 0030
8 N andiopogonisND4L| 00474 0451 0485 0354 0386 0396 0028 0028 0027
10 P_venustaNDAL 0429 0432 0475 0520 0487 0457 0538 0029 0026
11, T acaciasNDAL 0522 0540 0533 0467 0437 0474 0491 0553 0.027
12 TvaporaroumiD4l] 0433 05600 0486 0413 0418 04m 03s6  ose0 0457 R
p-distance matice pro gen ND5:

1 | 2 | 3 4 s | e | 7 [ s [ 9 [ 1o ] 11| 12
1. D.naxishD5 0.006 u.uush E R E G EE CE eI EE
2. 5 graminumh D5 0.057 oooc R ome omz ootz omz o012 0014 0o2 omz
3.4 pisumhD 5 0081 006S BE o7 ooz om:s 002 00z ool 001z 002
4 DTIFOUIAE nd5 (RS IO | niol il n/ol /el n/ol il njel  n/d)
5.D. preli ND5 RECALCIRRED o 0024 0025 0023 0024 0024 0025 0024
B4 acerisNDS 0474 047 0474 IR 0295 NI ER R T
7. 4. dugesilD5 o413 04z oo 0363 037 R E B E R E
8. B.tabaciNDE nag4 0435 0494 EE 0418 0402 0405 001z 0oz oo ooz
3 N.andiopogonishDs| 0473 0485 o473 EEE 0439 0394 0378 03W 001z nnz omz
10_F. venustaND5 o414 0410 o4 IR 0368 0521 0475 0520 0506 0oz 0oz
11. T acaciaeND5 0522 ns522 os[EE 0427 0403 0402 0421 0425 0544 0oz
12, TvaporarioumiDE| 0532 0534 057 EE 0457 0445 0415 0449 0440 0541 0.441 PN
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p-distance matice pro gen ND6:

1 2]l sl el sl el 71 8] 9 w] n|2]
1. D.noxiaNDE 0016 0014 0018 0020 0024 0024 0023 0023 0023 0024 0026
2. 5.graminumhDE 0167 0014 0018 0019 0024 0024 0024 0023 0023 0025 0026
3. A, pisumND& 0114 0121 009 0020 0024 0024 0023 0023 0023 0023 0026
4. D.vitfolizeND & 0217 0256 0.228 0018 0024 0024 0023 0023 0022 0022 0025
5. NDE D.prelli kus 0245 0226 0243 0174 0025 0024 0024 0024 0024 0023 0027
5. A, acerishDE 0475 0528 0502 0463 049 0022 0022 0022 0023 0022 0025
7. A.dugesitDG 0456 0458 0475 0436 0432 0367 0023 0022 0024 0023 0025
8. B.tshacNDE 0526 0524 0540 0526 0521 0339 0.400 0024 0024 0023 0025
8 MN.andicpogonishDE| 0472 0435 0483 0479 0459 0339 0369 0424 0023 0023 0024
10. P.verustaND & 04597 0486 0488 0528 0495 0579 0525 0546 0541 0024 0024
11. T.acaciseND & 0507 0523 0516 0516 0531 0381 0421 0414 0435 0579 0.025
12.T.vaporaioumNDE| 0566 0548 0566 0571 0570 0491 0505 0510 0509 0614 055
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