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Abstrakt

Prace se zabyva studiem populaci blyskacka Fepkového s riznym stupném
rezistence k pyrethroiddm na molekularni drovni. Vzorky se sbiraly ve 13 lokalitach
po Ceské republice b&hem roku 2016. DNA broukt byla izolovana pomoci CTAB —
PVP a Chelexu 100. Nasledné se populace blyskacka fepkového odliSily na zakladé
ISSR markerQ (Inter-simple sequence repeats). Byly rozliSeny populace broukl s
rozdilnym profilem mikrosatelitd a vysledky se zpracovaly PCA analyzou. Celkem
bylo vyzkouSeno pét ISSR primeru, z ¢ehoz reprodukovatelny vysledek vykazoval
jeden primer. Na zakladé matice genetickych vzdalenosti byly PCA analyzou vzorky
zarazeny do clustert podle genetické podobnosti a byl zhodnocen vztah geografické
vzdalenosti vzorkd vuéi rozdilnému ISSR profilu. Zavérem byla vyzkouSena

amplifikace genu kédujiciho sodikové iontové napétim fizené kanaly (VSSC).

KliCova slova: insekticidy; rezistence; molekularni markery; ISSR; blyskacek fepkovy



Abstract

Thesis deals with pollen beetle populations with various degrees of resistance to
pyrethroids. Samples were collected in 13 locations in Czech Republice in 2016. DNA
of beetles was isolated by CTAB — PVP and Chelex 100. After that, molecular
methods based on ISSR markers (Inter-simple sequence repeats) were used to
distinguish between different pollen beetle populations. Different populations were
described based on microsatellites and the results were processed by the PCA
analysis (Principal component analysis). 5 ISSR primers were tried and one result of
the primers was reproducible. On the base of matrix genetic distance were samples
classified to clusters according to genetic similar by PCA analysis. In the next step
author evaluated relationship of geografical distance and different ISSR profile. In the
end of the work, author tried to amplificate gene encoding voltage-sensitive sodium

channels.

Keywords: insekticides; resistence; molecular markers; ISSR; pollen beetle
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1. Uvod

Insekticidy Ci pesticidy obecné nalézaji své vyuziti u vétSiny souCasnych zemeédélcu,
ale maji své uplatnéni i v lesnictvi, potravinafskych zavodech i u malych péstitelu.
Celkové wvyuziti chemické ochrany rostlin neodmyslitelné patfi k dneSnimu
intenzivnimu zemédélstvi. Pouzivani pesticidl zajisStuje vySSi vynosy, zlepSuje
senzorické, nutricni a technologické vlastnosti produktll a zajiStuje velké

podnikatelské vyhody.

Zaroven vSak nelze opomenout negativni vliv pesticidi na Zzivotni prostfedi.
Akumulace rezidui pesticidi v pudé i v potravnich fetézcich je v podstaté nevratna a
pfi jejich aplikaci mize dochazet k otravam i necilovych organism(l. Rezidua jednoho
Z prvnich vyuzivanych insekticid — DDT, se stale vyskytuji v plidé po celém svété a

pres potravni fetézce i v organismech.

DalSi komplikaci spojenou s vyuzivanim insekticidd jsou vznikajici rezistentni
populace Skidcu. Prfikladem Skldce, u néjz se vyvinula rezistence a kterym se tato
prace zabyva, je blyskacek fepkovy (Meligethes aeneus). Ten je v sou¢asnosti jednim
Z nejvyznamngjSich Skadcl ozimé fepky. K jeho velkému rozSifeni znacnou mirou
prispél enormni narlst osevnich ploch fepky za posledni desetileti. Nezanedbatelnou
pFi¢inou narustu rezistence je také naduzivani insekticidi bez pfedchazejici kontroly

porostu.

Svou neustale vzrustajici rezistenci vici bézné pouzivanym insekticidim jiz vzbudil
pozornost nejednoho védce &i védecké skupiny. Pfesto doposud nebyl objasnén
mechanizmus vzniku rezistence b. Fepkovych a ani lokalizovan gen, ktery ji
zpusobuje. Proto je v soucasnosti nejucinnéjSi ochranou proti dalSimu vyvoji
rezistence tohoto Sklidce dukladny monitoring odolnych populaci, provadéni kontrol
stavu zamoreni Skidcem a vyhodnoceni nutnosti aplikace chemickych preparatt i

dodrzovani dalSich antirezistentnich opatfeni.
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2. Insekticidy — charakterizace

Insekticidy jsou druhem pesticidu uréené k hubeni Skodlivého hmyzu ve vSech jeho
stadiich vyvoje. Déli se podle uc€inku na jednotliva vyvojova stadia na ovocidy — hubi

vajicka skadcu a na larvocidy — hubi Skudce v larvarnim stadiu (Matsumura, 2012).

Z chemického hlediska Ize insekticidy rozdélit na anorganické slou¢eniny, organicke
slouceniny, karbamaty a pyrethroidy. Anorganické slou€eniny jsou dnes uz jen malo
vyznamna skupina insekticidd. Vyznam ztratily pfedevSim se zakazem pouzivani
slouéenin na bazi olova, arzenu a selenu. Casteéné insekticidni povahu maji

anorganické slou¢eniny médi (Matsumura, 2012).

Mezi organicke insekticidni slouCeniny se fadi latky se stejnym mechanizmem
puasobeni. Patfi mezi né hlavné organochlorové, organofosforové a karbamatové
slou€eniny. Mezi organické slouCeniny se fadi vétSina soucasné pouzivanych
insekticidnich latek (Matsumura, 2012).

Estery, vznikajici z kyseliny karbamové, jsou souhrnné oznacovany jako karbamaty
a maji Siroké insekticidni Gcinky. Posledni skupinou insekticidnich latek jsou
pyrethroidy. Jedna se o synteticky pfipravované insekticidy, pusobici proti

pozerovym, savym a bodavé-savym skadcim (Matsumura, 2012).
2.1 Pyrethroidy

Desitky let se pyrethroidni insekticidy pouzivaji k hubeni Skodlivého hmyzu. Kvuli
intenzivnimu pouzivani pyrethroidd se u mnoha populaci hmyzu vyvinula rezistence
na tyto slou€eniny. Mnoho z rezistentnich jedinci nese specifické bodové mutace
v genu sodikovych kanalld. Mechanizmus pusobeni pyrethroidl je zaloZzen na
zpomaleni &i inaktivaci sodnych kanall, ¢imz zpusobuje paralyzu a smrt hmyzu (Liu,
2000; Soderlund & Knippe, 2003).

Z rostlinného rodu chryzantémy se ziskava skupina pfirozené se vyskytujicich latek
nazyvanych pyrethriny. Nékteré chemické latky z extraktu tohoto rodu maji
insekticidni vlastnosti a jsou jako insekticidy bézné vyuzivany. Jejich velkou vyhodou
je snadna degradovatelnost, predevSim vlivem slune¢niho zafeni (Todd & kol.,
2003). Pyrethroidy jsou pyrethrinim strukturalné velmi podobné, ale vyrabéji se

vvvvvv

stabilngjsi (Kazachkova, 2007).
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Bylo vyvinuto vice nez 1000 syntetickych pyrethroidd, vétSina z nich je smés
stereoizomeru s rlznymi insekticidnimi vliastnostmi o razné toxicité (Kazachkova,
2007). Podle mechanizmu ucinku se fadi mezi modulatory sodikovych kanall
(sodium channel modulators). Latky této skupiny ovliviuji transfer Na* iontl

V nervovém systému a patfi tedy mezi nervové jedy (Senoldova & Lokaj, 2008).

Spolu s pyrethroidy se do této skupiny dale fadi velmi odolné latky DDT a
methoxychlor, které jsou obtizné rozpustné ve vodé, velmi lipofilni a perzistentni,
s kumulativnim uc¢inkem v télesném tuku. Pyrethroidy také pusobi podobné jako DDT
a methoxychlor. Jsou to stejné tak pozerové a kontaktni jedy s velmi rychlym ucinkem,
tzv. knock — down efektem. Nemohou vSak pronikat do pletiv a nekumuluji se v nich.
Narusuji axialni vedeni nervovych vzruchl naru$enim rovnovahy mezi sodikovymi a
draslikovymi ionty (Senoldova & Lokaj, 2008). Studie ukazaly, Ze pyrethroidy poskodi
stabilizaci otevieného stavu kanalu a inhibuji jejich deaktivaci, takze jsou kanaly

udrzovany stale oteviené (Dong, 2007).

Neurotoxiny obecné jsou fazeny do skupin podle typu navazani a ucinkd na sodikové
kanaly. Pyrethroidy jsou seskupeny do dvou typu, typ | a Il. Kjakému typu jsou
pyrethroidy zafazeny, zavisi na mechanizmu u€inku a jejich chemické struktufe.
V pfipadé, zZe pyrethroidy zpUsobuji opakované vyboje pfi reakci na jeden stimul, jsou
fazeny k typu |. Pokud pyrethroidy zpusobuji depolarizaci membrany s naslednou

represi akéniho potencialu, fadi se k typu Il (Dong, 2007).

Cast aplikovanych pyrethroidl ztraci Gginnost navazanim na &astice pady. Diky
lipofilnimu charakteru se snadno vazi na kutikulu hmyzu a jsou obtizné smyvatelné
destém. Nevznikne-li rezistence Castou aplikaci bez stfidani pfipravkd s jinymi
chemickymi skupinami, spolehlivé pisobi na dospélé jedince i larvalni stadia a muzou
vykazovat i ovocidni a repelentni ucinky. Obecné Iépe plsobi pfi nizSich teplotach,
kolem 10 °C a maji Sirokou specifitu u€inku, tudiz pusobi i na neSkodné ¢i uzitecné
druhy (Senoldova & Lokaj, 2008). Uginek pyrethroidii Ize na hmyzu pozorovat b&hem
1-2 minut jako ztratu normalni pozice a pohybu. Pfiznaky intoxikace se pomérné
rychle rozviji. Mezi typické pfiznaky patfi zvySena drazdivost, kfeCe, ataxie a poruchy
koordinace (Shafer & kol., 2005).
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3. Rezistence hmyzu k insekticidim

Rezistence vznika selekénim procesem, kdy jsou jedinci dané populace opakované
vystavovani toxické latce a postupné si k ni vytvafi rizné stupné odolnosti. Jako
rezistentni se oznacuji populace, které jsou schopné pfezit davku, v tomto pfipadé
insekticidu, ktera by dfive zahubila vétSinu z nich. Rezistence se vytvafi vici

samostatné latce, ale i vici skupiné latek (Kazda & kol., 2008).
Typy rezistence se daji rozdélit na:

e Multirezistence — rezistence vici skupiné chemicky podobnych latek
e Spfazena rezistence (cross-rezistence) — rezistence proti jedné latce

zpUsobi zaroven rezistenci proti jiné, doposud nepouzivané latce

Spravnym pouzivanim pyrethroidd Ize oddalit vznik rezistence. Je k tomu zapotiebi
dodrZovat antirezistentni opatreni, mezi ktera patfi uzivani maximailni registrované
davky insekticidd. Davky by se nemély snizovat ani pfi uzivani insekticidli se
smacedly nebo jinymi pomocnymi latkami. Samozfejmosti by mélo byt pravidelné
obménovani pfipravkd s rdznymi u¢innymi latkami a vyuzivani lokalni aplikace pfimo
na napadené ¢asti. Mnozstvi chemickych zasahd Ize regulovat vyuzitim
signalizaCnich metod napadeni & vyuZitim i jinych nez chemickych ochrannych

mechanizma proti b. fepkovému (Kazda & kol., 2008).

Existuje nékolik zpasobu, kterymi se hmyz maze branit proti insekticidm. Rezistentni
Skudci obvykle vykazuji kombinaci nékolika téchto mechanizmi rezistence soucasné.
Jednim z nich je tzv. behavioralni rezistence, kdy hmyz rozeznava nebezpedi a
vyhyba se jedu. Tento mechanizmus rezistence byl zaznamenan u nékolika druh(
insekticidl v€etné organochloridul, organofosfatl, karbamatld a pyrethroidd. Hmyz se
jednoduse prestane krmit, pokud vyciti jedovatou latku nebo uplné opusti oblast, kde

byly insekticidy aplikovany (Karaagag, 2012).

Dale mlGze dojit ke snizenému pronikani insekticidu do téla Skidce. Rezistentni
hmyz potom absorbuje toxin pomaleji nez hmyz citlivy. K tomuto mechanizmu
rezistence dojde specifickou tvorbou pokozky hmyzu, ktera nasledné zpomaluje
absorpci latek do celého téla. To muze chranit jedince pfed celou fadou insekticidd.
Odolnost proti pruniku se ¢€asto vyskytuje v kombinaci sjinymi mechanizmy

rezistence a jen umociiuje jejich ucinnost (Karaagag, 2012).
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Zpusobem obrany hmyzu je i zména metabolickych drah. Rezistentni hmyz tak
muze detoxikovat nebo znicit toxin rychleji nez hmyz vnimavy, nebo rychle vyloucit
toxické molekuly ze svého téla. Metabolicka rezistence je nejcasté&jSim mechanizmem
a Casto predstavuje nejvétsi problém. Hmyz pouziva své interni enzymové systémy
k rozlozeni insekticidl. Rezistentni populace mohou mit vy$Si expresi nebo u¢inngjsi
formy téchto enzymu. Kromé jejich vysoké ucinnosti mohou tyto enzymy mit i Siroké

spektrum aktivity — mohou degradovat mnoho rliznych insekticidd (Karaagag, 2012).

Poslednim zplGsobem ochrany hmyzu je konformace (zména) cilového mista
insekticidu. Tato rezistence vznika, pokud se insekticid nenavaze na misto svého
pusobeni (Kazachkova, 2007). Misto, kam se insekticid obvykle vaze, je
modifikované, ¢imz se snizuje nebo zcela inaktivuje ucinek insekticidu. Jedna se o
druhy nejcastéjSi mechanizmus rezistence hmyzu proti insekticidm (Karaagag,
2012; Brogdon & McAllister, 1998).

KDR (Knock-down rezistence) je termin pouzivany k popisu rezistence vici DDT a
pyrethroidnim insekticidim, ktera vyplyva pravé ze snizené citlivosti nervového
systému. Timto zpusobem je omezena ucinnost vSech pyrethroidld. Tento
mechanizmus by mohl mit vazné negativni dopady na trvalou ochranu proti
Skodlivému hmyzu (Soderlund, 2003).

3.1 DetoxikaCni enzymy

Pfi zméné metabolickych drah dojde ke zvySeni hladiny nebo modifikaci aktivity
enzymU esteraz, oxidaz nebo glutathion S-transferazy (GST), které zabraruji
insekticidm dosahnout cilového mista plsobeni (Kazachkova, 2007). Jednim z
nejCastéjSich mechanizml rezistence je Uprava hladiny Ci aktivity detoxikacnich
enzymuU esteraz, které metabolizuji Sirokou Skalu insekticidi hydrolyzou esterovych
vazeb. Tyto esterazy Ize zaradit do 6 rodin protein( patficich do alfa/beta hydrolaz.
Vyskytuji se v clusterech. Mutace jednotlivych genu clusteru mohou zpusobit
rezistenci, ale i zména jedné aminokyseliny muze zmeénit specifi€nost esterazy
(Brogdon & McAllister, 1998).

Také oxidazy, téZ oxygenazy, metabolizuji insekticidy. K rozkladu insekticidni latky
dochazi prostfednictvim hydroxylace nebo oxidace. Oxidaza cytochrom P450 (CYP)
patfi do obrovské superrodiny proteinu, ktera obsahuje 62 eledi, vyskytujicich se u
zvifat a rostlin. U hmyzu byly prokazané rodiny 4, 6, 9 a 18. Oxidazy hmyzu

odpovédné za rezistenci patfily k rodiné 6 (Brogdon & McAllister, 1998). Cytochrom
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P450 je nejvétsi genova rodina pfitomna ve vSech Zivych organismech (Feyereisen,
1999).

U hmyzu Ize nalézt stovky gent kodujicich CYP. Bylo prokazano, ze CYP mohou byt
zodpovédné za rezistenci 8kudcl vuci insekticidim, ale doposud nebyly nalezeny
zadné mutace, které by zplsobovaly rezistenci zménami ve struktufe nebo aktivité
proteinu. Misto toho bylo prokdzano, Zze hladiny transkriptu CYP gend,
metabolizujicich pyrethroidy, jsou zvySené u mnoha rezistentnich Skadcu, coz by

mohl byt davod rezistence (Feyereisen, 1999).

Rezistenci u hmyzu mohou také zplasobovat enzymy glutathion S-transferazy (GST).
VétSina organismu obsahuje vice GST ze dvou nebo vice tfid. GST mGzou zplsobit
odolnost hmyzu konjugaci redukovaného glutathionu insekticidu nebo jeho
metabolitd. Nejvice informaci o rezistenci zprostfedkované GST se tyka mouchy
domaci, ale byla prokazana rezistence k pyrethroiddm i u jinych druhd hmyzu
(Brogdon & McAllister, 1998; Kristensen, 2005).

3.2 Cilova mista

Castou priginou vzniklé rezistence u hmyzu je konformace nékterého z cilovych mist
daného insekticidu. Pfikladem takového mista jsou ligandem fizené iontové kanaly.
Neurotransmitery, jako jsou acetylcholin nebo gama-aminomaselné kyseliny (GABA),
dostavaji chemické signaly, které pfeménuji na elektrické signaly pfes otvor jejich
integralnich iontovych kanall. Receptor hmyzu GABA je mistem pusobeni insekticidl

na bazi cyklodient a fenylpyrazol jako je fipronil (Ffrench-Constant & kol., 2004).

DalSim cilovym mistem jsou acetylcholinové esterazy (AChE). AChE jsou cilové
lokality organofosforu (OP) a karbamatovych insekticidd. Nachazeji se v nervovych
synapsich a koné€i nervovy impulz katalyzou hydrolyzy neurotransmiteru
acetylcholinu. AChE jsou kliCové enzymy u hmyzu, u kterého je choligenni systém
zasadni. Jejich inhibice kovalentni vazbou insekticidl na aktivni misto enzymu
zpusobi uhyn hmyzu (Brogdon & McAllister, 1998; Ffrench-Constant & kol., 2004;
Fournier & kol., 1992). Na modelovém organismu Drosophila bylo prokazano, Ze
AChE jsou kédovany jednim genem, Ace. Bodova mutace tohoto genu zplsobuje
snizenou citlivost AChE vu¢i insekticidnim latkam a umoziuje hmyzu prezivat aplikaci
téchto latek (Fournier & kol., 1992).
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DalSim pfikladem cilového mista, a co se tyCe b. fepkového asi nejvyznamnéjSim
cilovym mistem, jsou sodikové iontové napétim fizené kanaly (VSSC). lontovy kanal
je transmembranovy proteinovy komplex, ktery tvofi vodou naplnény por pies
lipidovou dvojvrstvu, jehoz prostfednictvim specifické anorganické ionty difunduji
dovnitf pomoci elektrochemického gradientu (Zlotkin, 1999). VSSC jsou cilovou
lokalitou pro organochloridy a syntetické pyrethroidy. VSSC se sklada ze 4
homolognich domén (obr. 1) a bodové mutace tohoto genu jsou spojovany s Knock-
down rezistenci. Na rozdil od ligandem Fizenymi iontovymi kanaly jsou VSSC
ovliviiovany spiSe membranovym napétim nez zménami koncentrace
neurotransmiter (Ffrench-Constant & kol., 2004; Brogdon & McAllister, 1998).
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Obr. 1 Struktura VSSC Zdroj: Soderlund & Knippe, 2003

Siroké pouzivani insekticidni latky dichlor difenyl trichlorethanu (DDT) zpuasobilo v
minulosti rozSifeni tzv. kfizové rezistence i proti pyrethroidim stejnym mechanizmem
jako  proti DDT (Soderlund, 2008). Pyrethroidy ovliviuji VSSC v
membranach nervovych bunék (Soderlund & Knippe, 2003). VSSC se sklada ze &ty
opakovanych domén, znaCenych | — 1V, znichz kazZda obsahuje Sest
transmembranovych Sroubovic (S1 — 6). Jsou dulezité pro elektrickou signalizaci a
rychlé vybudovani akéniho potencialu pfes membranu. K proudéni sodikovych iont(
pfes membranu do buriky dochazi, jen pokud je kanal otevieny. Otevieni kanalu je
odezva na depolarizaci membrany. Tento mechanizmus je pro burku zivotné dulezity,

coz z ného déla cilové misto pro neurotoxiny, jako jsou pyrethroidy (Dong, 2007).
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4. Geneticky polymorfismus a metody jeho detekce

O geneticky polymorfismus se jedna, pokud se v jednom lokusu vyskytuje 2 a vice
alel s vyskytem prevySujicim 1 % v populaci a pfi€inou nejsou opakované probihajici
mutace. Vyskytuje-li se dany polymorfismus trvale, nazyvame ho balancovany, ale
existuji i polymorfismy pfechodné. Nejcastéjsi, tzv. bodovy polymorfismus, je
v podstaté jednonukleotidova zaména v sekvenci DNA. Byva oznaCovan SNP
z anglického ,Single nucleotide polymorphism®. Jedna se o velmi Casty typ genové
variace a vétsSinou vubec neovliviuje fenotyp, ale vyskytuje-li se v kddujici nebo

regulacni ¢asti DNA muze byt predikci dédiénych onemocnéni.

Polymorfni useky se mohou také nachazet mezi tzv. repetitivnimi sekvencemi. Jako
repetitivni jsou v DNA oznacCované sekvence, ktera se zde vyskytuji v mnoha kopiich
na rozdil od jednotkovych sekvenci, které se v DNA objevuji v jedné nebo jen nékolika
malo kopiich. RozliSujeme tzv. tandemové repetice, které se vyznacuji tim, ze se
jednotlivé kopie nachazeji pfimo za sebou, a repetice rozptylené, ktera jsou
lokalizovany po celé délce DNA. Repetitivni sekvence se dal déli na mikro- a

minisatelity (Kazachkova, 2007).

Vyskytuje-li se mnoho relativné kratkych sekvenci genomu ve formé tandemovych
repetic, hovofime o tzv. satelitni DNA neboli satelitech. Mikrosatelity obvykle obsahuji
2-4 baze a vyskytuji se v 10-50 kopiich. DelSi minisatelity, tvofené obvykle 10-60 pary
bazi, jsou CastéjSi a prfedpoklada se, Zze jsou nahodné rozlozeny po celé DNA
(Kazachkova, 2007).

4.1 Metoda RFLP (Restriction fragment length polymorphism)

RFLP diferencuje homologni sekvence DNA, které Ize detekovat pFitomnosti
fragmentl rdznych délek po Stépeni vzorki DNA specifickymi restrikCnimi
endonukleazami. RFLP, jako molekularni marker, je specificky pro jediny klon, danou
kombinaci restrikénich enzym(. RFLP markery jsou zpravidla kodominantni a vysoce
specifické (Weising & kol. 2005).

Metoda vyzaduje velké mnozstvi DNA, je nakladna a cCasové narocCna.
Prostfednictvim RFLP Ize zkoumat genovou diverzitu, strukturu populaci, hybridizaci,
tok genu a autopolyploidii. RFLP markery mohou byt cennymi fylogenetickymi a

fylogeografickymi markery (Kazachkova, 2007).
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4.2 Metoda AFLP (Amplified fragment length polymorphism)

Metoda se zaklada na univerzalni PCR zalozené na markrech pro rychlé znazornéni

genetické variability. Technika zahrnuje tfi hlavni kroky (Savelkoul & kol., 1999):

1. Stépeni genomové DNA restrikénimi endonukledzami a nasledna ligace
dvouretézcovych adaptérut, kazdy slozeny ze dvou oligonukleotidd, ¢imz se
vytvofi restrikEni fragmenty se znamymi sekvencemi adaptéru.

2. Specificka amplifikace podmnoziny téchto fragment( za pouziti primer( (jeden
znaceny) komplementarnich k adaptériim s jednou bazi navic.

3. Obvykle automatizované analyzovani vzorkd.

Pro snizeni po¢tu amplifikovanych fragmentt se vyuziva reamplifikace po amplifikaci
v kroku €. 2, s pfidanim jedné nebo dvou dalSich bazi navazanych na adaptér.
Diference nebo polymorfismy mezi vzorky se ukazi separaci znacenych fragment(
elektroforézou (Savelkoul & al, 1999; Mueller & Wolfenbarger, 1999).

Vyhody metody AFLP jsou v pouziti univerzalniho protokolu, v kombinaci s rdznymi
restrikCnimi endonukledzami a nasledny vybér jednoho nebo vice selektivnich
nukleotid v druhém kroku. NejdulezitéjSim rysem AFLP je vSak schopnost sou¢asné
detekce z mnoha oblasti DNA nahodné rozdélenych po celém genomu (Savelkoul &
kol., 1999; Mueller & Wolfenbarger, 1999).

4.3 Metoda RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

RAPD vyuZiva pouze jeden primer a pfedpoklada blizkost stejnych mist na opaéném
vlakné DNA, ktera se timto primerem amplifikuji v PCR reakci. Pokud se jedna o
polymorfni usek DNA, primer jeho sekvenci nerozezna a dany usek se pfi PCR
neamplifikuje, coz vede k rliznym vzorim tvofenym na gelu pfi nasledné elektroforéze
(Weising & kol. 2005).

Tato technika je jednoduchd, levna, nevyzaduje zadné predchozi znalosti o DNA
sekvenci sledovaného organismu, ani velké mnoZstvi izolované DNA. Nevyhody
metody spocivaji v jeji Spatné reprodukovatelnosti, dominanci marker (znemozni
urcit, zda je usek amplifikovan z heterozygotniho nebo homozygotniho lokusu),

homologii produktu a alelickych variant (Kazachkova, 2007; Weising & kol. 2005)
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4.4 Detekce mikro- a minisatelitt

Tyto markery jsou kodominantni a lze je detekovat zjaderné DNA, ale i z
DNA organel. Ve srovnani s ostatnimi markery se zde polymorfismy vyskytuji Castéji,
proto se hojné vyuzivaji ke srovnavani populaci. Aplikace téchto markert zahrnuje

odhad genové diverzity a populaéni struktury.

Nevyhodou je vysoka cena a naro¢nost, metoda totiz vyzaduje klonovani a nasledné
sekvenovani DNA. Velkou komplikaci také mohou byt tzv. homoplasy, shodné znaky,

které se vyvinuly samostatné v riznych vyvojovych liniich (Kazachkova, 2007).
4.5 Sekvenacni analyza

Pro odhaleni diversity mezi populacemi mdze byt vyuzito i pfimé sekvenovani daného
lokusu DNA. Specificky fragment se nejprve amplifikuje PCR a nasledné je
sekvenovan. Vysledkem je celkové precteni sekvence bazi konkrétniho lokusu, ktery
Ize porovnat se standardem. Touto cestou Ize rychle a snadno ziskat velké mnozZstvi

informaci. Nevyhodou je obtiznost ¢teni nékterych konkrétnich vzorku.
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5. Modelovy organismus blyskacek repkovy

5.1 Morfologie blyskacka repkového

Dospélci blyskacka fepkového (Coleoptera: Nitidulidae) (obr. 2) méfi 2 — 2,5 mm a
jsou 1,5 mm Siroci. Maji malou, Sirokou hlavu vtahnutou pod §&tit a shora klenuté
kovové lesklé télo. Krovky jsou modfe i tmavé zelené teCkované a nohy hnéde,
hnédocCervené nebo Zlutohnédé. Spodni strana téla je Cerna. Tykadla maiji

hnédocerveny druhy Clanek, jinak jsou cela ¢erna (Toth & Hudec, 2007).

Obr. 2 Dospélec na kvétu rfepky Zdroj: Basf.cz

Kukla je 4 mm dlouha, Zlutobild a po bocich kazdého ¢lanku zade€ku ma brvu. Larvy
(obr. 3) jsou asi 4 mm dlouhé, lihnou se bezbarvé. Pozdéji se barvi do mlééné bilé
se Zlutohnédou hlavou. Maji 3 pary konéetin a po stranach na kazdém télnim ¢lanku

¢ernou skvrnu (Vasak, 2000).
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Obr. 3 Larvy b. fepkového Zdroj: Basf.cz

Vajicka jsou velika 0,2 - 0,3 mm, maji valcovity tvar na pdlech zaobleny. Nejprve

byvaji prdhledna, pozdéji mlécné zakalena (Vasak, 2000).
5.2 Bionomie blyskacka fepkoveho

Dospélci b. fepkového pfezimuji v pdé na okrajich poli a lest. V dubnu, kdyz se
teplota ovzdu$i pohybuje okolo 10 °C, opousti své ukryty pfed zimou. Zacinaji
nalétavat na razné kvetouci rostliny a tyden &i dva se Zivi jejich pylem. Kdyz teplota
stoupne nad 12 °C, zacinaji vyhledavat brukvovité rostliny pro pafeni a kladeni
vajicek. Dospélci obvykle dorazi na rostlinu fepky v dobé tvorby kvétnich poupat a
Zivi se pylem (Williams, 2010). Pfed kvétem vykousavaji do poupat nepravidelné
otvory, aby se k pylu dostali. Vykousanymi otvory také kladou do poupat vajicka,
nejc¢astéji na prasniky (Hani & kol. 1993).

Jedna samicka naklade az 250 vajiCek, 2—-3 do kazdého poupéte. Larvy se lihnou jiz
po nékolika dnech a jejich vyvoj trva pfiblizné jeden mésic, v zavislosti na teploté
(Williams, 2010). Larvy se zivi pylem, ale zpravidla nepo8kozuji prasniky, pokud se
jich v jednom kvétu nevyskytuje vice nez pét (Toth & Hudec, 2007). PIné vyvinuté
larvy padaji z kvétl na zem a zavrtavaji se do pldy, pfiblizné 1,5-6 cm hluboko, kde
se kukli. Po 10-11 dnech se lihnou z kukel dospélci. V dobé lihnuti stale Zije pavodni
generace dospélcl, ale postupné zacina hynout a nové vylihli brouci se po nékolika
tydennim Ziru uchyluji do pldy, kde pfezimuji. Stéhovani do zimovist zacina jiz

v Cervenci, ale probiha nékdy az do zafi (Miller, 1956).
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5.3 Skodlivost blyskacka fepkového

Nejvétsi skody zpusobuiji b. fepkovi u slabych porosti a na pomalu vyvijejicich se
poupatech. OSetfeni se provadi na poCatku masového naletu imag, a to pfi vyskytu
200-500 brouk(i na 100 rostlin (Caca & kol., 1990). Dospélci vykousavaji do poupat
rizné veliké otvory, kterymi se dostavaji k ty€inkam, respektive pylu. U mensSich
poupat muze dojit k Uplnému sezrani. Vétsi poupata vykusuji ze strany, nasledkem
¢ehoz se scvrkavaji, osychaji a pozdéji opadavaiji. Z okvéti zlistavaji pouze stopky,

¢imz vznika nepravidelny vzhled kvétenstvi (T6th & Hudec, 2007).

Larvy se zivi pylem a témérF neSkodi, pozdéji vSak okusuiji i kvétni platky, Enélky a
povrch mladych Seduli (Kazda & kol., 2003).

za chladného pogasi. Mze byt zni¢eno az 70 % kvéta (Kazda & kol., 2003). V Ceské
republice je aktualné povoleno Sestnact uc€innych latek insekticidu, které se bézné
prodavaji jako komeréni pfipravky. VSechny tyto Uc¢inné latky pusobi kontaktné az na

acetamiprid jehoz mechanizmus ucinku je systémovy (Tab. 1).
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Tab. 1 Povolené pfipravky na ochranu rostlin

Komeréni pripravek
Acetguard
Actipir 480 EC
Alfametrin ME
Avaunt 15 EC
Bulldock 25 EC

Cyperkill 25 EC
Daskor

Decis Forte
Fury 10 EW
Fyfanon 440 g/L EW
Mavrik 2 F
Nexide
Plenum
Pyrinex M22
Sumi — Alpha 5SEW

Trebon 30 EC

Uginna latka
Acetamiprid
Chlorpyrifos
Alfa-cypermethrin
Indoxakarb
Beta-cyfluthrin
Cypermethrin

Chlorpyrifos-methyl,
Cypermethrin

Deltamethrin
Zeta-cypermethrin
Malathion
Tau-fluvalinat
Gama-cyhalothrin
Pymetrozin
Chlorpyrifos-methyl
Esfenvalerat

Etofenprox

Mechanizmus pusobeni
Systémovy
Kontaktni
Kontaktni
Kontaktni
Kontaktni

Kontaktni
Kontaktni

Kontaktni
Kontaktni
Kontaktni

Kontaktni

Kontaktni
Kontaktni
Kontaktni

Kontaktni
Zdroj: Ukzuz
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6. Prubéh Sifeni rezistentnich populaci b. fepkového

Syntetické pyrethroidy se zejména od zacatku jejich pouzivani v 80. letech staly
nejpouzivanégjsimi insekticidy, kvuli jejich cenové dostupnosti, vySsi Setrnosti vici
opylovaim a nizSimu potfebnému mnozstvi uc¢inné latky na hektar. Masové
pouzivani pyrethroidi vedlo jiz na konci minulého stoleti k prvnim projevim
rezistence v zapadni a severni Evropé, a vzhledem k enormnimu podilu fepky na
ornych padach v poslednich letech po celé Evropé, i v Ceské republice se dalo
rozSifeni rezistentnich populaci oCekavat. V letech 2008-2014 byly pomoci IRAC
Susceptibility Test Method No. 11 testovany populace b. fepkovych z Ceské republiky
a Slovenska k rezistenci lambda — cyhalotrinu. Havel & kol. (2015) ve své praci
uvadsji, Ze prvni rezistentni populace b. fepkového v Ceské republice byly nalezeny
v roce 2008. Do roku 2010 se rezistentni populace rozsifily po celém severu Ceské
republiky a v roce 2012 se rezistence u b. Fepkového vuéi pyrethroidim vyskytovala
v celé republice. Od roku 2012 jsou vSechny populace rezistentni, lisi se jen rGznou
intenzitou odolnosti (Havel & kol., 2015).
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Obr. 4 Rezistentni populace v CR v 2014 Zdroj: (Havel & kol., 2015)

Na obr. 4 jsou znazornéna mista sbéru vzorku analyzovanych populaci b. fepkového
vroce 2014. Svétle modré body znazorfiuji stfedné rezistentni populace, jejichz
mortalita méfena po 24 hodinach, po podani 100 % registrované davky lambda —
cyhalotropinu byla 90-99 %. Tmavé modré body predstavuji rezistentni populace,

jejichz mortalita za danych podminek byla mezi 50-89 % a Cervené jsou oznaeny
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silné rezistentni populace, jejichz mortalita za stejnych podminek byla nizSi nez 50 %.
Vysoce citlivé a citlivé populace, s mortalitou 100 % i pfi niz§i davce lambda —
cyhalotropinu nez je 100% registrovana davka, se vroce 2014 na rozdil od let

pfedchozich nevyskytuji (Havel & kol., 2015).

K testovani citlivosti b. Fepkového k pyrethroiddm lIze vyuzit tzv. lahvi¢kovy test (adult-
vial-test), vyvinuty organizaci zabyvajici se rezistenci — IRAC (Insecticide Resistance
Action Committee). Tento test se vyuziva k zafazeni populaci b. fepkového do skupin

dle stupné rezistence (Tab. 2).
Tab. 2 Klasifikace rezistence

Koncentrace (%

] Uginnost po 24 » Klasifikaéni
z registrované Klasifikace
hodinach stupen
davky)
100 % 100 %
Velmi citlivy 1
20 % 100 %
100 % 100 %
Citlivy 2
20 % Mensi 100 %
100 % 90-99 % Stfedné rezistentni 3
100 % 50-89 % Rezistentni 4
100 % Mensi 50 % Vysoce rezistentni 5

Zdroj: (Insecticide Resistance Action Committee, 2009)

NejCastéji pouzivana latka lambda-cyhalothrin se nafedi s acetonem do koncentraci
100 % bézné pouzivané davky a 20 % bézné pouzivané davky. Pro kontrolu se test
provadi i s Cistym acetonem. Do sklenénych lahvi¢ek jsou tyto roztoky aplikovany
v mnozstvi pfizplisobeném ploSe dna lahvi¢ky. Do lahvi¢ek se poté pfidaji pozorovani
brouci a vysledky se odecCitaji po 24 hodinach (Insecticide Resistance Action
Committee, 2009).
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7. Cile prace

Cilem prace bylo:

e Zpracovat literarni reSersi k dané problematice

e |zolovat DNA b. fepkového z populaci rizné rezistentnich vici pyrethroidiim
e Detekovat polymorfismus u populaci s riznou Urovni rezistence

¢ |dentifikovat VSSC gen v populacich b. fepkového jako dukaz rezistence k

pyrethroidim
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8. Material a metodika

8.1 Sbér vzorkl

Vzorky b. Fepkového (Tab. 3) byly sbirany podle interaktivni mapy se zvyraznénymi
lokacemi vyskytu rizné rezistentnich populaci b. fepkového. Mapu vytvofili Havel &
kol. (2015) a je volné dostupna napf. na webovych strankach Rostlinolékaifského

portalu (http://eagri.cz/public/web/ukzuz/portal).

Tab. 3 Vzorky populaci b. fepkového

Cislo Lokalita Rostlina Stupen
vzorku rezistence
1 Pozemek ZF JU Repka -
2 Val Repka -
3 Horazdovice Repka 4
4 Manes$ovice Repka -
5 Babice Repka 5
6 Hostkovice Repka 4
7 Predin Repka 5
8 Hory Repka -
9 Budiskovice Repka -
10 Studena Repka 5
11 Vatin Repka -
12 Pozemek ZF JU Repka -
13 Kadov Divizna -

Sbér probihal v roce 2016 od dubna do Cervna. Jedinci z jedné lokality byli Zivi
umisténi do jedné zkumavky a usmrceni okamzitym pfepravenim do mrazaku pfi
- 20 °C, kde byli poté i nadale skladovani. Stuperi rezistence byl uréen na zakladé
prace Havel & kol. (2015) a je zalozen na predpokladu, ze se dana rezistence urcena

Z predeslého roku nezménila.
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8.2 I1zolace DNA b. fepkového pomoci Chelexu 100

Prvni metodou izolace genomové DNA byla izolace pomoci Chelexu 100. Jedna se o
chelatacni pryskyfici, ktera se vyuziva pro izolaci DNA zejména ve forenzni genetice.
Jde o jednoduchou, rychlou metodu, jejiz nejvétsi vyhodou je nizké riziko
kontaminace vzorku, protoze cely postup se provadi vjedné mikrozkumavce.
Chemicky se Chelex sklada ze styrenu divinylbenzen kopolyméru, coz je
makromolekularni latka slozena nejméné ze dvou riznych monomert, a z parovych
iminodiacetatovych iontu, které funguji jako chelatory vazici na sebe polyvalentni
kovové ionty. V zasaditém prostfedi Chelex zvySuje afinitu ke kationtim tézkych
kovl, jako jsou Ca?*, Mn?* a Mg?*. To je pro metodu kli¢ové, jelikoz tyto dvojmocné
ionty za vysokych teplot mohou poskodit DNA produkt. Dale chelatace iontd Mg?*
inaktivuje ¢innost nukleaz degradujicich DNA tak, ze vyvazanim hofrec€natych iontd
znemozni enzymatickou aktivitu. lzolace spociva v mechanické homogenizaci a
nasledné destrukci a degradaci bunécnych membran, proteinli a denaturaci DNA
v zasaditém prostiedi za vysokych teplot (95-100 °C). Nasledné se pryskyfice
s navazanymi komponenty od supernatantu s izolovanou DNA oddéli centrifugaci.
Takto ziskana DNA Ize vyuzit pro daldi molekularni metody, jako napf. PCR, kde je
tfeba dat pozor na kontaminaci Chelexem, jelikoz pasobi jako inhibitor PCR reakce
(Capkova & kol., 2012). P¥i izolaci byli jedinci vioZeni do 1,5ml mikrozkumavek
spolec¢né se 100 pl sterilni vody (metodika uvadi 1 ml, kvali zvySeni vysledné
koncentraci DNA byl pouzit menSi objem). Nasledné byla tkan
mechanicky homogenizovana a odstfedéna po dobu 3 minut pfi 12 000 otackach.
Vznikly supernatant o objemu 50-60 ul byl pfenesen do nové mikrozkumavky a bylo
pfidano 50 pl 5% Chelexu. Vzorky se daly inkubovat na 20 minut pfi 56 °C, poté se
10 vtefin vortexovaly a opét inkubovaly, 10 minut pfi 100 °C. Ihned po inkubaci byly
vzorky stoeny po dobu 3 minut pfi 12 000 otackach ve 4 °C. Takto upravené vzorky

byly skladovany pfi — 20° C.
8.3 Izolace DNA b. fepkového pomoci CTAB-PVP (polyvinylpyrrolidon)

K izolaci DNA byla dale pouzita metoda vyuzivajici roztoku CTAB-PVP, ktera slouzi
k ziskani vétS§iho mnozstvi pomérné Cisté DNA. CTAB (cetyltrimethylamoniumbromid)
funguje jako detergentni €inidlo uvolfiujici DNA z komplexu membran a bilkovin. Dale
ma schopnost tvofit komplex s nukleovymi kyselinami, jehoz rozpustnost je ovlivnéna

koncentraci soli. Komplex je rozpustny pfi koncentraci 0,7 M NaCl a pfi nizSi nez 0,45
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M vytvafi srazeninu. Na rozdilné rozpustnosti CTAB a nukleovych kyselin se pak cela
metoda zaklada (Curn & kol., 2012).

Vyuzita byla metodika, kterou vytvofili Curn & kol. (2012) s mirnou modifikaci. Do 1,5
ml mikrocentrifugaCnich zkumavek byli dani ¢tyfi blyskacci, pfidalo se 250 ul
predehiatého pufru CTAB - PVP a 2,5 ul merkaptoethanolu. S pfihlédnutim na
mnozstvi DNA bylo vyuzito poloviéni mnozstvi pufru i merkaptoethanolu. Pro lepsi
rozdrceni bylo pfidano trochu kifemicitého pisku. Po homogenizaci a promichani se
vzorky inkubovaly 45 minut pfi 65 °C. Po inkubaci se vzorky centrifugovaly 10 minut
pfi 12 000 otackach a ziskany supernatant se prevedl do novych mikrocentrifugacnich

zkumavek.

K supernatantu bylo pfidano 500 pl chloroformu s IAA (isoamylalkohol), smés se 10
minut promichavala a poté opét centrifugovala 5 minut pfi 12 000 otackach. Nasledné
byla do novych mikrocentrifugac¢nich zkumavek pfepipetovana vodna faze, pfidano
80 ul 5% CTAB a 500 ul smési chloroformu s IAA, opét se smés 10 minut protfepavala

a centrifugovala 5 minut maximalni rychlosti (14 000 otacek).

Vzniklda vodnad faze byla smichana s250 pul isopropanolu v istych
mikrocentrifugacnich zkumavkach a vloZzena do mrazaku pfi -20 °C na min. 12 hodin.
Po vyjmuti z mrazaku se vzorky centrifugovaly pfi 4 °C 5 minut maximalni rychlosti.
DNA se zachytila na dné zkumavek a supernatant byl slit. K DNA se pfidalo 300 ul 1x
TE a smés se nechala na 45 minut inkubovat pfi 37 °C. Poté bylo pfidano 600 pl
ledového 96% ethanolu, smés se lehce promichala a opét dala do mrazaku pfi -20
°C na min. 12 hodin.

Vzorky byly centrifugovany 10 minut pfi 4 °C maximalni rychlosti. DNA vytvofila na
dné zkumavek viditelny pelet a supernatant byl odstranén. Po pfidani 1 ml 70%
ethanolu se obsah zkumavky lehce promichal a centrifugoval 2 minuty maximalni
rychlosti pfi teploté 4°C. Poté se ihned slil vS8echen supernatant a vzorky se daly
pfiblizné na hodinu vysusit. Po dikladném vysu$eni se pfidalo 100 pl TE pufru. Takto

byly vzorky skladovany pfi -20 °C a pfipraveny k dalSimu pouziti.
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8.4 ISSR (Inter-simple sequence repeats)

Mikrosatelity jako takové byvaji vysoce polymorfni a v eukaryotickém genomu se
vyskytuji ve velké mife. Kvdli jejich astému vyskytu se ukazaly jako dobré genetické
markery pro mapovani polymorfismd na populaéni urovni (Mezghani Khemakhem,
2005). Principem metody je, ze se do kazdé PCR reakce da pouze jeden primer
komplementarni k mikrosatelitu. Ten se navaze v riznych mistech na DNA v obou
smeérech a vytvofi tak rGzné dlouhé fragmenty. Metodou ISSR se tedy ziskavaji
sekvence nachazejici se mezi témito mikrosatelity a ty se pak analyzuji na gelu podle

velikosti.

Metoda ISSR byla zde pouzita k detekci genetické variability mezi populacemi b.
fepkového s riznym stupném rezistence proti insekticidim. Bylo vyzkouSeno pét
rliznych primeru (Tab. 4), z nichZ na izolovanou DNA nasedaly tfi primery a jen jeden

vysledek byl dale reprodukovatelny.

Tab. 4 Sekvence primerd ISSR

UBC 880 GGA GAG GAG AGG AGA
UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT
UBC 845 CTCTCTCTCTCT CTCTRC
UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAG AA
UBC 840 GAG AGA GAG AGA GAG AYT

Do stript byly smichany slozky pro PCR reakci (Tab. 5) a vlozeny do termocykleru.
Program pro ISSR metodu zacinal pocCatecni denaturaci 2 minuty pfi 95 °C a
nasledovalo C&tyficet opakujicich se cykll. Teplota denaturace kazdého cyklu byla
93 °C po dobu 20 sekund, poté klesala na teplotu annealingu 52 °C na 1 minutu a
opét stoupala na elongaéni teplotu 72 °C na 20 sekund. Po skonceni vSech cyklu

probéhla konecna elongace trvajici 6 minut pfi 72 °C.
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Tab. 5 Slozeni ISSR reakci

Chemikalie Objem v pl (na 10 i)
Master Mix 5

Primer 0,25

BSA 0,2

Voda 3,55

Templatova DNA 1

Po skonceni PCR-ISSR reakce byly vzorky pfeneseny na agardzovy gel pro detekci

délek fragmenta.
8.5 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Pomoci PCR byla vyzkousena amplifikace genu VSSC, jehoz bodové mutace by
mohly byt pfi€¢innou vzniku rezistence u b. fepkovych vici insekticidim. Vzhledem
k nedostatku informaci o genomu b. fepkovych byla tato amplifikace provadéna na

zakladé prace Pernestal J. (2009).

Tab. 6 Sekvence primer VSSC

VSSC 1-4 Forward 5- ATG ACA GAA GAT TCC GAC TCG ATA-3°
VSSC 1-4 Reverse 5-TCA GAC ATC CGC CGT GCG CG - 3°
VSSC 3417 Forward 5- CCT CAT CAAGAAGGG GATCA -3
VSSC 5405 Reverse 5- GCT GAC GTC GACATC TGA AA -3’

Kédujici sekvence primerl (Tab. 6), slozeni PCR smési (Tab. 7) i program pro PCR
byly pfevzaty z prace Pernestal J. (2009). Jedna se o primery navrzené pro
amplifikaci ¢tvrté domény genu VSSC. Primery VSSC 1-4 Forward a VSSC 1-4
Reverse maji ohranicit a amplifikovat gen VSSC, primery VSSC 3417 Forward a
VSSC 5405 Reverse pak amplifikuji konkrétné doménu IV tohoto genu. Program

reakce je pro oba pary primeru stejny.
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Tab. 7 Slozeni PCR reakce

Chemikalie Objem v pl (na 10 i)
Master Mix 5

Forward primer 0,5

Reverse primer 0,5

Voda 3

Templatova DNA 1

PCR zacinala poc¢ate¢ni denaturaci pfi 98 °C po dobu 30 sekund. Nasledovalo 35
cykld slozenych z denaturace pfi 98 °C 30 sekund, annealingu pfi 50 °C 30 sekund a
elongace pfi 72 °C po dobu 2 minut. Na zavér prob&hla kone¢na denaturace trvajici
10 minut pfi 72 °C.

8.6 Gelova elektroforéza

Elektroforéza je technika vyuzivana v laboratofich k separaci DNA a jinych
makromolekul. Vzorky se separuji v elektrickém poli pfes gel na zakladé jejich
relativni molekulové hmotnosti, tvaru a elektrického naboje. Molekuly DNA maji
z pravidla negativni naboj, vznikly zaporné nabitymi fosfatovymi skupinami. Tudiz se
v elektrickém poli pohybuji vzdy k anodé. Rozdéleni fragmentu v gelu je zavislé na
jejich velikosti. Stejné dlouhé Useky postupuji stejnou rychlosti, na konci zistanou
seskupeny v jednom mist€¢ a pomoci specialniho barveni je lze vizualizovat.
NejCastéji vyuzivanym je pravdépodobné& agarézovy gel v horizontalni poloze, do
kterého se pfidava ethidium bromid jako interkalacni barvivo. Gel na molekularni
urovni je matrice agarézovych molekul, které drzi pohromadé vodikovymi mustky a
tvofi tak malé poéry. Pfidany ethidium bromid se béhem pridchodu DNA fragmentu
navaze dovnitf dvousroubovice a po ultrafialovém ozafeni fluoreskuje (Curn & kol.,
2012). Pro detekci bandli PCR s VSSC primery i PCR-ISSR metodu byl vyuzit 2%
horizontalni agar6zovy gel s pfidanym ethidium bromidem. Pro metodu ISSR byl gel
se vzorky vystaven 90 V po dobu 150 minut pro dokonalejSi rozdéleni bandd. Pro
PCR s VSSC primery bylo gel se vzorky vystaven 90 V po dobu 90 minut. Vztahy
mezi jednotlivymi populacemi b. fepkového byly analyzovany z matice genetickych
vzdalenosti pomoci metody hlavnich komponent (Principal component analysis -
PCA) v programu R (2017).
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9. Vysledky

9.1 Izolace DNA

DNA byla izolovana pomoci Chelexu 100 a CTAB — PVP. V obou pfipadech se DNA
podafilo izolovat. DNA izolovana Chelexem 100 po analyze na NanoDropu
vykazovala velké mnozstvi DNA s pomérné vysokou kontaminaci a vizualizace na
gelu po PCR se pfevazné nedafila. Metoda izolace pomoci CTAB — PVP sice
vykazovala mensi mnozZstvi izolované DNA, ale byla prokazatelné méné
kontaminovana a PCR i vizualizace na gelu této DNA probihala bez problému. Pro

dal$i analyzy byla pouZita DNA izolovana pomoci CTAB — PVP.
9.2 ISSR

Jediné reprodukovatelné vysledky z pavodnich péti primert vychazely pfi pouziti

primeru €. 840. Dale na templatovou DNA nasedaly primery €. 812 a 840. Vysledky

téchto ISSR primer( se vSak pfi opakovanich neshodovaly.

Obr. 5 ISSR s primerem 840

Z vysledného gelu (obr. 5) lze vyc€ist, Ze polymorfismus odliSeny na zakladé
mikrosatelnich usekd DNA se u rGzné rezistentnich populaci b. fepkovych nachazi az
ve fragmentech o 400 par( bazich a delSich. V nepolymorfnich &astech se
mikrosatelitni sekvence vyskytovaly vcelku pravidelné ve vzdalenostech od 200 do
350 bazich.
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Z gelu s primerem ¢&. 840 (obr. 5) je zfejmé, Ze se nejvice mikrosatelitnich sekvenci
komplementarnich k danému primeru nachazi ve vzorku €. 7, ktery byl sbiran pobliz
obce Predin a klasifikovan stupném rezistence 5. DalSi vzorky s ur€enym stupném
rezistence 5 jsou vzorky €. 5 od obce Babice a 10 od obce Studena. Oba tyto vzorky
obsahuji podstatné méné mikrosatelitnich sekvenci (na gelu je u nich vizualizovano
méné bandu). Vzorky €. 5, 7 a 10 se shoduji kromé& nepolymorfnich uUseku, jesté
v useku délky DNA 400 para bazi, dale se vSak i tyto vzorky se stejnym stupném
rezistence rozchazeji. Spole¢ny band maiji pak jesté vzorky €. 5 a 7 v délce 450 par(

bazi a vzorky €. 7 a 10 v délce 550 parl bazi.

Vzorky s ur€enym stupném rezistence 4, tedy vzorek &. 3 sbirany u obce Horazdovice
a vzorek &. 6 z obce Hostkovice, se shoduji pouze v nepolymorfnich ¢astech DNA.
Zatimco u vzorku €. 3 se mikrosatelitni sekvence kromé nepolymorfnich ¢asti vibec

neprokazaly, vzorek €. 6 vytvafi fragmenty jesté v délkach 400, 550 a 800 para bazi.

Ze vzorku nezarazenych do stupné rezistence se vzorek €. 1, pochazejici z pozemku
ZF JU a sbirany v dubnu, upIné neshoduje s zadnym ze zafazenych. Vyskytuje se u
néj pouze jeden polymorfni fragment v délce 400 par( bazi, ktery se nachazi u 10 ze
13 vzork(. U vzorku €. 2 sbiraného pobliz obce Val se mimo nepolymorfni usek
nachazi fragment o délce 550 bazi, ktery se také vyskytuje u zafazenych vzorku €. 6,
7 a 10, u kterych byly ur€eny rezistence stupnt 4 a 5. Vzorek & 4 od obce
ManesSovice, stejné jako vzorek &. 3 zafazeny do stupné rezistence 4, nevykazuje
mimo nepolymorfni Usek Zadné mikrosatelitni sekvence. Vzorek €. 8, pochazejici od
obce Hory, vykazuje celkem 3 polymorfni fragmenty shodujici se v délkach 400, 550
a 600 paru bazi se vzorkem €. 7 stupen rezistence 5. Vzorek &. 9 sbirany u BudiSkovic
obsahuje polymorfni fragmenty v délce 400 a 600 pard bazi, ¢imz je podobny vzorku
€. 6 se stupném rezistence 4, chybi mu vSak fragment v délce 800 par bazi. Ve
vzorku €. 11 od obce Vatin byly detekovany polymorfni fragmenty o délkach 400, 700
a 750 parl bazi, ¢imz se blize nepodoba zadnému z uréenych vzorkud. Vzorek €. 12,
pochazejici z pozemku ZF JU sbirany v €ervnu, obsahuje polymorfni fragmenty
v délkach 400 a 750 part bazi, je tedy téméFf shodny se vzorkem €. 11, ale ne
s zadnym s ur€enym stupném rezistence. U vzorku €. 13 od obce Kadov jsou vidét
polymorfni fragmenty v délkach 400 a 450 part bazi a je tedy zcela shodny se

vzorkem €. 5, u kterého byla ur€ena rezistence stupné 5.

Vzdalenost populaci b. fepkového na molekularni drovni byla zhodnocena a graficky

znazornéna PCA analyzou a shlukovou analyzou pomoci dendogramu. Z grafu
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(obr. 6) Ize vycist genetickou vzdalenost zkoumanych populaci. Vzorky se tak daji
rozdélit do nékolika geneticky podobnych skupin podle jejich umisténi v grafu.
Nejvzdalenéjsi populace, lidici se od vSech ostatnich je populace sbirana u obce

u obci Studena a Hostkovice jsou od ostatnich stale zna¢né odlidné.
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Obr. 6 PCA analyza

Na zakladé ISSR markeru Ize rozdélit vzorky do clustert podle populaéni podobnosti.
Jednu skupinu podobnych vzork( vytvari vzorek €. 1 sbirany v dubnu na pozemku ZF
JU, vzorek €.12 shirany v €ervnu na pozemku ZF JU a vzorek €. 13 pochazejici od
obce Kadov. Podobnost mezi vzorky €. 1 a 12 byla pfedvidana, vzhledem k tomu, Ze
oba vzorky byly sbirany na pozemku ZF JU. Podobnost se vzorkem &. 13 je vzhledem
ke vzdalenosti obce Kadov u niz, byl vzorek sbiran spiSe nahodna. Podobny ISSR
profil je zaznamenan jesté u vzork( pochazejicich od obci Studena (vzorek €. 10) a
Hostkovice (vzorek &. 6). Podobnost téchto vzork(l byla predpokladana vzhledem

k jejich geografické blizkosti a podobnému stupni rezistence.

Dal8i skupinu populacné podobnych b. Fepkovych vytvari vzorky sbirané u obci
ManeSovice (vzorek €. 4), Val (vzorek €. 2), Horazdovice (vzorek €. 3), BudiSkovice
(vzorek €. 9) a populacné vzdalené&jsi Babice (vzorek €. 5). Genetickd podobnost u
vzorkl €. 4, 9 a 5 byla vzhledem ke geografickému rozmisténi pfedpokladana. U

vzorku €. 4 a 9 byla o¢ekavana, vzhledem ke vzdalenosti sbéru pouze 2 km, vyssi

37



podobnost. Mista sbéru vzorkd €. 2 a 3 jsou sice geograficky vzdalengjsi, ale

populaéni analyza, i pfes jistou podobnost, ukazala odpovidajici odchylky.

Populaéné podobné vzorky pochazejici od obci Hory (vzorek €. 8) a Vatin (vzorek €.
11) jsou si sice mezi sebou populacné nejblize, pfesto je mezi nimi pomérné velka
odchylka na zafazeni do jednoho clusteru. Vzorek &. 7 sbirany u obce Pfedin je
kterému ma i geograficky nejblize, vzhledem k jejich blizké poloze sbéru vSak byla

oCekavana vétsi populaéni podobnost.

V dendogramu (obr. 7) jsou ervené zvyraznéna mista sbéru vzork, u kterych byla
rezistence klasifikovana stupném 5 a modfe zvyraznéna jsou mista sbéru vzorku
s uréenou rezistenci stupné 4. Cerné jsou v dendogramu vypsany mista sbéru

vzorkdl, u nichz nebyl zjisStovan stupen rezistence.
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Obr. 7 Dendogram

Z dendogramu vytvofeného na zakladé ISSR detekce vyplyva, ze populacné nejbliZsi
jsou si vzorky: ManeSovice — Horazdovice; vzorek pochazejici z pozemku JU ZF
sbirany v ¢ervnu (ZF 6) — vzorek pochazejici z pozemku JU ZF sbirany v dubnu (ZF
4); Kadov — Babice; BudiSkovice — Val. Dale Ize k sobé pfifadit vzorky: Studena —
Hostkovice, ikdyz populaéni podobnost je zde o néco menSi. Na niz§i Urovni
populaéni shody pak vznika cluster: Mane$ovice — Horazdovice — ZF6 — ZF4 — Kadov

— Babice. Na tento cluster o néco mensi genetickou shodou navazuji BudiSkovice,
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Val a Hory. Dal8i navazujici populace s klesajici podobnosti se k predeslym
populacim pfifazuji populace od obce Vatin, nasledné Studena shodné
s Hostkovicemi a nakonec s nejmensi populaéni podobnosti populace sbirané pobliz
obce Predin.

9.3 Amplifikace genu VSSC

Fragmenty genu VSSC ohrani¢ené primery VSSC 1-4 se pfi PCR nepodafilo
amplifikovat. Amplifikaci primery VSSC 3417 Forward a VSSC 5405 Reverse tedy
nebylo mozné vyzkouset.
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10. Diskuse

10.1 I1zolace DNA

Vzhledem k opakované nelspéSnym pokusim s DNA z b. fepkového izolovanou
pomoci Chelexu 100, Ize za spolehlivéjSi metodu izolace DNA broukl povazovat
metodu vyuzivajici CTAB — PVP. Predpokladanym duvodem neuspéchu PCR
s templatovou DNA izolovanou Chelexem 100 je vysoka kontaminace vzorkd
sacharidy. Po izolaci Chelexem 100 bylo vyzkou$eno i nasledné precisténi vzorku
srazeci sekvenacni reakci, ale ani poté se nedaly vzorky po PCR na gelu spolehlivé

vizualizovat.
10.2 ISSR

Blyskacek Fepkovy je velmi rozsSifeny Skudce, jehoz genom nebyl doposud
prozkouman. Vzhledem kjeho rychle vzristajici rezistenci k bézné uzivanym
insekticidim je zapotfebi najit molekularni pfi€¢inu odolnosti SklGdce, pochopit
mechanismus vzniku této rezistence a na zakladé toho pfijit na ucinné feSeni. Metoda
ISSR byla vybrana pravé kvlli nedostatku informaci o genomu b. fepkového.
Genetické variace populaci byly analyzovany ISSR markery v zavislosti na
geografickém umisténi i na rozdilném stupni rezistence. P¥i rozsahlejSim vyzkumu
mohou ISSR markery pomoci objasnit zaklad genetického polymorfismu v zavislosti
k rezistenci a tim pfispét k odhaleni principu jejiho vzniku. Informace ziskané v této
praci poslouzi jako zaklad pro dalsi ISSR analyzy s jinymi mikrosatelitnimi

sekvencemi.

Analyza ISSR markery byla plvodné zkouSena péti mikrosatelitnimi sekvencemi,
z nichz dvé (primery €. 810 a 845) pfi nékolika opakovanich DNA b. fepkovych vibec
neamplifikovaly. Primery €. 812 a 880 na DNA b. fepkovych vcelku Uspédné nasedaly,
tvofily vSak pfi kazdém z pokusu jiny poc¢et odliSné dlouhych fragmentd, tzn. ukazaly
se jako nespolehlivé a nereprodukovatelné. Amplifikace ohrani¢ena primerem ¢&. 840
vykazovala na separacnim gelu pfi nékolika opakovanich stejny pocet stejné
dlouhych fragmentd, tzn. primer ¢. 840 se jako jediny ukazal pro analyzu genetického
polymorfismu b. fepkovych spolehlivy a reprodukovatelny. Metoda se ukazala pro
populaéni analyzu b. fepkovych vhodna a po zvoleni vhodného primeru snadno

reprodukovatelna.

40



ISSR markery se celkové pro populacni analyzu osvédcCily. Velkou vyhodou je
predevsim vyuziti pro nezmapovany genom, metodicka nenaroCnost a ve srovnani
s nékterymi dalSimi molekularnimi markery i nizka cena. Metodickym postupem a
vyuZzitim se ISSR nejvice podoba metodé RAPD. Oproti RAPD jsou v3ak vysledky
ISSR reprodukovatelngjSi a ¢asova i finan¢ni narocnost nizsi. Reprodukovatelnost
Dalsi vyhodou vyuziti ISSR pfi populacni analyze je velka variabilita a
vSudypfitomnost mikrosatelitnich sekvenci v DNA, na zakladé ¢ehoz se od sebe
populace dobfe odliSuji. Nevyhodou metody ISSR je, Zze se jedna o dominantni
markery, nerozliSuji se tedy homozygoti od heterozygotl a bé&hem analyzy se
predpoklada, ze se zkoumané populace nachazi v Hardy — Weinbergové rovnovaze
(HWE).

Stejné jako ve své praci uvadi Kazachkova (2007), ktera se zabyvala podobnou
populaéni analyzou b. fepkovych ve Svédsku, i tato prace ukazala velky geneticky
polymorfismus mezi geograficky vzdalenéjSimi populacemi. Linearni zavislost mezi
genetickou a geografickou vzdalenosti v8ak neexistuje. V zavislosti ke stupni
rezistence, ktery ve své praci uvadi Havel a kol. (2015) pouzitd mikrosatelitni
sekvence neprokazala Zzadné vyznamné genetické shody v ramci stejné rezistentnich
populaci. Tim se vylu€uje pouze vztah k rezistenci pouze této konkrétni mikrosatelitni
sekvence, nikoli celé metody. Da se predpokladat, ze pouziti dalSich ISSR primeru
prokaze vztah mezi stupném rezistence a umisténim mikrosatelitnich sekvenci v
DNA. ISSR markery se ukazaly jako spolehliva, reprodukovatelnd metoda pfi

populaéni analyze b. fepkového
10.3 Amplifikace genu VSSC

S pfihlédnutim k dobrym vysledkim PCR s jinymi primery Ize vyloucit, Ze neuspé&Snou
amplifikaci VSSC genu zpUsobila nekvalitni templatova DNA. Pfi¢inou mohla byt
napriklad Spatné navrzena sekvence primerl nebo nepfesné navrzeny program pro
PCR. Pernestal J. (2009) ve své praci v8ak uvadi, ze PCR s primery VSSC 1-4
fungovala bez vétSich problému, potize se objevili az pfi reamplifikaci s primery
navrzenymi pro ¢tvrtou doménu VSSC 3417 Forward a VSSC 5404 Reverse. Pro
optimalizaci metody je zapotfebi pfehodnotit dostateénost komplementarity sekvence
primer( k templatové DNA obou reakci. Zkontrolovat teplotu nasedani danych

primer( a pfipadné si ji ovéfit pomoci gradientové PCR.
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11. Zaver

Pomoci ISSR markert byl prokazan geneticky polymorfismus u populaci blyskacka
fepkového s rdznou rezistenci k insekticidim. Populace byly uspésné odliSeny a
srovnavany na zakladé jedné mikrosatelitni sekvence. Dale byla prokazana vhodnost
a reprodukovatelnost pouziti ISSR markeru pfi detekci polymorfismu b. fepkového.
Pro prikaznéjsSi vysledky budou vSak populace dale zkoumany pomoci vice ISSR
primerG. DalSim krokem pro uréeni korelace vztahu rezistence a DNA sekvence bude
amplifikace genu kodujici sodikove iontoveé napétim fizené kanaly a genu kédujici
acetylcholinové esterazy. Mutace téchto genu by mohly pfimo souviset se vznikem
rezistence u blyskacka fepkového. V pfipadé VSSC bude snaha o optimalizaci jiz
zkouSené PCR a pfipadné budou navrzeny nové sekvence primeru pro tento gen.
Dokud nebude pIné objasnén mechanismus vznik rezistence u b. Fepkovych,
nejucinnéjSi ochrannou proti dalSimu Sifeni rezistentnich populaci zastane dukladny

monitoring a dodrZovani antirezistentnich opatreni.
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