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Vyuziti metody SSCP pro detekci gentu rezistence u
mandelinky bramborové

Souhrn

Predkladana bakalaiska prace se zabyva moznosti vyuziti metody SSCP pro detekci
rezistentnich genti mandelinky bramborové, Leptinotarsa decemlineata (Say). Rezistence
mandelinky bramborové viéi riznym druhtiim Géinnych latek vyuzivanych v insekticidech je
jiz od poloviny minulého stoleti stale aktualnim tématem. V prvni ¢asti prace byly shromazdény
a popsany soucasn¢ znamé poznatky o zptisobu zivota mandelinky bramborové a nasledné byly
zpracovany informace o rezistenci ve spojitosti s geny AChE a LdVsscl. V souvislosti s tim
byla vypracovana experimentalni Cast prace, ktera se zabyva pfitomnosti rezistence
k organofosfatim a pyrethroidim u vyse zminénych gend. Pro detekci rezistence byla vyuzita
metoda SSCP, jejiz funkenost byla nasledné ovéfena metodou sekvenovani. Ze ziskanych

vysledkil nelze metodu SSCP pro detekci genti rezistence doporucit.

Kli¢ova slova: mandelinka bramborova, rezistence, SSCP, AChE, LdVssc1, sekvenovani



Using of SSCP method for detection of resistance genes of
Leptinotarsa decemlineata

Summary

This bachelor thesis deals with the possibility of using SSCP method for detection of
resistance genes of Leptinotarsa decemlineata (Say). The resistance of the Colorado potato
beetle to various types of active substances used in insecticides has been an issue since the
middle of the last century. In the first part of this thesis was collected and described current
knowledge about the way of life of the Colorado potato beetle and then the information about
resistance in connection with the AChE and LdVsscl genes was processed. In connection with
this, an experimental part of this thesis was developed which deals with the resistance to
organophosphates and pyrethroids in the above-mentioned genes. The SSCP method was used
to detect resistance and its veracity was verified by the sequencing method. From the obtained

results, the SSCP method cannot be recommended for the detection of resistance genes.

Keywords: Leptinotarsa decemlineata, resistance, SSCP, AChE, LdVssc1, sequencing
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1 Uvod

Mandelinka bramborov4, Leptinotarsa decemlineata (Say), je jednim ze svétové
nejvyznamnéj$ich Skadcu lilku brambor, Solanum tuberosum (L.). Pivodem pochazi
Z Ameriky, ale béhem 20. stoleti zvladla pIn¢€ zasahnout i uizemi Evropy a Asie, odkud se nadale
Solanaceae, mezi které patii i jiz zminéné brambory (Database of Insects and their Food Plants
2021). Poskozeni je zptisobovano larvami a dospélci, kteti poziraji listy rostlin, coz zabranuje
pfirozenému ristu bramborovych hliz a zplsobuje tak vysoké ztraty na vynosech
(Weber & Ferro 1993).

Kontrola nad mandelinkou je v§ak velmi naro¢na, a to kvuli jeji schopnosti pfizptisobit se
nepfiznivym podminkdm. Drtivd vétSina historickych i soucasnych ochrannych strategii
spoléhala na insekticidy (Grafius & Douches 2008), a piestoze insekticidni opatieni nejprve
vedly k vyraznému snizeni ¢leni populace, nepiimo tak dochazelo i k rozvoji rezistence viéi
ucinnym latkdm (Grafius 1997). Vysoky selekéni tlak tak spolu s pfirozenym sklonem
k adaptaci zpusobil, Ze si mandelinka od poloviny minulého stoleti vytvofila rezistenci vaci
56 riznym sloucenindm vyuZzivanych v registrovanych insekticidech (Arthropod Pesticide
Resistance Database 2021).

Neuvazené zvySovani davek insekticidl vSak poskytuje pouze kratkodobou ulevu a vede
jen a pouze k rychlejs§imu vyvoji rezistence (Wustman & Carnegie 2000). Jedinym udrzitelnym
zpisobem ochrany brambor je integrace vice védecky podloZenych kontrolnich technik do
péstebnich postupii. Pfekonani téchto prekazek neni snadny ukol, ale jde o jedinou moznou
alternativu, jak zabrénit opakovanym ztratam sklizné a vytvofit tak dlouhodobé udrzitelnou
produkci brambor (Alyokhin 2009).



2 Cil prace

Hlavnim cilem této prace bylo shromazdit a prostudovat soucasné znadmé poznatky o
rezistenci mandelinky bramborové (Leptinotarsa decemlineata, Say) k riznym G¢innym latkam
pouzivanych v insekticidech a zhodnotit moznost vyuziti metody SSCP pro detekci genti
rezistence. Dil¢im cilem prace bylo detekovat rezistentni a senzitivni genotypy gentt AChE a
LdVsscl pomoci metody SSCP, jejiz vysledky byly nasledné porovnany s osekvenovanymi
PCR produkty vybranych genotypt s cilem zhodnoceni funk¢nosti metody SSCP.
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3 Literarni reSerse

3.1 Mandelinka bramborova

Mandelinka bramborovd, Leptinotarsa decemlineata (Say), je obecné povazovana za
nejvyznamnéj$iho Skudce lilku brambor, Solanum tuberosum (L.). Jedna se o vzhledové
nezaménitelného brouka z ¢eledi mandelinkovitych, Chrysomelidae (Database of Insects and
their Food Plants 2021), jehoz celkovy plosny rozsah se odhaduje piiblizné na 16 milionti km?
v oblasti zahrnujici Severni Ameriku, Evropu i Asii (Weber 2003).

3.1.1 Puvod a rozsifeni

Udava se, Ze mandelinka bramborova puvodné pochazi z jihozapadu USA a Mexika.
Poprvé byla popsana v roce 1824 Thomasem Nattalem (Alyokhin et al. 2008), avSak déle jak
Ctyficet let po svém objevu neméla téméer zadny vyznam. Situace se ale zacala dramaticky ménit
se zvysujicim se mnozstvim péstovanych brambor, které se ukazaly byt pro mandelinku
perfektni hostitelskou rostlinou (Weber 2003).

Informace o prvnim velkém ohnisku byly zaregistrovany v roce 1859 v Omaze (USA),
odkud se mandelinka zvladla bleskové rozsitit a zpisobit tak rozsadhlé Skody i ve 100 mil
vzdalenych oblastech (Alyokhin et al. 2008). Nic ji tak nebranilo v expanzi po celé Americe
(Casagrande 1987).

Prvni evropska populace se objevila ve Francii roku 1922, odkud se do konce 20. stoleti
zvladla rozsifit a zptsobit zna¢né problémy nejen v Evropé, ale i v Asii (Weber 2003).

Na uzemi soucasné Ceské republiky se mandelinka, nasledné prezdivana jako americky
brouk, poprvé objevila roku 1950. I u nds mandelinka neméla z4dné ptirozené nepiatele, a tak
ji opét nic nebranilo v rychlém rozsiteni. Toho posléze vyuzila komunistickd propaganda, ktera
oznacila mandelinku za tajnou zbran kapitalistd, namifenou proti komunismu za ucelem

rozvratit zasobovani obyvatelstva (Patocka 2015).
3.1.2 Zivotni cyklus

Samotny cyklus zacind ptezimovanim dospé€lct v pude, které je vyvolano fotoperiodou
kratkého dne (De Kort 1990). Mistem piezimovani jsou bud’ okolni pole nebo piimo ta pole,
kde mandelinky stravily 1éto (Weber & Ferro 1993). Diapauza trva nej¢astéji tfi mesice a béhem

ni brouci nereaguji na jakoukoli zménu podminek prostiedi (De Kort 1990).
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S rostouci jarni teplotou dospélci za¢inaji vylézat na povrch s cilem ziskéni potravy a
rozmnozeni se. Dospélci jsou schopni chiize hned poté, co dokon¢i proménu dokonalou. To
vsak ale neplati pro 1étani, protoze k dokonceni vyvoje letovych svali dochazi 5 az 10 dni po
vykukleni. Po uplynuti této doby uz jsou dospélci schopni pomoci letu a chiize zdolavat i
nékolik kilometrd dlouhé vzdalenosti (V0ss & Ferro 1990). Rychlost §ifeni se vSak muze lisit
na zaklad¢ nékolika riznych faktorii jako je naptiklad hustota vegetace, teplota vzduchu,
intenzita slune¢niho zafeni nebo povétrnosti podminky (Caprio & Grafius 1990). Po usidleni
dochazi k rozmnozeni (Alyokhin et al. 2008). Mandelinka je polygamnim druhem, takze pafeni
mezi vice partnery je pro ni zcela prirozené (Alyokhin et al. 2013) a je zaméfeno predevsim
na maximalizaci genetické variability jejich potomkid. Ve vyhovujicich podminkéach jsou
mandelinky béhem jednoho vegeta¢niho obdobi schopné vytvofit az tii generace (Walgenbach
& Wyman 1984).

Po 5 az 10 dnech po oplozeni samice kladou vajicka ve sntiskach na spodni strany listt.
Jedna takova sntska se sklada z 20 az 60 vajicek nepiehlédnutelné oranzovo-zluté barvy (Hare
1990). Za cely sviij Zivot je samice schopna naklast az 800 vaji¢ek (Walgenbach & Wyman
1984). Obecné se udava, ze vyvoj mandelinky od vajicka po dospélce trva v zavislosti na teploté
14 az 56 dni (De Wilde 1948). K nejrychlejsimu vyvoji dochazi mezi 25 - 32 °C, ale ukazuje
se, ze se tyto hodnoty mohou liSit mezi riznymi populacemi rizného geografického ptivodu
(May 1981).

Larvy se z vaji¢ek zacinaji lihnout nejcastéji po 4 az 12 dnech (Tauber at al. 1988). Na
rozdil od vaji¢ek jsou larvy schopné pfijimat potravu a jiz v tomto stadiu mohou vytvaret
znacna poSkozeni (Ferro et al. 1985). PIn¢ vyvinuté larvy nasledné piestanou piijimat potravu
a zakukli se v pudé (Hare 1990).

Dospélci nejcastéji vylézaji na povrch po 5 aZz 7 dnech (Tauber et al. 1988) v zavislosti
na teploté, fotoperiod¢ a stavu hostitelské rostliny (Voss & Ferro 1990). Ihned po vykukleni
jsou schopné pareni a migrace, ktera je ovlivnéna pfedevsim ¢ichovymi a vizualnimi podnéty
jako je velikost a celkovy vzhled rostliny (Fernandez & Hilker 2007). K identifikaci hostitelské
rostliny pomoci ¢ichu dochézi diky chemickym slouc¢enindm produkovanych druhy Solanum
(Dickens 2000). Pravé to je diivodem proc€ rostliny s poskozenymi listy, které tak uvoliiuji vice

téchto latek do okoli, mohou zvysit pfitazlivost mandelinek (Bolter et al. 1997).
3.1.3 Ekologie

Mandelinka bramborova ma relativné uzky hostitelsky rozsah, protoze parazituje pouze

na rostlinach celedi Solanaceae, kam patii rizné druhy lilkt a rajc¢at (Database of Insects and
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their Food Plants 2021). V ramci Evropské unie existuje pfiblizné 20 druht rostlin, které je
mandelinka schopna napadnout, avSak nejvhodnéjsi a nejcastéji napadanym hostitelem je lilek
brambor (Kennedy 2009). Jeden dospély brouk je schopen zkonzumovat pfiblizné 10 cm?
plochy listd denng, ale v porovnani s jeho larvami, které dokazou spofadat az 40 cm? listové
plochy, jde o vyrazné niz§i mnozstvi (Logan et al. 1985). Poskozeni zpisobené konzumaci lilku
brambor se jevi jako rtizné velké otvory na listovych plochach, které miize vyustit az ve vznik
holoziru (Weber & Ferro 1993).

Stravovaci navyky mandelinek nezavisi pouze na mandelinkéch, ale mohou byt také
ovliviiovany stimulanty, které jsou uvoliiovany z bramborovych listi. Mezi takové latky patii
napiiklad steroly, konkrétné tedy cholesterol, B-sitosterol a stigmasterol, které maji stimulaéni

uc¢inky na larvy mandelinek (Szafranek et al. 2008).
3.1.4 Hospodarsky vyznam

Pfitomnost Skiidci v agrosystémech ma vliv jak na kvantitu, tak na kvalitu vynosi
zemédelskych plodin. V pfipadé mandelinky bramborové je poskozeni zplsobovano jak
dospélci, tak larvami (Ferro et al. 1985). Jejich destruktivni stravovaci navyky zpusobuji
odlisténi neboli defoliaci lilku brambor (Radcliffe & Lagnaoui 2007), coz vyrazné sniZuje
celkovou produkcei hliz (Kennedy 2009). Uvadi se, ze bez pouziti insekticidit miize mandelinka
snizit vynos az 0 40-80 % (Skryabin 2010). Ztrata vice jak 75 % listt vede ve vétSin€ pripadi
K celkovému zaniku rostliny (Hare 1980). To je divodem pro¢ se mandelinka v kombinaci se

Organizace pro vyzivu a zeméd¢€lstvi Spojenych narodt poklada brambory za ¢tvrtou
nejvyuzivanéjsi potravinaiskou plodinu, hned po pSenici, ryzi a kukufici. Udava se, ze
Vv celosvétovém meéfitku jsou brambory roéné vysazovany piiblizné na 20 milionech hektart
S pramérnym vynosem 17 tun bramborovych hliz na hektar (Food and Agriculture Organization
of the United Nations 2021). Konkrétné v Ceské republice byly v roce 2019 brambory vyséazeny
na 22,9 tisicich hektarech, z nichz bylo sklizeno 604 tisic tun brambor (Zizka 2020).

3.1.5 Ochrana a antirezistentni strategie

Rychly a vi¢i stresim snadno pfizplsobivy Zivotni cyklus ucinil kontrolu nad
mandelinkou nelehkym tkolem. Soucasné strategické postupy s cilem dosahnout snizeni
insekticidniho tlaku na populace Skidctu spocCivaji  predevSim v prevenci a Vv

disledné biologické a chemické ochrané (Maharijaya & Vosman 2015). Rezistence hostitelské
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rostliny by mohla byt potencidlné¢ dalsim vhodnym néstrojem, ktery by mohl snizit mnozstvi
aplikovanych insekticidi. BohuZzel i pfes dlouhou dobu Slechtitelského snazeni, v soucasné
dob¢ neexistuje zadny bézn¢ vyuzivany kultivar lilku brambor, ktery by byl viici mandelince

odolny (James 2011).

3.1.5.1 Prevence

Jednim z hlavnich pilift preventivnich opatfeni proti mandelince bramborové je volba
vyhovujiciho osevniho postupu (Alyokhin 2009). Populaci mandelinky lze relativné snadno
snizit jiz vyuzitim spravné rotace péstovanych plodin. Této znalosti bylo vyuzivano jiz
kontrolnich strategii. Pouhou zménou plodiny v jednom vegetaénim obdobi za jinou v obdobi
dal$im, klesa nasledné mnozstvi vajicek mandelinky az o 10 % v porovnani s poli s plodinou
nezménénou (Lashomb & Ng 1984). Problémem vsak zistava vysoka pohyblivost brouki.
Proto je zaroven nutné brat ohled na vzdalenost mezi takto rotujicimi poli, aby doslo
k maximalni efektivité této metody (Weisz et al. 1994).

Dal$im ze zasadnich principti osevnich postupti je vhodna volba ptedplodiny. Uvadi se,
ze diky spravnému osevnimu planu, kde jsou brambory fazeny po obilovinach, které jsou pro
mandelinky nehostinné, se sniZi hustota jejich dospé€lct az 0 95,8 % (Wright 1984).

Mezi dilezité aspekty patii také v€asna vysadba, protoZe pouhé zvoleni vhodné doby
vysadby brambor miize pomoci potlacit populaci larev druhé generace. A to proto, Ze letni
generace dospélcti se objevi az pozdéji v sezoné v dobé, kdy uz jsou nadzemni ¢asti rostlin
znacéné narostlé. Kromé toho fotoperioda kratkého dne stimuluje diapauzu, coZ do znacné miry

eliminuje dopad mandelinek na plodinu (Weber & Ferro 1994).

3.1.5.2 Monitoring a prognéza

Intenzita napadeni je detekovana za pomoci pfesného monitoringu. Vyskyt se zkouma
Z po¢tu dospélcii a ohnisek larev na 1 ha (Hausvater & Dolezal 2014). Hustota napadeni zavisi
na nékolika podminkach jako je primérna koncentrace ploch a frekvence zatazeni brambor do
osevniho postupu, primérné teplota v dané oblasti, ¢i podminky pii pfezimovani (Alyokhin
2009). Idealnim stanovistém s vysokou pravdépodobnosti UspéSnosti piezimovani jsou pro
mandelinku lehké piscité pidy. Naopak pudy tézké obsahujici velké mnozstvi humusu se
ukézaly byt pro mandelinku zcela nevhodné. Pokud jde o teplotu, jsou pro piezimovani
vhodnéjsi chladnéjsi zimy se stalym a malo proménlivym pocasim, které je tak chrani pred

napadenim rtiznych bakterii a plisni (Hausvater & Dolezal 2014).
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Prognoza se nasledné provadi podle vysledného poctu mandelinek vyskytujicich se
Vv porostu béhem jarniho obdobi. Za prah Skodlivosti se povazuje vyskyt bud’ 100 dospélych
broukd, 14 ohnisek larev nebo 5000 larev na 1 ha (UKZUS Rostlinolékaisky portal 2021).

3.1.5.3 Fyzikalni metody ochrany

Na péstebnich plochach mensi velikosti je mozné vyuzit metodu sbéru broukt a jejich
likvidaci. Dulezité je se zaméfit nejprve na brouky jarni obzvlast¢ béhem meésicti kvétna a
cervna, jejichz sbérem zamezime nakladeni dalSich vaji¢ek. Pozdéji je pak vhodné likvidovat i
vajicka a larvy. Tato metoda ¢asto nachazi vyuziti v porostech brambor v systému
ekologického zemédélstvi (Dvotak & Bicanova 2007). Specialné pro tyto potieby byly dokonce
vyvinuty stroje, které jsou schopné odsat dospélce a larvy mandelinek z napadenych rostlin.
Tento pokus o mechanizaci je v§ak velmi energeticky naro¢ny a ve vétsiné pripadl nenasel své

uplatnéni (Hausvater & Dolezal 2014).

3.1.5.4 Biologické metody ochrany

Mandelinka bramborova mé relativné malo pfirozenych neptatel, které Ize
potencionalné vyuzit v biologické kontrole (Alvarez et al. 2013). Existuje v8ak nékolik druht
¢lenovcen, kteti potencial v boji proti mandelinkdm maji. Takovym druhem jsou napiiklad dravé
plostice Perillus bioculatus, které se zivi larvami mandelinek, ¢imz dokazou snizit hustotu
jejich populace az o 62 % (Biever & Chauvin 1992). Dalsim takovym piikladem jsou samice
brouka Coleomegilla maculata, které se zivi vajicky a mladymi larvami (Groden et al. 1990).
Celkova umrtnost vajicek mize dosahnout u prvni generace na 37,8 % a u generace druhé az
na 58,1 % (Hazzard et al. 1991). Podobné jako Coleomegilla se vajicky a larvami zivi i n¢ktefi
stievlici, konkrétné napiiklad Lebia grandis (Weber et al. 2006). Mezi o néco efektivnéjsi a
Castéji vyuzivany hmyz patii parazitické vosy Edovum puttleri, které jsou schopne usmrtit 67 az
79 % vajicek jedné populace (Lashhomb et al. 1987).

Clenovci viak nejsou jedinymi parazity mandelinek. Radi se mezi n& napiiklad i nékteré
entomopatogenni houby. Konkrétnim piikladem je Beauveria bassiana, ktera se da aplikovat
na porost béznymi postfikovaci. Jde o zpiisob ochrany, ktery je vyuZzivan predevSim
v ekologickém zemédélstvi. Udava se, Ze snizuje populaci broukti az o 75 %, ale ve srovnani
s béznymi insekticidy jde opét o relativné nizky ucinek (Cantwell et al. 1986).

Ackoli se vyuziti biologické ochrany jevi jako spravna volba a je Casto povazovana za
nejvice ekologicky zpusob ochrany (Alvarez et al. 2013), obvykle tyto organismy nejsou

schopné snizit hustotu mandelinek pod ekonomicky skodlivou uroven, a proto je nutné téchto
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metod vyuzivat v kombinaci S jinymi ochrannymi opatienimi. A ani rozsifeni takového
mnozstvi nepfatelskych populaci, aby doslo k potlateni mandelinky, neni praktické z davodu

vysokych ndklada na chov a manipulaci (Ferro 1994).

3.1.5.5 Chemické metody ochrany

Chemikalie se vyuzivaji v boji proti mandelince bramborové jiz od roku 1864 (Gauthier
et al. 1981) a jejich vyuziti pokracuje i nadale. Do jisté miry je tak mandelinka zodpovédna za
vyvoj moderniho priimyslu s insekticidy. Prvnim zdsadnim prilomem byl insekticid s u¢innou
latkou znamou pod nazvem Patizska zelei. Tato sloucenina na bazi arsenu a médi byla proti
mandelince vysoce u¢inna, a tak byla velmi kladné ptijata komerénimi péstiteli a v pritbéhu let
byla doplnéna dalS§imi chemikaliemi spoléhajici na stejnou u¢innou latku (Brown 1951).
Nevaln¢ znamé DDT bylo proti mandelince testovano poprvé roku 1939 a diky své vysoké
ucinnosti se stalo nejvyuzivanéj§im insekticidem 40. let minulého stoleti (Hitchner 1952). DDT
bylo rychle nasledovano organofosfaty, karbamaty a dal$imi organickymi insekticidy
(Casagrande 1987).

U mandelinek byla vSak velmi brzy pozorovana pozoruhodnd adaptibilita na Sirokou
Skalu vyuzivanych insekticidd. Prvnim pfipadem odolnosti Sktidce vici syntetickym
insekticidiim, konkrétné¢ DDT, byl nahldSen roku 1952 (Quinton 1955) a v pribéhu let si
mandelinka vytvafela rezistenci vic¢i vét§in€ insekticidll. Je ale nutné zminit, Ze ne kazda
populace je rezistentni vii¢i vS§em druhim slou€enin, u nichZ byla rezistence zaznamenana.
Mechanismy rezistence mohou byt zcela odlisSné i na pomérné malém Gzemi
(loannidis et al. 1991).

V soucasné dob¢ ziistdva chemicky zplisob ochrany brambor standardem ve velkych
komer¢nich podnicich a 1 pfes vSechny své nevyhody je vyuziti téchto insekticidi stale velmi
i¢innou a spolehlivou metodou. V Ceské republice je v soucasné dobé registrovano pies 40
ptipravkli proti mandelince bramborové (Registr ptfipravki na ochranu rostlin 2021).
K samotné aplikaci insekticidi je nutné pfistoupit ve vhodnou dobu, a to tehdy, kdy vyskyt
mandelinky dosahne prahu Skodlivosti. Pro nejjistéjsi vysledek je nutné provadét oSetfeni uz na
larvach, protoze uz pouhd aplikace v nevhodném zivotni stadiu zvySuje procento vzniku
rezistence (Hausvater & Dolezal 2014).

Mimo pravidel spravné aplikace insekticidi a dodrZzovani ochrannych 1hit ptipravkda, je
nutné brat ohled na antirezistentni strategie, protoZe mandelinka je schopna velmi rychlé
adaptace na zmény v prostiedi, v tomto pfipad¢ na prostiedi oSetiené pesticidem. Na tizemi

Ceské republiky byla doposud prokéazana rezistence mandelinky bramborové k pyrethroidim,
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organofosfatim a proti acetaprimidu ze skupiny neonikotinoidii (Zichové et al. 2010). Hlavni
myslenkou, jak ptfedejit vzniku rezistence je stfidani riznych ucinnych latek z riznych skupin
insekticidd, tj. s riznym mechanismem ucinku (Hausvater & Dolezal 2014). V soucasné dobé
jde o nejvice doporucovanou techniku, jak snizit pravdépodobnost vzniku rezistence

(Alyokhin et al. 2008).

3.1.5.6 Slechténi

Vzhledem ke stale Castéj§imu vzniku rezistence je nutny nepietrzity vyvoj novych
zpusobll ochrany rostlin. Jednim takovym moznym feSenim je vyuziti geneticky
modifikovanych organismil. V soucasné dob¢ maji takové rostliny ve svété hojné zastoupeni a
jejich celkova plocha byla v roce 2016 odhadnuta na 185 miliont hektari (Abbas 2018).
Konkrétnim ptikladem takto geneticky upravenych rostlin je napiiklad kukufice, kterd ve svém
genomu nese ¢ast genetické vybavy bakterie Bacillus thuringiensis. Takto modifikovana
kukufice je schopna produkovat Bt toxin, ktery umi hubit housenky nej€astéjSiho Sktidce
kukufice, zavijeCe kukuficného (Hellmich et al. 2008). Obdobné geneticky modifikované
kultivary riznych plodin jsou zemédélci Siroce vyuzivany jako dal$i alternativa k chemické
ochran¢ proti ekonomicky dalezitym hmyzim skiidcim (James 2011).

A ani geneticky modifikovany lilek brambor neni vyjimkou z divodu vysoké poptavky
po omezeni pesticidil (Dik et al. 2000). AvSak vySlechtit takové kultivary je zna¢né ¢asoveé
naro¢né a uvedeni novych odrid na trh mtze trvat 8 az 15 let (Balasko et al. 2020). Stejn¢ jako
u kukufice, tak i u brambor dochazi k experimentim s jiz zminénou bakterii Bacillus
thuringiensis. Ukazalo se, Ze tato bakterie mimo jiné produkuje protein Cry3A, ktery vykazuje
insekticidni vlastnosti vii¢ci mandelince (Perlak et al. 1993). Velkou vyhodou Bt insekticidi je
fakt, Ze obecné nejsou Skodlivé pro Cloveéka ¢i divokou zvéf. Dalo by se fict, Ze postiiky
obohacené¢ o Cry3 A protein jsou jedinecnou alternativou v boji proti hmyzim sktidcim. Ale po
dalsim zkoumani se ukazalo, Ze toxiny obsazené v takto upravenych postticich jsou velmi
citlivé na svétlo a k jejich rozkladu dochazi mnohem rychleji nez u béznych chemickych
insekticidli (Whalon & Wingerd 2003). Kromé¢ toho uz jen samotné pouziti t€chto postiikii opét
vyvolava obavy z potencionalniho vyvoje rezistence vici samotné Bacullus thuringiensis
(Sexson & Wyman 2005). Kromé postiikd se experimentovalo s vyuzitim Cry3A proteind i
ptimo v souvislosti s transgennimi bramborami. Prvni takto geneticky modifikované odridy
brambor, které by odolavaly napadeni a poskozeni hmyzu, byly predstaveny v roce 1995
(Thomas et al. 1997) a vysledky ukézaly, Ze poskozeni hmyzem byla vyznamné sniZena jak

Vv laboratornich podminkach, tak na polich. Dalsi testovani prokazalo, Ze tyto geneticky
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modifikované odrudy jsou schopné dosahovat uplné stejné jakosti jako nemodifikované
brambory. Po tak uspé$nych experimentech byla tato odriida v USA komeréné vyuzivana az do
roku 2001 a béhem této doby byla mandelinka zcela pod kontrolou (Grafius & Douches 2008).
Na trhu ale moc dlouho nevydrzela zejména kviili odmitani geneticky modifikovanych plodin
spole¢nosti a komplikacim spojenych s vysadbou téchto plodin. V soucasné dobé existuje
pouze jedind komercné péstovana geneticky modifikovand odriida brambor, a to odrtida
Amflora. Schvalena je vSak pouze pro prumyslové pouziti a jako krmivo pro zvirata
(James 2011).

Vyvoj takovych plodin neni viibec jednoduchym procesem a v zemich Evropské unie
obzvlast’ ne. Na rozdil od zbytku svéta zistavaji geneticky modifikované plodiny v EU stéle
velmi kontroverznim tématem. Politika v oblasti geneticky modifikovanych organismi je
velice pfisnd a z velké Casti znemoziuje schvéleni takto modifikovanych plodin. Je vSak
umoznéno jejich péstovani ¢i prodej ke spotiebitelskym ucelim, ale az poté, co bylo jejich
uzivani provéfeno komplexnimi schvalovacimi postupy (Faculty of Humanities Univesity of

Copenhagen 2021).

3.2 Rezistence

Od poloviny minulého stoleti si mandelinka bramborova vytvofila rezistenci na slou¢eniny
patiici do vSech hlavnich tiid insekticidi. Uroveii rezistence se vyrazné li§i mezi riiznymi
vyvojovymi stadii a obecné také v zavislosti na konkrétni populaci, ¢asto vSak byva rezistence
riznorodd 1 v relativné Uzké zemépisné lokaci. Charakteristickou vlastnosti rezistentnich
broukt je schopnost ptezit aplikaci jinak smrtelné davky vybraného insekticidu (Alyokhin et
al. 2008).

3.2.1 Priciny vzniku

Predispozice pro tvorbu rezistence je pravdépodobné zapiicinéna néckolika riznymi
faktory. NejvyznamnéjSim z nich je pfedevsim vysoka plodnost mandelinek, ktera zvysuje
pravdépodobnost vzniku ndhodnych mutaci a ptedurcuje tak rychly vznik rezistentnich jedinct
(Bishop & Grafius 1991).

Dalsim z faktort je samotny vybér hostitelské rostliny. Rostliny z ¢eledi Solanaceae maji
ve svych listech vysokou koncentraci toxickych glykoalkaloidi, coz by mohlo mit souvislost
s tim, pro¢ je mandelinky preferuji pro sviy fyziologicky vyvoj a jsou pak schopné tolerovat

vétsinu jeda (Ferro 1993).
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Tteti faktor opét souvisi s Uzkym hostitelskym spektrem. V dtsledku toho, ze maji dospélci
i larvy stejny zdroj potravy snizuje se tak pravdépodobnost, Ze se vSichni jedinci vyhnou
aplikaci pesticidii. Tudiz dochéazi k rovnhomérnému zasazeni chemikéliemi vSech Cleni dané
populace (Bishop & Grafius 1991).

Zactvrté, s vyjimkou stfidani plodin, se péstitelé v boji proti mandelince téméf vyhradné
spoléhaji pouze chemickou ochranu. NeumysIné tak zptisobuji zvySeni selekéniho tlaku a

nepiimo také vznik rezistence (Casagrande 1987).
3.2.2 Utinné latky v pesticidech

Pouziti Siroké Skaly chemickych latek v boji proti skudcim je béznou soucasti
zemédélské praxe. Regulace a kontrola nad nezddoucimi organismy diky riznym obsazenym
ucinnym latkdm, nepochybné vedla ke zvySeni vynost plodin. Nicméné jejich nadmérné
uzivani se stalo ter¢em kritiky (Al-Saleh 1994).

Nadmérné uzivani stile se opakujicich ucinnych latek v jedné oblasti vede
v dlouhodobém méftitku k ptizplsobeni se organismu na dany pesticid (Alyokhin et al. 2008).
V ptipadé mandelinky bramborové v soucasné¢ dobé pozorujeme odolnost vii¢i vS§em hlavnim
skupindm insekticidi, jako jsou organofosfaty, karbamaty, pyrethroidy, nikotinoidy nebo
napiiklad organochloridy (Arthropod Pesticide Resistance Database 2021), jejichz Gcinky se
mandelince dafi potlacit vSemi moznymi druhy rezistentnich mechanismt (Kim et al. 2007).
Casova osa let, kdy byla rezistence mandelinky bramborové evidovana u konkrétnich

chemikalii je znazornéna v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Casova osa vyvoje rezistence u mandelinky bramborové (Arthropod Pesticide
Resistance Database 2021)

1955 DDT

1960 lindan

1965 aldrin, karbanyl, chlordan, dieldrin, endosulfan, endrin, parathion, toxafen

1974 azinphos-methyl, cartap, dioxacarb, kyanovodik, methidathion, quinalphos

1975 chlorfenvinphos, methamidophos, methoxychlor, phoxim, propoxur

. aldikarb, karbofuran, malathion, monocrotophos, oxamyl, permethrin,
phosmet

1981 chloethocarb, fenvalerat, phorate, tetrachlorvinphos Z-izomer

1984 cypermethrin, deltamethrin

1989 parathion-methyl, trichlorfon

1992 esfenvalerét, rotenon

1993 Bacillus thuringiensis var. tenebrionenis

2003 karbosulfan, chlorpyrifos

2006 acetamiprid, clothianidin, dinotefuran, N-desmethyl thiamethoxam,

nitenpyram, spinosad, thiacloprid

2010 cyhalothrin, alfa-cypermethrin, phosalone

2012 bensultap

2015 pyrethrin
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3.2.2.1 Organofosfaty

Utinné latky ze skupiny organofosfatdl jsou neurotoxiny, které funguji na zakladé
inhibice acetylcholinesterazy. Acetylcholinesteraza je kliCovym enzymem v nervovém systému
(Hama 1983) a zpiasobuje degradaci neurotransmiteru acetylcholinu za vzniku cholinu a
acetatu. Pfi inhibici G¢inku acetylcholinesterazy dochazi k nadmérnym vzruchtim v nervech,
Kk zastaveni ¢innosti neurotransmiterti a nasledné ke smrti. Nicméné dlouhodobé kvalitativni a
kvantitativni zmény acetylcholinesterazy vedou ke vzniku uc¢inného mechanismu rezistence
vuci organofosfatim (Zabel et al. 2017). Mezi organofosfaty vyuzivané k ochrané proti
mandelince patii napiiklad ucinna latka azinfos-methyl (Arthropod Pesticide Resistance

Database 2021), ktery je od roku 2006 na Uzemi Evropské unie zakazan (Scott 2008).

3.2.2.2 Pyrethroidy

Pesticidy s a¢innou latkou na bazi pyrethroidi byly a stale jsou hojné vyuzivany ke
kontrole S$iroké skaly Skadct. Mechanismus rezistence viac¢i pyrethroidim se nazyva
knockdown (kdr) a je zalozen na snizené citlivosti nervového systému daného sktidce. Kdr
zpisobuje modifikaci sodikovych kanali axonti nervovych bunék, diky ¢emuz je organismus
nasledné méné citlivy vici toxickym ucinkiim pyrethroidi (Zichova et al. 2010). Mezi
pyrethroidy, které se vyuZzivaji proti mandelince patii naptiklad €innd latka znama pod ndzvem
permethrin, kterd se Kkregulaci mandelinky pouziva uz od 60. let minulého stoleti
(Migranov 1994).

3.2.3 Geny rezistence

Tato prace se detailné veénuje rezistenci vuc¢i organofosfatim a pyrethroidim.
V souvislosti s témito latkami byly identifikovany geny rezistence, konkrétné¢ geny AChE a
LdVsscl.

3.2.3.1 AChE

Rezistence k organofosfatim je spojena s acetylcholinesterazou (AChE) (Argentine et
al. 1994). Casta aplikace organofosfatii vede k mutaci, pii které dochazi ke zméné adenosinu
na guanin. Vysledkem je zména aminokyseliny serin na aminokyselinu glycin (S291G) na
autozomalnim AChE genu (Zhu et al. 1995). Vysledna mutace tak snizuje hladinu enzymu,

ktery je za standardnich podminek citlivy vici azinphos-methylu (Kim & Clark 2002).
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3.2.3.2 LdVsscl

Rezistence vici pyrethroidiim je popisovana jako mutace, ktera vede ke zmeén¢ cytosinu
na thymin. Z aminokyseliny leucin se tak stdva phenylalanin (L1014F) (Clark et al. 2001).
Pravé tato mutace byla odpovédna za nervovou necitlivost mandelinky vystavené permethrinu
(Lee et al. 1999). Gen zodpovédny za danou necitlivost je u mandelinky bramborové

lokalizovan na pohlavnim chromozomu X (Hawthorne 2001).

3.2.3.3 Metody detekce

Vzhledem Kk tomu, ze rezistence mandelinky bramborové viaci organofosfatim a
pyrethroidiim souvisi se zdménou jedné aminokyseliny za jinou, k odhaleni téchto mutaci na
urovni DNA lze vyuzit tii metody. Prvni z nich je PCR amplifikace zndmé pod nazvem Bi-
PASA, dale metoda jednovlaknového konformaéniho polymorfismu (SSCP) a metoda
sekvenovani. Tyto metody jsou schopné odhalit a detekovat alely S191G a L1014F, které jsou
odpovédné prave za rezistenci k jiz zminénym tcinnym latkdm.

Metoda Bi-PASA vyuziva dva, pro alely specifické, primery a zda se byt nejrychlejsi a
nejspolehlivéjsi metodou, ktera je schopna detekce rezistentnich i senzitivnich homozygott a
heterozygoti (Clark et al. 2001). Obecné se tedy jednd o dvoustupiovou metodu, ktera obsahuje
Ctyfi samostatné primery. Dva vnitini primery jsou pro alely v misté mutace specifické a dva
vngj§i primery jsou pro alely nespecifické. Pro spravny prib&h reakce je jedna alela
amplifikovana v jednom sméru, zatimco druha alela je amplifikovana ve sméru opaéném, coz
ma za nasledek riznou délku vyslednych pro alely specifickych fragmenti (Williamson et al.
1996).

Metoda jednotetézcového konformacéniho polymorfismu znama pod zkratkou SSCP
z anglickeho single stranded conformational polymorphism (Corstau & ffrench-Constant 1995)
je na rozdil od Bi-PASA méné zavisla na kvalité vzorku, je jednoduchd, finanéné nenaro¢na a
opét zvlada detekcei jak homozygott, tak heterozygott (Zhang et al. 1999). Na druhou stranu je
jeji velkou nevyhodou vyrazné delsi doba zpracovani vzork. Amplifikovany tsek DNA je
denaturovan za vzniku jednovldknové DNA a nanesen na polyakrylamidovy gel. Nachazi-li se
vV daném templatu mutace, jednovldknovd DNA zaujme odliSnou konformaci oproti piivodni
sekvenci, coz se projevi odlisnou pohyblivosti obou molekul DNA v gelu (Zhang et al. 1999).
K vyhodnoceni je nutnd vizualizace obarvenim fragmenti DNA naptiklad pomoci stiibra

(Switzer et al. 1979) nebo ethidiumbromidu (Hongyo et al. 1993).
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4 Metodika

Pii zpracovani této prace byly detekovany geny rezistence mandelinky bramborové
pomoci metody SSCP, konkrétné Slo o geny AChE a LdVsscl. Identické vzorky byly nasledné

osekvenovany s cilem porovnani vysledkti obou metod.

4.1 Biologicky material

Byli nasbirdni dospélci mandelinky bramborové na vyzkumné stanici ve ValeCové u
Havli¢kova Brodu. Pro tcel této prace bylo pouzito 20 dospélych jedincti s nezndmou rezistenci
k organofosfatim a pyrethroidim. DNA dospélct bylo vyuzito pro obé metody, tedy pro SSCP

i sekvenovani.

4.2 lzolace DNA

Izolace dospélcti mandelinky bramborové probéhla za pouziti CTAB pufru. Nejprve byly
odebrany vSem brouklim 4 koncetiny sterilizovanou pinzetou, které byly nasledné vlozené do
zkumavky o objemu 1,5 ml. Poté bylo do zkumavky ptidano 400 pul CTAB pufru a 2 pl
merkaptoethanolu, nacez se vznikla smés homogenizovala sklenénou ty¢inkou. Po pfidani 2 pl
proteindzy K byly vzorky zvortexovovany a inkubovany pii 60 °C po dobu nékolika hodin,
V tomto piipadé pfes noc.

Druhy den byly ke kazdému vzorku pfidany 4 pl RNéazy. Vse bylo diikladné zvortexovano
a nasledné¢ inkubovéano po dobu 20 minut pfi 25 °C. Po inkubaci byla do kazdé zkumavky, ve
sterilnim prostfedi laminarniho boxu, pfidano 400 pl smeési fenolu, chloroformu a
izoamylalkoholu v poméru 25:24:1. Po zvortexovani byly vzorky vlozeny do centrifugy pti
14 000 otackéach za minutu po dobu 10 minut, aby doslo ke spradvnému oddéleni jednotlivych
frakci. Vznikly supernatant ¢ili tekutina nad sedimentem byl pfendan do nové 1,5 ml zkumavky.
Snahou bylo pfesunout mnozstvi vzorku v minimalnim rozmezi 300 - 350 pl. Pfi pfenosu bylo
nutné nenabrat fenol, ktery se sedimentoval na dno zkumavky. Do nové zkumavky bylo opét
ptidano po 400 pl smési chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1. VSe bylo opét diikladné
zvortexovano a centrifugovano po dobu 10 minut tentokrat pii 12 000 otackach. Poté byla horni
¢ast vzorku pfenesena do nové uz finalni 0,5 ml zkumavky s plochym vickem. Ptiblizné §lo o
250 wl z kazdého vzorku.

K vyslednému vzorku byl pfidan vychlazeny izopropanol, konkrétné mnozstvi mezi
250 - 280 pl. Jemnym pievracenim doslo k promichani vzorkti, dokud nedoslo k vytvofeni

srazeniny. Posléze byly vzorky inkubovany pii -20 °C po dobu 1,5 hodiny. Po inkubaci byly
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vzorky opét centrifugovany pii 10 000 otackéach po dobu 10 minut. Poté doslo k opétovnému
odd¢leni supernatantu, ke kterému se ptidalo 225 pl 70 % etanolu a 25 pl octanu sodného o pH
5,6. Nasledovala znovu centrifugace po dobu deseti minut a pii 10 000 otackach za minutu.
V tento moment byl jiz pelet DNA dobfe viditelny a mohlo dojit ke sliti supernatantu. K DNA
bylo ptidano 200 pl 100 % etanolu, aby doslo k odstranéni zbytkového octanu sodného. Vse
bylo znovu vlozeno na 10 minut do centrifugy pii 10 000 otd¢kach za minutu. Po centrifugaci
byl nasledny etanol odsan pipetou a vzorky byly vysuSené pii teplot¢ kolem 45 °C
v termobloku. Suchy pelet byl nasledné ptes noc rozpustén v 40 az 50 ul TE pufru, ktery se
skladal z 1,0 mM EDTA a 10 mM tris o pH = 8.

4.3 Amplifikace

Byla provedena amplifikace 20 vzorkti pomoci markert pro AChE a LdVsscl. Slozeni
vysledné PCR reakéni smési pro oba markery mélo celkovy objem 12,5 ul. Reakéni smés
obsahovala 1x reak¢ni pufr (10x Taq Buffer s KCI, Fermentas, Litva), 1,5 mM MgClz, dNTP o
koncentraci 0,2 mM, primery F (forward) a R (reverse) o koncentraci 0,4 uM, 0,5 jednotky Taq
polymerazy (Fermentas, Litva) a 5 ng DNA. VSechny analyzy pomoci PCR probihaly v 0,2 ml
sterilnich  polypropylénovych zkumavkach v termocykleru T-gradient Thermocycler
(Biometra, SRN).

Podminky prib¢hu PCR reakci byly nésledujici. Nejprve probéhla prvni denaturace u
obou markert pti teploté 94 °C po dobu 180 sekund. Nésledovala druhé dentaturace, annealing
a elongace. Druha denaturace opét probihala pti 94 °C, ale pouze po dobu 30 sekund. Annealing
trval 30 sekund, pro AChE marker pfi teploté¢ 60 °C a pro LdVsscl marker pfi teploté 66 °C.
Nésledné elongace byla pro oba markery stejna, 72 °C po dobu 60 sekund. Tento proces, druha
denaturace, annealing a elongace, se opakoval 35x. Zaveérecnym krokem byla finélni elongace
pfi 72 °C po dobu 300 sekund. Finalni elongace probihala pro oba markery za stejnych

podminek.

4.4 Gelova elektroforéza

Produkty PCR amlifikace byly vizualizovany pomoci gelové elektroforézy. Pro ptipravu
1,5 % agarozniho gelu byly navazeny 3 g agar6zy. Poté bylo sklenénym valcem odméteno
200 ml TBE pufru, ktery byl pfidan do banky k agar6ze. Pomalym krouZenim byly obé& latky
promichany. Nasledné byl vznikly roztok zahiivan v mikrovinné troub&. Zahiivani bylo

ukongeno poté, co obsah batiky za¢al probublavat. K rozehiatému gelu bylo pfidano 5 pg.ml?
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ethtidiumbromidu, obsah banky byl znovu promichan. Do pfipravené vany byl nasledné prelit
gel. Do gelu byl vlozen hiebinek pro tvorbu jamek na pipetovani vzorki a pfipadné bubliny
vzduchu byly odstranény pomoci pipetové Spicky. Agardzovy gel tuhl ptiblizné 30 minut.

Po ztuhnuti byl hiebinek vyndan z gelu ven a vana byla piemisténa do elektroforetické
cely s TBE pufrem tak, aby byl cely gel ponoten. Nasledné bylo do jamek gelu naneseno 5 pl
amplifikovaného vzorku, ktery byl pro potfeby vizualizace obarven bromfenolovou modii.
Produkty PCR byly separovany po dobu 25 minut pii napéti 5 V. Vysledky byly
zdokumentovany systémem GelDoc™XR (Bio-Rad, USA) a nasledné vyhodnoceny. Vhodné
vzorky byly vyuzity pro metodu SSCP.

45 SSCP

Pro uskute¢néni metody bylo nutné ptipravit polyakrylamidovy gel. Zasobnim roztokem
byl 40 % roztok akrylamidu a bisakrylamidu v poméru 37,5:1. Pro 100 ml pracovniho roztoku
bylo nutné smichat 8 ml zasobniho roztoku, 10 ml glycerolu, 5 ml 10x TBE pufru a zbytek dolit
vodou. Vysledny roztok byl chlazen pifes noc. K piipravé skel byl pouzit vytvofeny
polyakrylamidovy gel, TEMED a persiran amonny. Skla byla sestavena dle navodu vyrobce.
Doba zrani gelu mezi skly mimo pufr byla alespoii 1 hodina.

Pro udrzeni stabilniho prostfedi elektroforézy bylo nutné ptipravit elektrodovy pufr o
objemu 6,5 1. Pro potieby LdVsscl markeru bylo vhodné pufr pted pouzitim zchladit na teplotu
do 10 °C. Pro marker AChE byl vhodny pufr nechlazeny. Elektroforéza probihala pii 30 V po
dobu 3 hodin a 30 minut v pfistroji Bio-Rad DCode™ Universal Mutation Detection. Napéti i
doba elektroforézy byla pro oba dva markery shodna.

Po uplynuti dané doby byl pfistroj rozebran a vzniklé vzorky byly obarveny stiibrem.
K barveni bylo nutné pfipravit fixacni a barvici roztok a vyvojku. Pro pfipravu 1 1 fixa¢niho
roztoku bylo pouzito 100 ml 96 — 99 % ethanolu a 5 ml ledové kyseliny octové. Zbytek do 1 |
byl doplnén vodou. Barvici roztok se skladal z1 | vody a z 1,5 g dusi¢nanu stéibrného.
K ptipravé vyvojky se vyuzilo 15 g hydroxidu sodného a 1 | vody. Nésledoval proces barveni.
Nejprve doslo k fixaci gelu ve fixaénim roztoku po dobu 5 minut. Poté byl fixa¢ni roztok slit
do prazdné nadoby, aby byl pozd¢ji znovu vyuzit. Nasledovalo barveni gelu pomoci barviciho
roztoku, ke kterému bylo tésné pted barveni pfiddno 1,5 ml formaldehydu. Po 7 minutach se
slil barvici roztok a gel byl oplachnut vodou. Nasledovalo ponoteni gelu do vyvojky, do které
byl opét pfidan formaldehyd, v tomto pfipadé 3 ml. Findlnim krokem byla znovu fixace

fixa¢nim roztokem, ktera trvala 3 — 5 minut.
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Na zavér bylo nutné archivovat gel do nitrocelulozové folie zvla¢néné ve 100 ml 10 %
glycerolu. K archivaci byla vyuzita tabulka skla, na kterou byla rozprostfena folie. Na folii
piiSel vysledny gel, ktery byl piekryt druhou folii. Nasledn¢ byly okraje folie pieloZzeny na

spodni stranu tabulky skla.

4.6 Sekvenace

Pro ovéfeni metody SSCP byly pouzité vzorky osekvenovany. Naamplifikované PCR
produkty 20 genotypt byly separovany v 1 % agarézovém gelu a v 1x TBE pufru. Separace
probihala pfi konstantnim napéti 120 V po dobu 60 minut. Vysledné fragmenty o pozadované
velikosti byly z gelu vytiznuty pomoci skalpelu. Tyto fragmenty byly nasledné z agar6zovych
bloc¢kti izolovany pomoci Gene Jet Gel Extraction (Thermo Fisher Scientific) kitu dle manualu
vyrobce. Fragmenty byly nasledné kvantifikovany prostiednictvim UV  spektrometrie.
Vyslednd koncentrace DNA byla upravena dle pozadavkl poskytovatele sekvenacnich sluzeb
(Eurofins Gonomic Germany GmbH).

U sekvenace 4 genotypi pouze oSetienim fosfatazou a exonukleazou byly k 10 ul
naamplifikovaného PCR produktu byly pfidany 2 U (unit = jednotka) FastAP Thermosensitive
Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher Scientific, Litva) a 20 U Exonuclease | (Thermo Fisher
Scientific, Litva). Nasledné byla tato smés v termocykleru T-gradient Thermocycler (Biometra,
SRN) zahtata na 15 minut na 37 °C a po uplynulych 15 minutach na dalSich 15 minut, ale pfi
teploté 85 °C.

Kazdy amplikon byl sekvenovan v jednom opakovani od F i R primerd, které byly do
reakéni smési pridany v koncentraci 2,5 uM. Pro vytvoifeni konsenzu sekvence byl pouzit

program BioEdit version 7.2.5 (Hall 1999).
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5 Vysledky

5.1 Vyhodnoceni sekvenovani

5.1.1 Rezistence v genu AChE

Bylo osekvenovano a porovnano 20 vzorki broukli mandelinky bramborové s cilem
detekce rezistence v genu AChE. Vznikla rezistence k organofosfatim byla zptisobena zménou
adeninu na guanin (Zhu et al. 1995). VVzorky s bazi A byly tedy senzitivni a vzorky s bazi G
naopak rezistentni. Misto mutace bylo nalezeno v pozici 138 bp nami osekvenovaného
fragmentu DNA. Z Obrazku 1 je zifejmé, ze z 20 zkoumanych vzorkd bylo rezistentnich
19 jedinct. Jediny vzorek VAL 13 byl senzitivni. Tedy 95 % vzorki mandelinky byli
rezistentni jedinci, na které by aplikace insekticidli, konkrétné organofosfatii, nepiisobila a

zbylych 5 % tvotili jedinci senzitivni.

Obrézek 1: Sekvenace pro gen AChE

'lI'l'l'l|!'l’||'l|!l|ll'l'l'l"'l'll|!l'l'|l'l'|1|l!!'|l'l
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||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr
--------------------------------------------

............................................
............................................
............................................

||||||||||||||||||||||||||
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5.1.2 Rezistence v genu LdVsscl

Rezistence vuéi pyrethroidim v genu LdVsscl byla nalezena v pozici 66 bp nami
osekvenovaného fragmentu DNA. K vzniklé rezistenci doslo zaménou cytosinu za thymin
(Clark et al. 2001). Jedinci s bazi C byly senzitivni a jedinci s bazi T rezistentni. Vysledky jsou
znazornény na Obrazku 2, kde z celkového poctu zkoumanych broukti mandelinky bramborové
bylo pouze 7 rezistentnich vuci pyrethroidim. Konkrétné §lo o vzorky VAL 03, VAL 04,
VAL_06, VAL_09, VAL_10, VAL_11 a VAL_20. Z 20 zkoumanych vzorkt bylo tedy 65 %
senzitivnich a 35 % rezistentnich.

V ptipad¢, ze by se ve vysledcich vyskytl heterozygotni jedinec v misté mutace v genu
LdVsscl, byl by oznacen pismenem Y. Heterozygot vSak mize byt pouze samice z divodu

umisténi genu LdVsscl na gonozomu X. Samice maji pohlavi uréeno jako XX, zatimco samci

jako XO (Sidorenko & Berezovska 2002).

Obrazek 2: Sekvenace pro gen LdVsscl

BAARNEERANER R LSRR A RN RARAN AN LR ARLAY L
50 &0 70 B0 S0
VAL 01 AGTTGTTATTGGCAATCTTGTTGTGAGTATATTACCACTTTT
VAL 02 .c.vvcceccscnccnnssssassssssssnsnnsanannns
VAL 03 .ccccccccssnsnsnss .
VAL 04 .......... . R R B e R
VAL D5 ...ccccnnnncncsncasssnsnsanassansanannnanna
VAL 06 ...ccucccsasassea .
VAL 07 ....o0nnnn cessscnas cesesesssasssasanananna
VAL D8 ...ccsccssnsssasssssnsnsssssssssnnansnnssns
VAL 09 ...ccccccssansna Pesssssssssnscnscnsssasssss
VAL 10 . ... ... vieennns P s escacansssssssnsssnasasss
VAL 11 ... ... ... - L.
VAL 12 . ........ 5B & A Bl 88 D . . B A
7 N
L7 I ey
VAL_15 . ......... e e e
WREE I L oo 5 s & S B SRR B S R E S S E
WRER LT | oo b s ms m 8 e e S @ S e o 5 o o e
TJAL_lE-. ® ® 8 ® ® = & & = - - = & & = = L ® = - -
T;AL_lE' ..........................................
VAL 20 ... T o s eeennennneonsnsnnnnesns
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5.1.3 Porovnani sekvenace pomoci kitu a sekvenace fosfatazovou metodou

U ¢tyfech genotypt byla navic provedena sekvenace pomoci fosfatazy a exonukleazy
s cilem porovnat dva mozné zplsoby sekvenace. Z vysledki je patrné, Ze sekvenace pomoci
kitu a sekvenace za pomoci osetieni vzork fosfatdzou a exonukledzou jsou srovnatelné a jejich
vysledky jsou zcela identické, viz Obrézek 3 a Obrédzek 4, a to pro oba dva geny. Vzorky

znacenim ,,f jsou vz S ikovana AZOVa \ .
s oznacenim ,,f jso orky, na které byla aplikovana fosfatazova metoda sekvenace

Obrézek 3: Porovnéni sekvenaci v genu AChE

L} LI B LI B B TrTEON L B B T TN L B B T ww LI B | L}
[ | | | I | | | |

120 130 140 150 160
VAL 01 CCGTGGAGCTACATGTCCGGTGAACGCGCAGAACARATCGGTA
BB B ccaais o it s ssssosaennssnssnsansisississess
VAL 02 +euvvvvcenennnencnananannnanns e i o o i
VAL _02f
VAL 03
VAL 03f
VAL 04
VAL _04£

..........................................

-----------------------------------------

Obrézek 4: Porovnani sekvenaci v genu LdVsscl

IllllI!I'I'll'l'll'l'll'l'lllll"l'lllll'll'l'!l'l'll'l'!lll

S0 €0 70 80 90
VAL 01 AGTTGTTATTGGCAATCTTGTTGTGAGTATATTACCACTTTT
272 7T I
VAL D02 ...cccccccssscsmasssnaasassoenessssssssees
272 5
VAL 03 . .... .. eeennnn P i ssesaban i ieaasssdssasia
VAL O03f . ... .. i nns -
VAL 04 . .......cicineuens P
VAL 04f . ... ....... Pecsscscsasassasscsassanans
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5.2 Vyhodnoceni SSCP

5.2.1 Rezistence v genu AChE

Vysledky metody SSCP nebyly tak snadno rozeznatelné pravdépodobné kvili
ptitomnosti vétsiho mnozstvi dalsich bodovych mutaci v naamplifikovaném fragmentu DNA
genu AChE nachézejicim se na autozomu. Dle pozorovani bylo patrnych s nejvétsi
pravdépodobnosti 25 % senzitivnich jedinct, 25 % recesivnich a polovinu tvofili jedinci
heterozygotni. V piipadé senzitivnich genotypu $lo konkrétné o vzorky 02, 08, 13, 16 a 19 a
rezistentni byly vzorky 09, 10, 11, 14 a 18. Vysledny gel je zaznamenan na Obrazku 5.

Obrazek 5: Vysledny gel pro gen AChE
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5.2.2 Rezistence v genu LdVsscl

Z vysledkd metody SSCP v naamplifikovaném fragmentu DNA genu LdVsscl nebylo
mozné na zaklad¢ ziskan¢ho profilu rozeznat a identifikovat, zdali se jednd o jedince
s rezistentnim ¢i senzitivnim genotypem. Néami ziskané vysledky bohuzel neodpovidaji
vysledkim v literatufe, podle které byl experiment provadén. Ve vysledcich byly detekovany
dvé riizné varianty uskupeni fragmentl. Jeden typ uskupeni fragmentti nese vzorek s oznacenim
04, zbytek vzorkt ma uspofadani fragmentli identické, nicméné od vzorku 04 odlisné. Vysledny

gel je zaznamenéan na Obrézku 6.

Obrazek 6: Vysledny gel pro gen LdVsscl
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6 Diskuze

I ptes vSechen védecky a technologicky pokrok mandelinka bramborova stale ziistava
nejvetsi hrozbou v produkei bramborovych hliz a je stale vyzvou pro fadu odborniki. Brat
ohled na vznik rezistence je tak proto jednou ze zasadnich myslenek pro udrzitelnou produkci
brambor (Alyokhin et al. 2008).

Jednim z cila predkladané bakalaiské prace bylo vyuziti metody SSCP pro detekci geni
rezistence u mandelinky bramborové a ovéieni jeji funkénosti porovnanim s metodou
sekvenovani. Vysledky obou metod byly porovnany v nasledujicich podkapitolach.

Ukazalo se, ze vyuziti metody SSCP pro detekci genti rezistence bylo v nasem ptipadé
velice nepiesné a nespolehlivé. Ze vsech 40 vzorka (20 vzorkt pro gen AChE a 20 vzorkd pro
gen LdVsscl), na kterych byla provedena metoda SSCP, se shodoval s vysledky sekvenovani
pouze jeden jediny vzorek, v procentualnim vyjadieni $lo tedy o pouha 2,5 % ze vSech
zkoumanych vzorki. Ostatni prace na obdobné téma mély vSak vyrazné€ pozitivnéjsi vysledky.
Napiiklad Kim et al. (2005) udava spolehlivost metody SSCP pro detekci rezistentnich gent
kolem 95,3 %. Pfestoze se jednalo o snadnou a efektivni metodu, nami ziskané vysledky byly
S nejvétsi pravdépodobnosti ovlivnéné dalSimi bodovymi mutacemi, coz ve vysledku vedlo
k ziskani nejednoznaénych vysledki. Stejné tak jako Clark et al. (2001) bychom doporucili
vyuziti metody SSCP az jako sekundarni metodu k ovéfeni primarnich vysledku ziskanych
napiiklad metodami Bi-PASA nebo sekvenovanim, které jednozna¢né prokazuji vyssi
uspésnost detekce genti rezistence.

Naopak vysledky sekvenovani byly prikazné a jednozna¢né, a to jak pomoci komercni
metody sekvenovani pomoci kitu, tak pomoci sekvenace vzorkiu oSetienych fosfatazou a
exonukledzou. Ze vsech nasich zkoumanych vzorku, které ndm byly poskytnuty vyzkumnou
stanici ve Valecové u Havlickova Brodu, bylo ze zkoumanych vzorkid vici organofosfatim
rezistentnich 95 % a va¢i pyrethroidim rezistentnich 35 % vzorkd. V ptipadé prace
Zichové et al. (2010), byly porovnavany hodnoty rezistence, také vuc¢i organofosfatim a
pyrethroidim, ve tfech riznych oblastech v Ceské republice. Konkrétné se jednalo o
Litoméfice, Svitavy a Ruzyni. Mira rezistence vici pyrethroidim se v priméru stale
pohybovala kolem 22 %. Naproti tomu mira rezistence vuc¢i organofosfatim se mezi
jednotlivymi oblastmi vyrazné lisila (Zichova et al. 2010). V piipadé¢ porovnani naSich
vysledku a vysledkt Zichové et al. (2010) je nutné brat ohled na to, ze hlavnim cilem nasi prace
nebylo provést analyzu zastoupeni rezistentnich jedinci v dané oblasti a z toho divodu byla

detekce rezistentnich genti provedena na mensim souboru vzorkda.
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6.1 Vyhodnoceni vysledkii metod SSCP a sekvenovani pro gen AChE

Vysledky metody SSCP pro gen AChE byly porovnany s vysledky prace Clark et al.
2001. Na Obrazku 7 jsou zobrazeny vysledné profily jednotlivych fragmentt, které urcuji, zdali
se jedna o senzitivniho ¢i rezistentniho jedince. Podle vzoru Clarka et al. (2001) je senzitivnim
jedincem vzorek s oznacenim SS a rezistentnim jedincem je vzorek s ozna¢enim RR. V piipadé
vzorku SR jde o heterozygotniho jedince. Bohuzel v ndmi ziskaném vysledném profilu byly
vzorky htife citelné, pravdépodobné kvili pritomnosti dalSich bodovych mutaci, a ziskané
vzorky se tak nedaly se stoprocentni jistotou oznacit za senzitivni ¢i rezistentni, a to i piesto, Ze
jsme postupovali piesné podle metodiky.

Naopak vysledky sekvenovani byly piesné a shodovaly se s vysledky prace Zichova et al.
2010. Zichova et al. (2010) k detekci genii rezistence vyuzila metodu RFLP, Bi-PASA a
sekvenovani. V piipadé sekvenovani byla odhalena u rezistentnich jedincti zména dusikaté
baze, stejné jako ve vysledcich nami provedenych sekvenaci. Vysledky obou nami provedenych
sekvenaci, tedy sekvenace pomoci komeréniho kitu a sekvenace oSetfena fosfatazou a
exonukledzou, byly rovnocenné a nijak se nelisily ve svych vysledcich. Pro ptipadnou budouci
aplikaci metody sekvenovani je mozné doporucit metodu sekvenace pomoci fosfatazy a
exonukledzy, kterd je casové kratsi a vyzaduje mensi finanéni naklady.

BohuZel nami ziskané vysledky obou metod, tedy SSCP a sekvenovani, se navzajem
téme&f neshoduji. S nejvétsi pravdépodobnosti doslo béhem metody SSCP k posunu vidsenek
v disledku pFitomnosti dalSich bodovych mutaci. V procentualnim vyjadieni odhalila metoda
SSCP spravné pouze 5 % vzorki. Tedy takové vzorky, které se shodovaly s vysledky

sekvenovani. Konkrétné se jednalo o vzorek ¢islo 13.

Obrézek 7: Profily fragmenti jednotlivych vzorki ziskané metodou SSCP pro gen AChE
(Clark et al. 2001)

A
SS SR RR

. o bd o
e B -~
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6.2 Vyhodnoceni vysledkii metod SSCP a sekvenovani pro gen LdVsscl

Vysledky metody SSCP pro gen LdVsscl byly opét porovnany s vysledky prace Clark et al.
2001. Na Obrazku 8 jsou vyobrazené vysledné profily jednotlivych fragmentu, které popisuji,
zdali se jedna o senzitivniho nebo rezistentniho jedince. Oznaceni je stejné jako u Obrazku 7.
Nicméné vysledky, které se ndm podatilo ziskat, neodpovidaly ani jednomu ze vzorti na
Obrazku 8. Z takovych vysledkt tedy nebylo mozné ur¢it, jestli $lo o senzitivniho ¢i recesivniho
jedince.

Vysledky sekvenovani obou metod se opét plné shodovaly s vysledky Zichova et al.
2010. Metody sekvenovani opét odhalily u rezistentnich jedinci zménu dusikaté baze.
Vysledky tedy byly totozné jako u nami provedenych sekvenaci. Vysledky sekvenace pomoci
kitu a sekvenace pomoci fosfatazy a exonukleazy byly opét identické a je tak mozno v rdmci
usetieni naklada a ¢asu doporucit metodu fosfatazovou.

Na zavér bohuzel nemohlo dojit ke srovnani vysledkti metody SSCP a sekvenovani

z diivodu necitelnych vysledki metody SSCP.

Obrazek 8: Profily fragmentl jednotlivych vzorki ziskané metodou SSCP pro gen LdVsscl
(Clark et al. 2001)

SS SR RR
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7 Zavér

Zavéry jsou shrnuty v nasledujicich bodech.

e Prostudovani problematiky rezistence u mandelinky bramborové bylo splnéno
sepsanim literarni reSerSe v rozsahu 12 stran. Literarni reSerSe byla rozdélena do dvou
Casti. Prvni Cast pojedndvala o samotné mandelince bramborové, Leptinotarsa

decemlineata (Say), a nasledovalo shrnuti problematiky tykajici se rezistence.

e Metoda SSCP byla vyzkouSena a nasledné porovnana s vysledky sekvenace. BohuZzel
byly detekovany odlisné vysledky v genu AChE i v genu LdVsscl. Z vysledki bylo
patrné, ze metoda SSCP byla vzhledem dal$im jinym bodovym mutacim v rdmci
amplifikovaného fragmentu nepfesnd, a to z divodu poskytnuti vétS§tho mnozstvi
vlasenek. Tuto metodu nelze doporucit pro ptfesnou identifikaci senzitivnich a

rezistentnich genotypi.

e Pomoci metody sekvenovani byly detekovany rezistentni i senzitivni genotypy, jak pro
gen AChE, tak pro gen LdVsscl, a bylo zjisténo, ze klasicka metoda sekvenace pomoci
kitu je plné srovnatelna s fosfatdizovou metodou sekvenace. Dané metody byly
ekvivalentni. Pro ulely detekce rezistentnich gent byla doporufena metoda
fosfatdzova z divodu toho, Ze byla rychlejsi, levnéjsi a stejné spolehliva jako klasicka

metoda sekvenace.
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