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Geneticka diverzita a pohlavni pomér larev mandelinky
bramborové v testech na rezistenci k pyretroidim

Souhrn

Predkladana diplomova prace se zabyva detekci pohlavi a variability mikrosatelitnich
markerti u dvou populaci larev mandelinky bramborové, Leptinotarsa decemlineata (Say),
v souvislosti s rezistenci k pyretroidnim u€innym latkam v insekticidech. Rezistence tohoto
sktdce k insekticidim je jiz od poloviny minulého stoleti aktualnim tématem a jeho citlivost
k pyretroidim je navic vazana na pohlavi, tudiz bylo predpokladalo, Ze oSetfeni postfikem
budou Iépe prezivat samice. Z predchozich studii na téma genetické diverzity 1ze vyvodit, Ze je
rezistence u mandelinky geograficky riznoroda, a tudiz Ize na zakladé€ poznatkt o regionalnich
diferencich mezi jedinci navrhnout uc¢innéjsi metody pro jejich kontrolu. V teoretické Casti
prace jsou predlozeny zakladni informace o mandelince bramborové, jeji rezistenci
k insekticidim a populacni genetice se zameéfenim na vysledky studii z riznych ¢asti svéta.
Cilem experimentalni Casti bylo ovéfit, zda testy rezistence v souborech vytvari strukturu
korelujici s pohlavim jedince a genetickou diverzitou. Na larvy dvou populaci z uzemi Ceské
republiky ziskané z Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby, v. v. i. v Ruzyni, oSetfené raznymi
letalnimi koncentracemi pfipravku Karate byl aplikovan panel 9 mikrosatelitnich markert a
nasledné provedena metoda qPCR k determinaci pohlavi. Data z kapilarni elektroforézy byla
zpracovana programem GenAlEx 6.5 a provedena analyza diference alel v populacich, F-
statistiky, Neiovy genetické distance a odchylek od Hardy—Weinbergovy rovnovahy.
Programem DARwin 6.0 byly sestaveny fylogenetické stromy piibuznosti jedinct. Na zakladé
identifikovanych pohlavi byl proveden neparametricky chi kvadrat test ve shlucich prezivsich

a neprezivsich jedinct v testu proti o¢ekavanému pohlavnimu poméru 1:1.

Na zakladé vysledki bylo zjisténo, Ze jsou obé€ populace geneticky diferenciované,
hypotézu o genetické struktufe asociujici s rezistenci vSak nebylo mozné potvrdit, protoze
nebyla nalezena struktura prokazujici specifika v preziti jedincu. Statistické vyhodnoceni testu
pohlavi také neprokazalo odchylky od ocekdvaného poméru, a tudiz asociaci slepSim
prezivanim samic. Pro objasnéni vétsi miry preziti samct by bylo potiebné mit poznatky o

zalozeni kdr lokusu a fenotypové vysledky asociovat s nimi.

Klicova slova: mandelinka bramborova, rezistence k insekticidim, SSR markery,

qPCR, pohlavni pomér



Genetic diversity and sex ratio of Colorado potato beetle
larvae in pyrethroid resistance tests

Summary

This diploma thesis deals with the detection of sex and the variability of microsatellite
markers in two populations of potato beetle larvae, Leptinotarsa decemlineata (Say), in
connection with resistance to pyrethroid active substances in insecticides. The resistance of this
pest has been a current topic since the middle of the last century, and its sensitivity to
pyrethroids is also sex-linked. Therefore it was assumed females will possess a higher level of
resistance. Previous studies focused on the topic of genetic diversity showed resistance in
Colorado potato beetle is geographically heterogenous, and therefore, based on the knowledge
of regional differences between individuals, more eftfective methods for their control can be
designed. The theoretical part of the thesis presents basic information about the Colorado potato
beetle, its insecticide resistance and population genetics, focused on the results of studies from
various parts of the world. The aim of the experimental part was to verify whether resistance
tests in ensembles create an individual structure correlated with sex and genetic diversity. A
panel of 9 microsatellite markers was applied to the larvae of two populations from the Czech
Republic obtained from the Research Institute of Plant Production, v. v. i. in Ruzyn, sprayed
using various letal doses of Karate insecticide. The qPCR method was performed to determine
larval sex. Capillary electrophoresis data were processed by the GenAlEx 6.5 program and
analysis of allelic difference in populations, F-statistics, Nei's genetic distance and deviation
from Hardy—Weinberg equilibrium was performed. The DARwin 6.0 program was used to
compile the phylogenetic trees of the kinship of individuals. Based on the identified sexes, a
non-parametric chi-square test was performed on the clusters of survivors and non-survivors in

a test against the expected 1:1 sex ratio.

It was found both populations are genetically differentiated, but the hypothesis about
genetic structure associating with resistance was not confirmed, as no structure to prove the
specifics in the survival of individuals was found. Statistical evaluation of the gender tests also
showed no deviations from the expected ratio and thus an association with greater female
survival rate. To clarify the greater survival rate of males, it would be necessary to have

knowledge about the establishment of the kdlr locus to associate with the phenotypic results.

Keywords: Colorado potato beetle, insecticide resistance, SSR markers, qPCR, sex ratio
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1 Uvod

Mandelinka bramborova (Leptinotarsa decemlineata Say) je povazovana za jednoho z
nejvytrvalejsich skadct zemédélskych plodin. Rychly, flexibilni a rozmanity Zivotni cyklus,
vysoce destruktivni stravovaci navyky a vysoka adaptabilita na rizné podminky prostiedi
ucinily kontrolu tohoto Skiidce obtiznym ukolem. Defoliaci rostlin brambor zpisobuje
vyznamné ztraty na vynosech hliz. Bez vyuziti insekticidni ochrany mohou Skody dosahovat az
80 % z celkové produkce. V soucCasné dobé registrujeme rezistenci k vice nez 50 rtznym
druhiim insekticidt, v nékterych pfipadech se vyvinula uz béhem prvniho roku pouzivani

ptipravku (Maharijaya & Vosman 2015; Molnar & Rakosy-Tican 2021).

Hlavnim divodem zvySujici se odolnosti je predevsim nevhodna aplikace insekticida, kdy
je v dané oblasti pouzivana stale stejnd ucinna latka, nebo vice ucinnych latek ze stejné skupiny.
U mandelinky je rezistence k pyrethroidim podminéna kdr mutaci, ktera zpisobuje substituci
aminokyselin v sodikovém kanalu, ktery se nachdzi na pohlavnim chromozomu X. Oproti
autozomalné podminéné necitlivosti k ostatnim druhtim chemickych sloucenin je rezistence
k pyrethroidim podminéna gonozomalné — vazana na pohlavi (Zichova et al. 2010; Huseth et

al. 2014).

I pres rychlou prostorovou expanzi jsou populace geneticky diferencované a rezistence na
insekticidy je geograficky heterogenni (Pélissié et al. 2022). Pochopeni genomickych zdroju
sktidce a migracnich tras by vS§ak mohlo pomoci navrhnout systémy fizeni, které jej dokazi
udrzet pod kontrolou schopnosti dokumentovat genetické zmény v populacnim meéfitku a
nasazovat proaktivni strategie fizeni rezistence (Huseth et al. 2014; Hamilton 2022).
Genetickou variabilitu mezi populacemi pak lze detekovat porovnanim nékterych
morfologickych znakl, testovanim mitochondrialni DNA nebo jadernych DNA markerq,

sekvenci nukleotid(i umoziiujicich zjistovani urovné polymorfismu mezi jedinci.



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Védecka hypotéza

Testy rezistence k pyretroidim vytvaii v souborech testovanych larev strukturu, ktera

asociuje s pohlavim jedince a/nebo diverzitou mikrosatelitnich markera.

2.2 Cile prace

Detekce pohlavi a variability mikrosateliti u larev mandelinky bramborové testovanych na

rezistenci k pyretroidim a ovéreni asociace vysledkti molekularnich analyz s fenotypem larev.



3 Literarni reSerSe
3.1 Leptinotarsa decemlineata

3.1.1 Taxonomické zarazeni

Rise: zivogichové (Animalia)

Kmen: ¢lenovci (Arthropoda)

Ttida: hmyz (Insecta)

Rad: brouci (Chrysomelidae)

Celed’: mandelinkoviti (Chrysomelidae)
Rod: mandelinka (Leptinotarsa)

Druh: mandelinka bramborova (Leptinotarsa decemlineata)

(BioLib 2023).

Od ostatnich mandelinkovitych broukti se snadno determinuje hlavou zasunutou
hluboko v hrudni casti. Rozdilna je i velikost, primémé 6-11 mm na délku. Tento oranzovo
zluty brouk ma na hlavé Cerné znaky, jejichz velikost a pocet se odlisuje jedinec od jedince.
Krovky (elytra) na hibetu hrudniku a bficha vyobrazuji deset charakteristickych pruhti cerné
barvy. Zadni konec posledniho ventralniho bfi§niho segmentu je u sameckt promackly, zatimco

u samicek tato prohluber chybi (Rivnay 1928).

3.1.2 Puvod a rozsireni

Tohoto skidce poprvé pozoroval Thomas Nuttall roku 1811 v USA. Zde bylo vazné
poskozeni brambor zaznamenano teprve v roce 1874 v Coloradu. V Evropé se prvni populace
mandelinky vyskytla v Némecku roku 1877, nicméng¢ se ji podafilo uspésne€ vymytit. V obdobi
po prvni svétové valce se usidlila ve Francii, kde se rozmnozila a expandovala po celé Evropé
a dale 1 do Asie (Balasko et al. 2020). Dle Webera (2003) je dnes rozsifena na piiblizné 16
milionech km? na izemi Severni Ameriky, Evropy a Asie. V soucasnosti se §iti dale na vychod
a také do vysSich zemeépisnych Sifek. Vyskyt byl potvrzen téméf ve vSech bramborafsky
vyspélych zemich svéta, kromé Nového Zélandu a Australie (Hausvater & Dolezal 2013;

Kumar et al. 2014).
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Obrazek 1: Rozsifeni mandelinky v Evropé v pribéhu 20. stoleti (Balasko et al. 2020)

U nas Skodi mandelinky nejvice v teplejSich oblastech, predevs§im v Polabi a na jizni a
jthovychodni Moravé. V téchto podminkach dokaze vytvofit az dvé generace do roka, zatimco
v bramboraftskych oblastech je typicka pouze jedna (Rasocha et al. 2008; Hausvater & Dolezal
2013).

3.1.3 Zivotni cyklus

Vyvoj se sklada z vajicka, Ctyt larvalnich stadii, kukly a dospélosti. (Wiebe et al. 2020).
Dospély brouk prezimuje v pudé, piiblizné ve hloubce 10-40 cm. Na jafe vyléza a zaklada
novou generaci. Samice kladou vajicka na spodni strany listi, kde vytvaii hnizda po 30-35
kusech. Primémy pocet vajicek na samicku je 500. Vajicka jsou zluté az oranzové zbarvena,
piiblizné délky 0,8-1 mm. Zbarveni je viak odvislé od délky vyvoje. Cerstvé nakladena maji
sytou barvu, pozd¢ji tmavnou. Ovipozice nasledné pokracuje 1 nékolik tydnu, kdy se samice
presouvaji ze starsich rostlin na mladsi. V tomto obdobi se dospélci zivi listy brambor (Boiteau

& Le Blanc 1992; Hausvater Dolezal 2013; Petficek 2021).
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Pareni taktéz ovliviiuje letovou aktivitu. Oproti samicim jinych druhti hmyzu, samice
mandelinky vykazuji vy$si stupent letové aktivity, coz umoziuje distribuci vajec mezi
zemédeélskymi poli. Stale vSak létaji méné nez ty nespafené, pravdépodobné z divodu
tfyziologické naro¢nosti rozmnozovani a migrace. Samci pak létaji vice, ¢imz zvySuji mnozstvi
kopulaci s rozmanitymi partnerkami a genetickou variabilitu svych potomkl (Alyokhin et al.
2008).

Z nakladenych vajicek se lihnou larvy béhem 4-9 dnii. Vylihla oligopodni larva se tfemi
pary koncetin pozie svou vajeCnou skorapku a postupem c¢asu vyzird uprostied listu drobna
policka, pozdéji pak ozira list od okraje (Zahradnik 2008). Béhem 3-4 tydnl prodéla larva 4
vyvojova stadia (instary) (Wiebe et al. 2020).

1. instar

2. instar

Obrazek 2: Larvalni instary (upraveno dle Boiteau & Le Blanc 1992)

Tyto instary jsou charakteristické velkym bfichem a klenutym hibetem. Larvy maji
oranzovo rizové zbarvené s Cernymi skvrnami. Hlava je mala a Cerna. Nad prvnim parem
nohou za hlavou se nachazi sklerotizovana struktura pronotum. Tato struktura je u larev prvniho
a druhého instaru zcela Cerna. Ve tietim instaru se predni okraj pronota jevi oranzove hnédy. U
larev Ctvrtého instaru je asi polovina pronota vpredu svétle hnéda. Bficho ma devét segmentu

(Rivnay 1928; Boiteau & Le Blanc 1992).



Dle Boiteau & Le Blanc (1992) se mezi nejspolehlivejsi rozliSujici znaky fadi velikost
hlavy vzhledem k tomu, Ze je velikost a barva t&la larvalnich instara variabilni. Sitka hlavy se

meéni pii kazdém svlékani (prechod z jednoho vyvojového stadia do druhého).

Znak || (pohled shora) | (pohled shora) | (pohled z boku)
N ‘i 5 -"3';25{‘:')';;*'\
Larvalni™\_ \m; é,w——_% | By
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1 | « 0,6
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4 - 24 — 8.0

) o | | - 30
ey
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Obrazek 3: Identifika¢ni tabulka ke Ctyfem larvalnim instarim (upraveno dle Boiteau & Le

Blanc 1992)

V prubéhu ctvrtého instaru se larvy zacnou méné krmit. Nasledné se zavrtaji do puidy,
aby probéhlo zakukleni. V ptadé dojde k linani, které odkryje kuklu. Dospé€lci se objevuji o 1-2
tydny pozdéji, ¢imz dokon¢i metamorfozu. Poté zacnou novy cyklus rozptylovani, krmeni,
pafeni a kladeni vajec. Délka zivotniho cyklu trva 2 az 8 tydnd v zavislosti na podminkach
prostfedi (Wiebe et al. 2020; Rondon et al. 2021). Optimalni teplota pro vyvoj je 25~30 °C s
teplotnim rozsahem 15 °C az 32 °C, béhem kterého se postupné zkracuje doba vyvoje kazdého

instaru (Guo et al. 2011).
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Ve vétsing oblasti vyskytu ma mandelinka dvé nebo tfi generace do roka. Znacna cast
kazdé z generaci vstupuje do diapauzy a zavrta se do pudy bez rozmnozovani, nebo po ulozeni
vajicek. Prezimujici populace je slozena z broukt generaci ¢asnych a pozdnich letnich, a i téch
ze zaCatku podzimu. Vstup do diapauzy nastava v klimaticky neptiznivém obdobi a dochézi pti
ném k reverzibilni degeneraci létacich svala (Tauber & Tauber 2002; Petficek 2021). Navzdory
relativné kratkému evolu¢nimu véku, mandelinky maji vysoky vnitrodruhovy polymorfismus,
umoznujici Sirokou Skalu ekologické plasticity a adaptability na rizné faktory, jak biotické, tak

abiotické (Udalov & Benkovskaya 2011; Molnar & Rakosy-Tican 2021).

3.1.4 Vyznam

Potravou dospélct i larev jsou rostliny Celedi Solanaceae. Vyjma brambor (Solanum
tuberosum) se mandelinky bézné€ vyskytuji na baklazanu (Solanum melongena) a rajCatech
(Solanum Iycopersicum). Diky citlivym ¢ichovym receptoriim jsou brouci schopni rozpoznavat
a vyhledavat hostitelské rostliny (Petficek 2021). Mladé larvy vykusuji malé otvory v listu,
starsi larvy a brouci Skodi na jejich okrajich. Kdyz uz na rostliné nezbydou zadné listy, okusuji
odnoze a stonky. PoSkozovanim rostliny napomahaji k Siteni Rhizoctonia solani a prstencoveé
hniloby (Liao et al. 2021). Jedna larva zkonzumuje po dobu svého vyvoje az 40 cm? listd
brambor denné€, dospély brouk pak 10 cm? denné. Ztrata vice nez 75 % listi mlze zpusobit
uplnou likvidaci plodiny (Ferro et al. 1985; Zhu et al. 2010; Maharijaya & Vosman 2015).

Skodlivost a tim zptisobené ztraty na vynosu obecné zavisi na dobé a intenzitd vyskytu
mandelinky v porostech. V obdobi brzy po vzejiti (Casny vyskyt), kdy se zatim netvori hlizy,
muize pii absenci ochrany dojit k naprosté likvidaci naté, coz zapfiCini i zniCeni veskeré
produkce brambor. Za predpokladu, ze se prvni generace mandelinky objevi po nasazovani hliz
(pozdgjsi obdobi), mize pii nevhodné pouzité ochrané redukovat vynos i v fadu desitek procent

(Dolezal & Hausvater 2018).

3.1.5 Metody regulace

3.1.5.1 Biologicka regulace

Klasicka biologicka regulace je zamérnym zavedenim pfirozenych nepratel ve snaze
omezit hustotu invazniho druhu (Louda et al. 2003). Jedna se o vyuzivany a ucinny nastroj
v ochrané proti skiadcam, zvlasté v dnesni dob€, kdy jsou invazni druhy na vzestupu vzhledem
k celosvétovému obchodu a cestovani (Cock et al. 2016). Tato metoda je vhodna zejména
v piipadg, kdy je cizi druh zavleten do nové oblasti, kde se stava zavedenym $kiidcem. Casto

se zaklada na predpokladu, Ze v nové oblasti introdukovany druh unikl pfirozenym nepratelim,



ktefi reguluji jeho populace v oblasti endemismu, a ze invazni Skiidce bude pod kontrolou,
jakmile se znovu objevi jeho pfirozeni neptatelé (Hajek et al. 2007).

V Severni Americe byly pozorovany predace nékterych stenofagnich ¢lenovct praveé na
mandelince bramborové. V soucCasnosti se jedna o velmi vyznamné dravce. Zvlasté pak
slunécko Coleomegilla maculata (DeGeer), které se zivi vajicky na listech a prvnimi instary
larev. Sténice Podisus maculiventris (Say) taktéz konzumuje vajicka a larvy (Greenstone et al.
2010; Lynch et al. 2021). Plostice Lygus pratensis (Linnaeus) a slunécko Coccinella
septempunctata (Linnaeus) likviduji vajicka (Wale et al. 2008). Stievlik Lebia grandis (Hentz)
je obligatnim parazitoidem larev mandelinkovitych broukii (Weber et al. 2006).

Zemek et al. (2016) provadéli testy pusobeni entomoparazitické houby Isaria
Jumosorosea proti mandelince. Vysledky prokazaly velkou u€innost, béhem jednoho tydne bylo
usmrceno az 97 % larev. Steinernema feltiae, entomopatogenni had’atko, pusobi spolecné se
symbiotickymi bakteriemi Xenorhabdus nebo Photorhabdus. Tyto bakterie se v mrtvém téle
hostitele rozmnozuji a slouzi hlisticim jako potrava. Hlistice nejsou schopny Zziviny z téla za
normalnich okolnosti vyuzit. Mortalita mandelinek byla oproti houbé nizsi, pfiblizné 85 % s
vys§im uéinkem na larvy nez na kukly. Taktéz byla zkouSena spolecna aplikace obou patogent
v ruznych kombinacich. Pouziti houby spole¢né s hlistici pfi soucasné aplikaci obou organismu
zvyS$i thyn larev o témét 100 % a zkrati stfedni letalni dobu na dva dny.

V nasich podminkéch jsou typickymi predatory ptaci, slunécka, plostice, stievlici,
Skvofi nebo pavouci. Eliminace vyskytu mandelinky je nicméné malé4, a proto 1 stoupa na
vyznamu vyuzivani mikroorganismu, predevsim houby Beauveria bassiana a bakterie Bacillus
thuringiensis (Dolezal & Hausvater 2020). Wraight & Ramos (2005) aplikovali béhem tii
polnich sezén biopesticidy na bazi houbového patogenu Beauveria bassiana a bakterialniho
patogenu Bacillus thuringiensis za ucelem zjisténi jejich synergického plisobeni. Vysledky
prokazaly, ze kombinované vyuziti vedlo az ke 35 % snizeni populaci larev oproti

samostatnému pouziti pfipravka.

3.1.5.2 Chemicka regulace

Mandelince je do zna¢né miry pfipisovana zodpovédnost za tvorbu moderniho
insekticidniho primyslu. Od roku 1864 byly proti tomuto skudci testovany stovky sloucenin.
Prvnimi vyuzivanymi chemikéaliemi byly pfipravky na bazi arsenu jako Paris Green
(acetoarsenit méd’naty), arzeni¢nan olovnaty a v mensi mife botanicky rotenon. Paris Green byl
proti mandelince vysoce ucinny a péstiteli brambor hojn€ vyuzivany spolu s dal$imi arzeniky

az do konce 40. let dvacatého stoleti. Mandelinka byla taktéz jednim z prvnich cili pro aplikaci
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DDT, jehoz testovaci aplikace zapocaly jiz v roce 1939. DDT se rychle stalo zdkladem kontroly
hmyzu pro vétSinu péstiteld brambor a nahradilo mnohem toxiCt€jsi a pro zivotni prostiedi
nebezpecna arzenika. Ackoli se moznosti chemické ochrany od té doby znacné rozrostly na
vice nez 30 raznych aktivnich latek, myslenka tiplného vymyceni mandelinky ztstala do zna¢né
miry stejnd. Problém dosahl krizové trovné na pocatku 90. let dvacatého stoleti. V té dobé
péstitelim brambor v nékterych oblastech zcela dosly moznosti chemické kontroly. V soucasné
dobé zustavaji insekticidy stale zakladem kontroly mandelinky bramborové na komerénich
bramborovych farmach (Alyokhin et al. 2008; Casagrande 2014).

V duasledku skutecnosti, ze pouziti insekticidd vedlo k drastickému snizeni populaci
mandelinky, byl pozorovan vyvoj rezistence viici ucinnym latkam. Genetickou adaptaci si
jedinci dokazali vyvinout rezistenci vici vétsin€ registrovanych insekticida (Stankovic et al.
2012; Szendrei et al. 2012; Alyokhin et al. 2015). ZvySeni davky je pouze kratkodobym fesenim
a vyrazné¢ zvysuje rychlost rozvoje rezistence (Maharijaya & Vosman 2015).

Dolezal et al. (2022) hodnotili v letech 2019-2022 dostupné insekticidy proti mandelince
v Ceské republice. Benevia a Coragen 20 SC z chemické skupiny diamida mély v pokusech
nejvyS$si acinnost. Zatim v nas§im podminkach nebyl pozorovan vyskyt rezistence, tudiz je jejich
pouziti vhodné pfi antirezistentni strategii. Také byly testovany skupiny biochemickych
pesticidd. U¢inna latka piipravku NeemAzal se ziskava ze semen stromu Azadirachta indica a
zastavuje zir broukl i larev. Tento insekticid prokazal v testech dobrou ucinnost. Spinosad
fadici se do chemické skupiny spinosinil vznika fermentaci ptdni bakterie Sacharopolyspora
spinosa. Je obsazen v pesticidu SpinTor a jeho ucinnost prevySovala 90 % u vSech vyvojovych
stadii larev. S ohledem na omezovani neonikotinoidt v Evropské unii je v Ceské republice proti
mandelince registrovana pouze jedna ucinna latka ztéto skupiny — acetamiprid. Z pokusu
vyplyva lokalni vyskyt rezistence v populacich pii pouziti pfipravku Mospilan 20 SC.
K antirezistentni strategii je jeho pouziti vhodné pouze v oblastech, kde neni tolik vyuzivan a
zaroven neni zaznamenan pokles jeho ucinnosti. Byly také potvrzeny rezistentni populace
mandelinky vici pyretroidnim pfipravkim Karate se Zeon technologii a Decis Mega. Vysledky
oSetfenych variant byly téméf totozné s neosetfenou kontrolou.

S ohledem na pravdépodobné budouci naduzivani stavajiciho nizkého mnozstvi
dostatecné pusobicich pripravkil a selekce rezistentnich populaci je hledani novych ucinnych

latek nutnosti.



3.2 Rezistence Skudcu k insekticidum

Neucinnost aktivni latky aplikované za ucelem likvidace hmyzich Skiidci muze mit
mnoho divodu. Jednim z nich je bezpochyby odolnost vici insekticidim. Kli¢ovou je pak
dédicna zména v citlivosti populace skuidct na oSetfeni. Spojuje se zde evoluce fenotypovych
znaku se selekci a specifickymi geny zodpovédnymi za rezistenci (Zalucki & Furlong 2017).
V piipadé opakovaného pasobeni jedné ti¢inné latky na né€kolik generaci Skadct se v populaci
zvySuje podil rezistentnich jedincti. Je taktéz Casté, Ze se u jednoho druhu hmyzu soucasné

projevuje vice mechanismu rezistence (Kocourek 2017).

Tolerance je oproti rezistenci pfirozenym jevem a neni vysledkem selekéniho tlaku.
Vzhledem k rozdilim ve velikosti téla, tloustce exoskeletu a schopnostem metabolizovat
jedovaté latky jsou dospé€lé housenky mnohem vice tolerantni k vétsimu mnozstvi insekticida
nez housenky mladsi. Tyto vlastnosti jsou definovany jako tolerance nebo pfirozena rezistence

(Buhler 2020).

3.2.1 Mechanismy rezistence

3.2.1.1 Zvyseni metabolismu biologicky aktivnich latek (metabolicka rezistence)

Metabolickou rezistenci rozumime transformaci latek biologickou cestou, ktera
v kone¢ném dusledku snizuje schopnost interakce uéinné latky pesticidu s cilovym mistem
pusobeni. Mezi hlavni tfi skupiny enzymu, které se podili na molekularnim mechanismu
metabolické rezistence se fadi esterazy, glutathion S-transferazy nebo monooxygenazy
(Hemingway 2000; Karunaratne et al. 2018). Tyto enzymy si hmyz vyvinul z divodu eliminace
potencialni toxicity rostlin, kterymi se zivi, v dasledku produkce alkaloidii nebo fenolt (Yu
2008; Rane et al. 2016).

Ve vétsin€ piipadi muze byt rezistentni hmyz detekovan prostfednictvim zvySeného
mnozstvi enzymu ve srovnani s citlivymi jedinci (Brown & Brogdon, 1987). Za zvySenou
aktivitu enzymt zodpovidaji amplifikace genu, zvysena exprese, mutace kodujici sekvence
nebo kombinace zminénych. Esterazy umoziiuji odolnost vuci karbamatim, pyretroidim a
organofosfatim. Glutathion S-transferazy zprostfedkovavaji rezistenci vuci pyretroidim,
organofosfatim a organochlorim. Monooxidazy pusobi proti vS§em skupinam insekticida (Li et

al. 2007).
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Cely detoxikacni proces se sklada ze dvou Casti. V primarni fazi probiha hydrolyza nebo
oxidace, v sekundarni fazi dochazi ke konjugaci (spojeni) produktl primarni faze
s endogennimi slouCeninami a jejich nasledné vylouceni ztéla (Li et al. 2007; Yu 2008).
Pochopeni a znalost detoxikace insekticidi umoznuje porozuméni mechanismum rezistence

jako celku a poméha k vytvareni lep§ich antirezistentnich strategii (Panini et al. 2016).

3.2.1.2 Snizeni citlivosti cilového mista (target site rezistence)

Ke snizeni citlivosti cilového mista dochéazi prostfednictvim bodovych mutaci ve
strukturalnich genech. AvsSak pouze omezené mnozstvi zmén muze snizit citlivost
k insekticidim bez naruseni normalnich fyziologickych funkci cilového mista (Hemingway et
al. 2004; Karunaratne et al. 2018). Proto je po¢et moznych aminokyselinovych substituci velmi
omezeny. I u vysoce odlisnych taxont se tedy bézné vyskytuji identické mutace souvisejici
s rezistenci (Karunaratne et al. 2018).

Mutace v cilovych mistech méni jejich vazebnou afinitu k riznym insekticidim v
zavislosti na molekularni struktufe insekticidu. Zménéna cilova mista tedy nezprostiedkovavaji
stejnou uroven rezistence vici v§em insekticidiim patficim do urcité skupiny. V dasledku toho
se metabolické rezistence stava vyhodné&j§i v evoluénim méfitku, protoze umoziiuje hmyzu
preziti mistech, kde mohou byt rostlinné toxiny mén¢ rovnomeérné distribuovany. Mira, do jaké
je normalni fyziologicka funkce narusena mutaci rezistence, se odrazi ve zdatnosti rezistentnich

jedinct pfi absenci selekce insekticidy (Panini et al. 2016; Karunaratne et al. 2018).

3.2.1.3 Omezeni penetrace ucinnych latek pres kutikulu hmyzu

Pro dosazeni cilového mista je nejprve nutné, aby insekticid pronikl do téla hmyzu.
K odolnosti proti praniku dochazi pii fyzikalné-chemickych modifikacich ve struktufe
kutikuly, coz vede k pomalejsi absorpci chemikalii nebo ke snizeni mnozstvi insekticidu
prochazejiciho skrze fyzické bariéry (Panini et al. 2016). V zékladu se zmény tykaji tloustky
nebo slozeni kutikuly, zejména zvySenym ukladanim strukturalnich slozek, jako jsou
epikutikularni lipidy nebo strukturni kutikularni proteiny (Fang et al. 2015). Diky
zpomalovacimu mechanismu nedosahnou molekuly insekticidu cilovych proteint v neuronech
(Panini et al. 2016).

Tento mechanismus chrani hmyz pred Sirokou Skalou insekticidd, ale sam o sobé
poskytuje nizkou uroven odolnosti. Ve skuteCnosti se obvykle vyskytuje v kombinaci s jinymi
formami rezistence, coz zvysuje jejich ucinnost, kdy pomalejsi ¢i opozdéna penetrace muze

poskytnout vice Casu na enzymatickou detoxikaci (Ahmad et al. 2006; Valles et al. 2000).



Odolnost proti pronikani muze také rozsifit odolnost proti insekticidim napfi¢ rdznymi
chemickymi tfidami (mnohonasobna rezistence), coz ma podstatné praktické dusledky pro

bézné antirezistentni strategie (Balabanidou at el. 2018).

3.2.1.4 Behavioralni rezistence

Krom cilené specifické je znama také rezistence behaviordlni. Je definovana jako
vyvinuté chovani, snizujici vystaveni hmyzu toxickym slouceninam, nebo umoziujici prezit
v prostiedi, které by bylo za jinych okolnosti toxické a smrtelné. Hmyzi skadci vykazujici
behavioralni rezistenci se vyhybaji kontaktu s insekticidem nebo poziti letalni davky, ¢im
zvySuji své Sance na preziti. Takto odolni jedinci detekuji nebo rozpoznavaji nebezpeci a
vyhybaji se toxinim. Hlavnim pfedpokladem je schopnost Clenovcli vnimat pfitomnost
pesticidi, ¢imZz upravuji své stravovaci navyky, zpusob kladeni vaji¢ek nebo opousteji
chemicky oSetfenou oblast (Khodaverdi et al. 2016; Nansen et al. 2016; Zalucki & Furlong
2017).

Dle Khodaverdi et al. (2016) nejsou konkrétni mechanismy zodpovédné za schopnost
vnimani pfitomnosti pesticidi dobfe popsany. Je ovSem dobfe znamo, ze béhem evoluce
pusobil na populace ¢lenovct selekeni tlak a byly publikovany studie o nenahodném vybéru
hostiteldi (Brattsten 1988). Nékteré ze zakladnich ryst vyuzivanych k optimalizaci vybéru mist
pro kladeni vaji¢ek a obstaravani potravy mohou také umoznit vyhnuti se rostlinnym tkanim

s vyS§imi koncentracemi pesticidu.

3.2.2 Typy rezistence

Hmyzi skadci nemusi byt rezistentni pouze k jedné t¢inné latce insekticidu (jednoducha

rezistence). Dale jesté rozliSujeme:

e Kiizova rezistence — rezistence vuci urcitému pesticidu, ktera vede k rezistenci
vuéi jinym pesticidim prostiednictvim spoleného mechanismu rezistence.
Obvykle se vyskytuje mezi pesticidy, které sdili podobna vazebna cilova mista
nebo detoxikacni cesty (Wu 2014).

e Mnohonasobna rezistence — jedna se o rezistenci vuci vice nez jedné skupiné
pesticidi u jednoho Skiidce prostfednictvim riznych mechanismi rezistence
(Wu 2014). Je méné Casta nez napiiklad ktizova, ale potencialné predstavuje
mnohem vétsi problém. Extrémnim zpusobem snizuje mnozstvi ptipravku, které

1ze ke kontrole doty¢ného hmyzu pouzit (Buhler 2020).
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e Kombinovana rezistence — ptisobeni vice mechanismi rezistence. Prikladem pak
muze byt rezistence typu kdr a metabolicka k jedné skupiné ucinnych latek

(Kocourek et al. 2020).

3.2.3 Antirezistentni strategie

Antirezistentnimi strategiemi se rozumi takova opatteni, ktera v kone¢ném dusledku
snizi riziko vzniku rezistence u hmyzich skidct. Hlavni metodou je stfidani pouzivanych
ptipravku s riznymi mechanismy ucinku. Stejna G¢inna latka ptipadné latky ze stejné skupiny
by mély byt pouzity maximalné dvakrat za sezonu (v neékterych ptipadech pouze jednou). Dle
vyvojoveého stadia skudce, fenofaze plodiny a prahu Skodlivosti oSetfovat ve vhodném terminu.
Minimalizaci potieby oSetfeni 1ze docilit podporou prirozenych nepratel, monitoringem skadct

nebo vyuzitim selektivnich pfipravka (Kocourek et al. 2015).

3.3 Rezistence mandelinky k pyretroidum

Insekticidy na bazi pyretroidd jsou vyuZzivany jiz od 70. let 20. stoleti, kdy byly zavedeny
na trh. Velmi rychle se vSak na tyto latky vyvinula u riznych druhti hmyzu rezistence a
mandelinka nebyla vyjimkou (Kim et al. 2005).

Mezi pyretroidni slouceniny se fadi naptfiklad permethrin, cyfluthrin a esfenvalerat.
Pusobi toxicky tim, ze zabrariuji inaktivaci citlivého napétového sodikového kanalu (Vssc),
¢imz nasledné prodluzuji depolarizaci neuronu. Vyznamnym mechanismem rezistence je u
pyrethroidi knockdown resistance (kdr), ktery je charakteristicky snizenou citlivosti na tyto
slouCeniny v nervovém systému jedince. Jedna se o modifikaci cilovych mist pyretroidi na
sodikovych kanéalech nervového axonu, ktery je fizen genem na 3. chromozomu (Zichova et al.
2010; Rinkevich et al. 2012; Rinkevich et al. 2013). Kdr alela byla poprvé zji§téna a popsana u
Musca domestica (Linnaeus) a je zptsobena polymorfismem jednoho nukleotidu (z C na T),
ktery vede ke zméné aminokyseliny z leucinu na fenylalanin (L1014F) v transmembranové
oblasti IIS6 sodikového kanalu (Vsscl). Identicka mutace byla pozorovana v ortolognim genu
LdVsscl a identifikovana jako hlavni faktor odpovédny za rezistenci u brouku rezistentnich na
pyretroidy (Udalov & Benkovskaya 2011; Rinkevich et al. 2012). V Evropé byla pyrethroidni
rezistence zpisobena kdr detekovana u polnich populaci mandelinky v Bulharsku, Ceské
republice, Némecku a Srbsku (Molnar & Rakosy-Tican 2021). Knockdown rezistence je u
mandelinky, na rozdil od jiného hmyzu, vazana na pohlavi, gen LdVsscl se nachdzi na

pohlavnich chromozomu X (Zichova et al. 2010). Dle analyzy karyotypu maji 17 autozomu a



systém ur¢ovani pohlavi XO, ve kterém jsou samci XO a samice XX (Hawthorne 2001). Samci
tedy kdr mutaci maji nebo ne, zatimco samice mohou byt homozygotni citlivé, homozygotni
rezistentni nebo heterozygotni pro tento znak. Vysledky testi prokazaly, ze hemizygotni
rezistentni samci a homozygotni rezistentni samice maji stejné vysokou uroven rezistence a ze
rezistence u heterozygotnich samic je netplné recesivni (Rinkevich et al. 2012).

Rinkevich et al. (2012) shromazdili 96 larev z 10 lokalit (USA a Bulharsko) za ucelem
zjisténi evolu¢niho puvodu kdr rezistence u mandelinky. U kazdého jedince pak byla ziskana
genomova sekvence pro LdVsscl. Pro identifikaci novych rezistentnich a citlivych alel byly
pouzity pfidruzené introny ve sméru od mista mutace. V kone¢ném dusledku identifikovali 8
rezistentnich (vSechny kdlr) a 21 citlivych haplotypu. Fylogeneticka analyza pak naznacuje 2-3
pravdépodobné nezavislé pivody kdr mutace.

Benkovskaya et al. (2006) ve svém vyzkumu zjistili, ze 1 morfologické vlastnosti do
urcité miry mohou souviset s rezistenci. Fenotypy se specifickymi skvrnami na hlavé, pronotu
a krovkach byly ve vyssi frekvenci zastoupeny v populacich jedinc rezistentnich nez
v populacich citlivych. Taktéz pozorovali, ze se diverzita skvrn béhem 10 let snizila, patrné

z duvodu tlaku na selekei insekticidu.

3.4 Populacni genetika

Geneticka variabilita uvnitf populaci, a 1 mezi nimi muze byt ovlivnéna mutacemi,
genetickym driftem, tokem geni a selekci. Distribuce genetické variability byva casto
nenahodné. V inbrednich pfirozenych populacich byvéa napfiklad variabilita alozymovych
markert nizka, zatimco u outbredni populace vysoka. Druhy obyvajici malé a geograficky
naruSené oblasti mivaji slabsi tok genli mezi populacemi a jsou tedy i vice ovlivnény
genetickym driftem. Genetickd diverzita ma pak tendenci se zvySovat s geografickou
vzdalenosti (Sidorenko & Berezovska 2001).

Diference v citlivosti populaci na nové pripravky mohou ovliviiovat i jejich ucinnost a
ptipadny rozvoj rezistence mandelinky bramborové. Zjist ovani regionalnich rozdilt ve vychozi
citlivosti na nové insekticidy a jejich genetické mechanismy zjednodusi vyvoj a hodnoceni

rezistence pro pripadné nové pripravky (Dively et al. 2020).

3.4.1 Populacni genetika mandelinky bramborové

Pro udrzitelnou a védecky podlozitelnou strategii ucinné karantény, kontroly a eradikace
skidct, jako je i mandelinka, jsou potieba informace o zdroji a zpisobu S§ifeni invaze a

genetické struktute druhti. Schopnost populaci zachovat si béhem invaze genetickou variabilitu
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a prizpusobit se ménicim se stanovistim muze byt do urcité miry divodem, pro¢ se uspésné
roz§ifily témer po celém svét€. Jako velmi vyznamné a uziteCné se ukazalo vyuziti
molekularnich markerd pro hodnoceni genetické struktury invaznich druht a toho, jak
kinvazim dochazi v riznych meéfitkach od lokalnich pfes regionalni az po globalni.
Mitochondrialni DNA (mtDNA) se osvédCila jako nastroj pro pochopeni zdroje druhd,
genetické diverzity, rozdili mezi populacemi nebo toho, jak invaze v dané oblasti postupuje
(Zhang et al. 2013; Koca et al. 2021). Genom mandelinky bramborové byl neddvno sekvenovan
(Schoville et al. 2018), diky ¢emuz je snazsi provadét studie mtDNA na arovni celého genomu
(Wiebe et al. 2020). Mitochondrialni a jaderna DNA poskytly cenné informace o puvodu
kolonizace, rozsahu genetické diferenciace a toku geni béhem expanze mandelinky
bramborové v Severni Americe a Evropé (Sidorenko & Berezovska 2002; Grapputo et al. 2005;
Zhang et al. 2013).

Cennym nastrojem studia genetické variability v populacich jsou mikrosatelitni markery,
jez jsou tandemov€ usporadané sekvence o velikosti 1-6 oligonukleotidd. Podléhaji
mendelistické dédi¢nosti, vyznacuji se genomickou distribuci, multialelickou povahou,
kodominantni dédicnosti a vysokym polymorfismem. Nalezneme je v celé délce genomu,
Castéji pak v nekodujicich oblastech. Vykazuji vysoky stuperi polymorfismu alel a vyskytuji se
v eukaryotickém 1 v prokaryotickém genomu (Bhargava & Fuentes 2010; Senan et al. 2014).
Hamada et al. (1982) poprvé zdokumentoval existenci mikrosatelitnich markerti v Sirokém
mefitku evolucné rozmanitych eukaryotickych organismi, od kvasinek po ¢lovéka. Z toho
divodu jsou vyuzitelné pro studium populaci invaznich druhti. U mandelinky bramborové pak
byly vyvinuty a pouzity ke studiu populaci v riznych Castech svéta. Pomoci molekularnich
markerti (isoenzymy, RAPD, RFLP a mikrosalitni markery) byl z lokalnich analyz zkouman
proces kolonizace a geneticka diferenciace mezi riznymi populacemi. V kontinentalnim
meétitku pak naptiklad v Severni Americe, Evropé a Asii (Koca et al. 2021).

Genetickou diferenciaci mezi mexickymi a americkymi populacemi mandelinky odhalily
Casné studie zalozené na variaci izoenzymi. Nedavny vyzkum vsak odhalil, Ze tento brouk
pravdépodobné pochazi z jizni ¢asti Severni Ameriky diky bliz§imu zkoumani polymorfismem
délky amplifikovanych fragmentd (AFLP), mtDNA a mikrosatelitnimi markery. V Severni
Americe bylo taktéz rozpoznano 20 haplotypi mtDNA, z nichz byl pouze jeden nalezen
v evropskych populacich. Pfi kolonizaci do Evropy se geneticka diverzita vyrazné snizila

v dasledku efektu zakladatele (Dively et al. 2020).



Grapputo et al. (2005) zkoumali invazi tohoto brouka ze Severni Ameriky do Evropy,
kde se béhem témér 30 let rozsifil po celém kontinentu. Analyzou mtDNA a markera
polymorfismu délky amplifikovanych fragmenti (AFLP) zjistili nejvyssi genetickou diverzitu
v populacich jedinct ze stiedu USA. Evropské populace mély pouze zlomek variability
pozorované u té severoamerické. Evropské populace také vykazovaly vyznamné snizeni
variability jadernych markert (AFLP). Navzdory vysoké schopnosti §ifeni a sniZzeni genetické
diverzity v Evropé byly mezi jedinci na obou kontinentech nalezeny vysoka uroveni struktury
populace a nizky tok genu.

V Ciné byla mandelinka poprvé pozorovana v roce 1993. Pro lepsi porozuméni genetické
struktury a toku gent byly provedeny studie (Zhang et al. 2013; Yang et al. 2020) pomoci
mikrosatelitnich markeri na populacich napii¢ téméf celou zemi. Zjisténé hodnoty genetické
variability byly nizké.

Ve vyzkumu Koca et al. (2021) byly pouzity mikrosatelitni markery a mtDNA pro
informace o popula¢nim zdroji, struktufe a postupu invaze mandelinky v Turecku. Byl
detekovan pouze jeden evropsky haplotyp ve vSech tureckych populacich. To dokazuje, ze
k invazi doslo pravé z Evropy. Vysledky ukazaly, ze si populace zachovaly dostate¢nou
genetickou variabilitu, aby se dokazaly pfizptsobit novému prostfedi. Obecné nizka geneticka
variabilita, stejn& jako v Cing, je dtsledkem kratsiho asového obdobi rozsifeni z Ameriky do
Evropy.

V této dobé se mandelinka nadéale rozsifuje do vychodni a jihovychodni Asie. Pro
pochopeni Sifeni z Evropy do Asie je dilezité se do budoucna zaméfit na vyzkum jedinct praveé

z téchto oblasti, abychom byli schopni objasnit nase soucasné chapani této skutecnosti.
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4 Metodika

4.1 Material

Larvy mandelinky bramborové, oSetfeni pfipravkem Karate s ucinnou latkou lambda
cyhalothrin byly ziskany z Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby, v. v. i. V Ruzyni. Jednalo se
o jedince ze dvou lokalit — Svitavy a Ruzyné. Populace Svitavy byla reprezentovana potomstvy
3 samic (1,2,5). Potomstva byla oSetfena stejnou letalni koncentraci LC 1500. Bliz§i detaily
struktury pokusu a ramcovy vysledek insekticidniho testu jsou uvedeny v tabulce 1. Jedinci

Ruzyné byli osetfeni riznymi letalnimi koncentracemi ucinné latky dle tabulky 2. U obou

lokalit bylo zaznamenano, zda dany jedinec piezil, ¢i ne.

Tabulka 1: Seznam vzorka z lokality Svitavy

Oznadeni

Potomstvo

Pocet jedincu

Preziti davky

12

4

1/3

1/4

1/5

1/6

2/1

2/2

2/3

2/4

2/5

5/1

52

5/4

Mrtvy

1/1

12

1/3

1/4

1/5

1/6

2/1

2/2

2/3

2/4

2/5

5/1

52

573
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Tabulka 2: Seznam vzorki z lokality Ruzyné

Oznaceni Polet jedinci | Letalni koncentrace | Preziti davky
A 9 LC 100

B 9 LC 500 Mrtvy

C 24 LC 1500

D 21 LC 100

E 22 LC 500 Zivy

F 7 LC 1500

4.2 Metody

4.2.1 Izolace DNA

Pro individualni extrakci genomové DNA byla vyuzita metoda CTAB dle Chen et al.
(2010). Do 1,5 ml zkumavek byla vlozena hlava s hrudi kazdé larvy. Bylo pfidano 200 ul CTAB
pufru, 2 pl RNazy (Qiagen, Némecko) a vSe dukladné zhomogenizovano sklenénou tyCinkou.
Nasledné byly pfidany 2 ul proteinazy K (Macherey-Nagel, Némecko) a 2 ul merkaptoethanolu
(Qiagen, Némecko). Vzorky byly zvortexovany a inkubovany 30 minut v termobloku pfi

teploté 65 °C.

Po inkubaci bylo pfiddano 200 pl Rotifenol (smés fenolchloroformizoamylalkohol
v poméru 25:24:1, Carl Roth, Némecko) a vzorky byly opét dikladné zvortexovany. Poté byly
vzorky centrifugovany po dobu 10 minut pti 14 000 rpm (Eppendorf), aby se oddélily jednotlivé
frakce. Supernatant byl pfeveden do nové zkumavky o objemu 1,5 ml. Do zkumavek se
supernatantem bylo pfidano 200 pl smési chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1.
Zkumavky byly diakladné zvortexovany a centrifugovany po dobu 10 minut pfi 14 000 rpm.
Horni frakce byla opét pfevedena do nové 0,5 ml zkumavky. Do téchto zkumavek bylo pfidano
200 pl izopropanolu, obsah promichéan prevracenim a ponechan po dobu 1 hodiny v mrazicim

boxu (-20 °C) k vysrazeni.

Nasledovala centrifugace po dobu 10 minut pfi 14 000 rpm. Supernatant byl odebran
pipetou a dale bylo pfidano 225 pl 100 % etanolu a 25 pl 5 M octanu sodného (pH 5,3). Opét
nasledovala centrifugace po dobu 10 min pii 14 000 rpm a oddéleni supernatantu slitim. Pelet
byl oplachnut 200 pl 100 % ethanolu a centrifugovan po dobu 10 min pfi 14 000 rpm. Poté byl
ethanol odsat pipetou a vzorky vysuSeny v termobloku pfi teploté 39 °C. Suchy pelet byl poté
rozpustén ve 40 pl TE pufru (pH=8).
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Vzorky DNA byly kvantifikovany pomoci spektrofotometru NanoPhotometer (Implen,

Némecko) a ziedény PCR vodou (Sigma, Némecko) na finalni koncentraci 5 ng pl™!.

4.2.2 Determinace pohlavilarev

Pohlavi larev bylo urceno pouzitim qPCR na principu CNV (copy number variation).
Jako cilové a referencni geny byly pouzity gonosomalni LdVssc a autozomalni LdUBE3B.

Primery a metodika byly navrzeny, ovéreny a publikovany v praci Sedlakové et al. (2022).

Tabulka 3: Pouzité lokusy

Lokus Primery Pocet bp

v F 5 AGAATCATGGATTGTCCGAAGGTT 3’ 043
55¢ R 5 GAGGGTGGTAAGAGTGGCAAAAGT 3’

F 5 AACAACTGCAGCATCTGAAACTCC 3’
LdUBE3B ; ; 250
R 5 TACGGCTTTGAACACTTTGACACA 3

Smési qPCR o celkovém objemu 10 ul byly pfipraveny samostatné pro kazdy marker v
technickych triplikatech. Ty se skladaly z 5,0 ul FastStart Essential DNA Green Master (Roche,
Svycarsko), 20 ng genomové DNA a 0,5 pM kazdého primeru. Amplifikace a analyza teploty
tani byly provedeny na tenkosténnych PCR destickach BRAND 96-well PCR plate (Bio-Rad,
USA) pomoci systému CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad, USA) za podminek

v tabulce 4.

Tabulka 4: PCR cyklus pouzity pro amplifikaci

Faze Teplota Cas Opakovani
Predenaturace 95°C 10 minut 1 cyklus
Denaturace 95 °C 20 sekund

Annealing 60 °C 20 sekund 40 cyklua
Elongace 72 °C 20 sekund

Hodnota poctu kopii zalozena na algoritmu RESTO podle Pfaftl et al. (2002) byla
vypoctena s pouzitim samce jako kalibratoru (obrazek 4), kde E: G¢innost primerti stanovena
fedici fadou, ACt: rozdil v prahu cyklu (Ct) mezi primérem technickych replikat kalibratoru

a pramérem technickych replikata testovaného vzorku.



E (Lstsc)ACt (LdV'ssc)

E (LdUBE3B)ACt (LAUBE3B)
Obrazek 4: Vzorec pro vypocet hodnoty poctu kopii (Sedlakova et al. 2022)

CNVLstsc =

4.2.3 Stanoveni genetické diverzity larev pomoci mikrosatelitnich markerua

Geneticka diverzita byla stanovena pomoci primera dle Grapputo (2006). Celkem bylo
pouzito 10 mikrosatelitnich lokust s dinukleotidovymi sekvencemi. Primery byly usporadany
ve dvou multiplexech, jejichz specifikace, znaCeni primert a rozsah detekovanych alel jsou

uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Pouzité mikrosatelitni lokusy (a multiplex 1, b multiplex 2)

Lokus Primery Barva | Koncentrace | Rozsah bp

F 5 CACTCTGGGGTCAAATAGAG 3’
LAAC5-2 @ - - 6-FAM | 0,13 pM 208-231
R 5 GTTTCTTTTCGAGTGACTTGTGTGTGT 3

F 5 GCGGCCAGATGTTATCAGTT 3’
LdE11c ¢ - - 6-FAM | 0,07 pM 138-160
R 5 GTTTCTTCACCGCGACTTCAAAGGTAT 3

F 5 CGTTTATGATTAGCATTTCTGA 3
LdAC5-229 ; ; VIC 0,07 uM 147-160
R 5 GTTTCTTACTTTCAATAAAAAGGTCGAT 3

F 5 CCAGTTGATATTGAGAGAGA 3
LdGA4-5¢ - - NED 0.13 pM 208-230
R 5 GTTTCTTCAAACGCACTCAGTACAAAA 3

F 5 GTTTTCCATCATGATCCATT 3
LdGA5-30? ; - 6-FAM| 0,13 pM 173-182
R 5 GTTTCTTATAGGAAGCAACGACCATC 3

F 5 TGCTCATTTCAAATATGGTTTTG 3
LdB8b ; - VIC 0,07 yM 94-104
R 5 GTTTCTTCCAACAGGTATCCAACAAACG 3

F 5 CAACGTACAGTGTGCTTCATTTG 3’
LdAllb? ; — VIC 0,1 uM 163-169
R 5 GTTTCTTTCAAGATTTGTTGCAGACATCA 3

s |F 5 TTTGGTGGGTGTTTCTATTC 3’
LdGA5-11 - - NED 0.13 pM 175-189
R 5 GTTTCTTAAATGCGCCTGATGATAG 3

F 5 ACAGCGTCCCTGTCACTTCT 3’
LdE10e ? ; - PET 0,13 yM 115-132
R 5 GTTTCTTCCCAGCGAGGTTTATTAGGA 3

F 5 GCTCGTCAAATCTAGGAAGA 3’
LdGA4-18° - - PET 0,35 uM 204-212
R 5 GTTTCTTAAGAATGAAATCCAGGAGAA 3

Multiplexy byly sestaveny takovym zplsobem, aby se fragmenty znaCené stejnym
fluorochromem nepiekryvaly. Kazdy vzorek o objemu 10 pl pro multiplex PCR obsahoval 5
ng DNA, 4 ul Multiplex PCR Master Mix (Qiagen) a koncentrace primert odpovidajici udajum

v tabulce 5.
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Vlastni PCR probéhla v termocycleru (C1000™ Thermal Cycler, BioTech) dle programu

uvedeného v tabulce 6.

Tabulka 6: PCR cyklus pouzity pro amplifikaci mikrosatelitnich markert

Faze Teplota Cas Opakovani
Predenaturace 95°C 6 minut 1 cyklus
Denaturace 94 °C 30 sekund

Annealing 60 °C 90 sekund 35 cyklu
Elongace 72 °C 1 minuta

Zavéreéné prodluzovani 60 °C 48 minut I cyklus

4.2.4 Kapilarni elektroforéza

V deionizované vodé byl 1 pl PCR produktu nafedén v poméru 1:19. Z kazdého takto
nafedéného vzorku byl poté odebran 1 pl a smichan s 12 ul Hi-Di formamidu (Life

Technologies) a 0,2 ul hmotnostniho standardu GeneScan-600LIZ (Life Technologies).

Takto ptipravené vzorky byly denaturovany pii 95 °C 5 min v termocycleru (C1000™
Thermal Cycler, BioTech). Jednotlivé fragmenty byly poté separovany v genetickém
analyzatoru ABI PRISM 310 (Life Technologies). Separace probihala v kapilate dlouhé 36 cm.
Doba nastiiku byla 5 s pii napéti 12 kV. Separace probihala 24 minut pfi napéti 15 kV. Pfistroj
byl kalibrovan barevnou sadou DS-33 Matrix Standard Kit (Applied Biosystems).

4.2.5 Statistické hodnoceni experimentu

Elektroforeogramy z kapilarni elektroforézy byly analyzovany v programu GeneMapper
4.1 (Life Technologies, USA). Alely byly detekovany automaticky s vyuzitim nastavenych
analytickych moduli. VSechny profily byly jesté vizualné zkontrolovany a byly opraveny

ptipadné chybné oznacené ¢i fale§né pozitivni alely.

Vysledna data byla analyzovana v programu GenAlIEx 6.5 (Peakall & Smouse 2012)
s cilem odpovedét na 3 otazky:
e Jsou rozdily v rozsahu diverzity mezi jedinci z populaci Ruzyné a Svitavy?
e Jsou rozdily v diverzit€ mezi preziv§imi a nepreziv§imi v lokalité Svitavy?
e Jsou v lokalit¢ Ruzyné rozdily v diverzité v souvislosti s koncentraci letalni davky a

prezitim jedince?



Programem DARwin 6.0 (Perrier & Jacquemoud-Collet 2006) byla provedena shlukovaci
analyza pro hodnoceni podobnosti alelickych profili u studovanych vzorki.

V programu STATISTICA 6.0 byl proveden neparametricky chi kvadrat test poméru
pohlavi ve shlucich prezivsich a neptezivsich jedinct v testu proti oCekavanému pohlavnimu
poméru 1:1, kdy se predpokladalo, ze pokud souvisi rezistence s pohlavim, budou lépe prezivat

samice.
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S Vysledky
5.1 Diference alel v populacich

Na zakladé velikosti alel byly v programu GenAIEx 6.5 provedeny analyzy zastoupeni
alel v jednotlivych zkoumanych lokusech na tirovni obou populaci s naslednym zamérenim na
preziv§i a nepiezivsi jedince, v piipadé populace Ruzyné 1 na pouzitou letalni koncentraci.
Nejvyssi pocet alel (4) byl ve vSech testech detekovan na lokusech LdGA4-5, LdB8b a LAGAS-
11. Nejméné (1-2) pak na lokusu LdE11c. Vysledky jsou patrné z grafi 1, 2 a 3.

V populaci Ruzyné byly detekovany dvé unikatni alely, konkrétné 185 (lokus LdGAS-
30) a 160 (lokus LdE11c). V populaci Svitavy byla zaznamenana pouze jedna unikatni alela
134 (lokus LdE10e). Vyznamnéjsi odchylky od frekvence byly pozorovany v lokusu LdGA4-
5 alela 220 (Ruzyné 0,136; Svitavy 0,429) alela 226 (Ruzyné 0,729; Svitavy 0,394) a také
v lokusu LdGA4-18 alela 210 (Ruzyné 0,424; Svitavy 0,067) a alela 217 (Ruzyné 0,413;
Svitavy 0,759).

V pripadé testovani prezivsich a nepfezivsich jedinct v populaci Svitavy nebyly nalezeny
zadné unikatni alely. Ve frekvencich se vyznamné liSily pouze alely 128 (pfezivsi 0,142;

nepiezivsi 0,351) a 131 (prezivsi 0,365; neptezivsi 0,097) v lokusu LdE10e.

Alelicka struktura mezi kategoriemi prezivsich a nepfezivsich jedinct v populaci Ruzyné
vykazuje v urCitych ptipadech odchylky. Tyka se predevsim prezivsich jedinca oSetfenych LC
1500. U této skupiny nebyly detekovany alely 160 (lokus LdEl1c), alely 214 a 218 (lokus
LdGAA4-5), alela 128 (lokus LdE10e) a alela 185 (lokus LdGAS5-30). Alela 218 (lokus LdGA4-
5) se nevyskytuje ani v ptipadé neptezivsich jedinct oSetienych LC 500 a LC 1500. Alela 185
(lokus LdGAS5-30) nebyla také detekovana u nepfezivsich jedinct oSetfenych LC 500 a LC
1500 a ptezivsich oSetfenych LC 100. S ohledem na frekvence jednotlivych alel je tfeba zminit
alelu 160 (lokus LdE11c), ktera ma velmi nizké frekvence u vSech prezivsich jedinct oproti

nepieziv§im. Alela 131 (lokus LdE10e) je pak vice zastoupena u ptezivsich LC 500 a LC1500



Frekvence alel v populacich Ruzyné a Svitavy
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Graf 1: Frekvence alel v populacich Ruzyné a Svitavy

31



1200 Frekvence alel v populaci Svitavy v souvislosti s prezitim jedince
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Graf 2: Frekvence alel v populaci Svitavy v souvislosti s prezitim jedince
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Graf 3: Frekvence alel v populace Ruzyné v souvislosti s prezitim jedince a letalni koncentraci
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5.2 Geneticka diverzita populaci

Geneticka diverzita byla krom cetnosti alel sledovana také z pohledu prostorového a
vnitiniho usporadani populaci. Usporadani populaci bylo sledovano odchylkami od Hardy—

Weinbergovy rovnovahy, hodnotami F-statistiky a Neiovy genetické vzdalenosti.

5.2.1 Odchylky od Hardy—Weinbergovy rovnovahy

Obé populace byly ve vsech deviti lokusech testovany na odchylky od Hardy—
Weinbergovy rovnovahy. V pfipadé€, ze je pozorovana hodnota vétsi nez 0,05, (P v rozmezi
0,05 az 1,0), neni vysledek statisticky vyznamny a pfijima se hypotéza, ze se populace pari
nahodné. Hodnota nizsi nez 0,05 (v rozsahu 0 <P <0,05) ukazuje na nendhodnost pareni.
S ohledem na detailnéjsi rozdéleni populaci jsou i niz§i pocty jedinci ve skupinach. Lze
pozorovat trend mezi Cetn€jSimi skupinami, které se projevuji jako signifikantni ve vice
lokusech oproti méné Cetn€jsim skupinam. Vysledky analyzy jsou spolecné i s vysvétlivkami

patrné z tabulek 7, 8, 9 a 10.



Tabulka 7: Odchylky jednotlivych lokust od Hardy—Weinbergovy rovnovahy v populacich
Ruzyné a Svitavy. ns=not significant/nepritkkazné, * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001

Populace Lokus Odchylka |Signifikance
LdACS-22 3 ok
LdEl1c 1
LdGA4-5 6
LdA11b 1
Ruzyné LdB8b 6
LdE10e 1 ok
3
6
3
3

* %k

ns

* %k

LdGA4-18 koA k
LdGAS5-11
LdGAS-30
LdAC5-22
LdE11c Monomorfni
LdGA4-5 *xE
LdAllb
Svitavy LdB8b
LdE10e
LdGA4-18
LdGAS5-11
LdGAS-30

* %k

* %k

@)

* %k

—

* %k

* %k

* %k

* %

W |W ]| W[

* %k
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Tabulka 8: Odchylky jednotlivych lokust od Hardy—Weinbergovy rovnovahy v populaci
Svitavy. ns=not significant/neprikazné, * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001

Populace
Svitavy

Lokus

Odchylka

Mrtvy

LdAC5-22

3

* %k

LdEllc

nomorfni

LdGA4-5

ns

LdA11b

* %k

LdB8b

* %k

LdE10e

* %k

LdGA4-18

* %k

LdGAS5-11

* %k

LdGA5-30

* %k

LdAC5-22

W W | N | W[W || —=— |

* %k

LdEllc

Monomorfni

LdGA4-5

@)

* %k

LdA11b

—

* %k

LdB8b

* %k

LdE10e

* %k

LdGA4-18

* %k

LdGAS5-11

ns

LdGA5-30

W | [W[WwW ]| N

* %k

Signifnifikance




Tabulka 9: Odchylky jednotlivych lokusi od Hardy—Weinbergovy rovnovahy v populaci

Ruzyné, neprezivsi jedinci, rozdéleni dle letalni koncentrace. ns=not significant/neprikazné, *

P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001

Populace
Ruzyné

Lokus

Odchylka

Signifikance

Mrtvy 100

LdAC5-22

98]

ns

LdEllc

ns

LdGA4-5

ns

LdA11b

* %

LdB8b

ns

LdE10e

ns

LdGA4-18

ns

LdGAS5-11

ns
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Tabulka 10: Odchylky jednotlivych lokusi od Hardy—Weinbergovy rovnovahy v populaci
Ruzyné, prezivsi jedinci, rozdéleni dle letalni koncentrace. ns=not significant/neprikazné, * P

<0.05, ** P <0.01, *** P <0.001

Populace

Ruzyné Lokus Odchylka | Signifikance

LdAC5-22
LdEllc
LdGA4-5
LdA11b

Zivy 100 LdB8b
LdE10e
LdGA4-18
LdGA5-11
LdGA5-30
LdAC5-22
LdEllc
LdGA4-5
LdA11b

Zivy 500 LdB8b
LdE10e
LdGA4-18
LdGA5-11
LdGA5-30
LdAC5-22 ns
LdEllc Monomorfni
LdGA4-5 1 ns
LdA11b 1 **
Zivy 1500 LdB8b 6 ns
LdE10e Monomorfni
LdGA4-18 3 ns
LdGA5-11 6 ns
LdGA5-30 3 **
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5.2.2 F — statistika

Poget odlisnych alel (Na) vyjadiuje genetickou proménlivost populace. Cim vyssich
hodnot dosahuje, tim je populace v ramci lokust proménlivéjsi. Byly také zjistovany hodnoty
ocekavané heterozygotnosti (He, modelové zastoupeni heterozygott v populaci za predpokladu
idealni Hardy—Weinbergovy rovnovahy) a pozorované heterozygotnosti (Ho, zji§tény podil
heterozygoti v populaci). Fixacni index (F) udava genetickou vzdalenost mezi populacemi,
tudiz na jeho zakladé mizeme odhadnout genetickou diferenciaci. Nabyva kladnych i
zapornych hodnot, pficemz hodnoty blizici se nule indikuji vznik testované populace ndhodnym
oplozenim v rodi¢ovské generaci. Vyssi hodnoty signalizuji inbreeding nebo nedetekovatelné
nulové alely. V ptipadé zapornych hodnot se predpoklada heterdzni selekce nebo negativni

vybérové kiizeni.

Tabulka 11: Diverzita popsana hodnotami F-statistiky: Na (pocet odlisnych alel); He

(oCekavana heterozygotnost); Ho (zjisténa heterozygotnost); F (fixacni index)

Populace Na Ho He F
Ruzyné 3,111 0,383 0,530 0,331
Svitavy 3,000 0,438 0,496 0,159

Tabulka 12: Diverzita popsand hodnotami F-statistiky v populaci Svitavy: Na (pocet odlisnych

alel); He (o¢ekavana heterozygotnost); Ho (zji§téna heterozygotnost); F (fixa¢ni index)

Populace Na Ho He F
Svitavy

Mrtvy 3 0,488 0,469 0,04
Zivy 3 0,393 0,501 0,234

Tabulka 13: Diverzita popsand hodnotami F-statistiky v populaci Ruzyné: Na (pocet odlisnych

alel); He (o¢ekavana heterozygotnost); Ho (zji§téna heterozygotnost); F (fixa¢ni index)

Pl;(:ll;;:lzce Na Ho He F

Mrtvy 100 9 0,42 0,553 0,285
Mrtvy 500 9 0,37 0,443 0,22
Mrtvy 1500 24 0,412 0,517 0,201
Zivy 100 21 0418 0,529 0,297
Zivy 500 22 0,313 0,477 0,446
Zivy 1500 7 0,365 0,409 0,143
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5.2.3 Neiova geneticka vzdalenost

Byly zji§tovany hodnoty Neiovy genetické vzdalenosti (D), ktera vyjadiuje pribuznost
¢i odlisnost v genotypech populaci. Pokud je rychlost genetickych zmén konstantni v pribéhu
generaci & let, pak se hodnota Neiovy distance zvysuje v poméru k divergenci ¢asu. Cim vy$si
je vysledna hodnota, tim je 1 vétsi statistickd odliSnost v zastoupeni a distribuci jednotlivych

alel.

Tabulka 14: Neiova geneticka vzdalenost mezi populacemi Ruzyn¢ a Svitavy

Svitavy Ruzyné
Ruzyné 0
Svitavy 0 0,132

Tabulka 15: Neiova geneticka vzdalenost mezi pfezivSimi a nepfezivsimi v populaci Svitavy

Zivy Mrtvy
Mrtvy 0
Zivy 0 0,041

Tabulka 16: Neiova geneticka vzdalenost mezi preziv§imi a nepfeziv§imi v populaci Ruzyné

v souvislosti s pouzitou letalni koncentraci

Zivy 1500 | Zivy500 | Zivy 100 | Mrtvy 1500 | Mrtvy 500 | Mrtvy 100
Mrtvy 100 0
Mrtvy 500 0 0,077
Mrtvy 1500 0 0,132 0,062
Zivy 100 0 0,049 0,156 0,089
Zivy 500 0 0,068 0,046 0,136 0,081
Zivy 1500 0 0,041 0,085 0,075 0,157 0,126

Hodnoty genetické distance prokazaly mezi populacemi Ruzyné a Svitavy ur¢itou miru
odlisnosti. U prezivSich a nepfezivsich jedinci ze Svitav byla vSak odlisnost v genotypech
velmi nizka. Ve srovnani s ostatnimi kategoriemi z Ruzyné pak vykazuji neptezivsi jedinci LC
500 vétsi genetickou odchylku. VyS§si hodnota distance byla pozorovana i mezi preziv§imi LC

1500 a nepiezivsimi LC 100.



5.2.4 Shlukovaci analyza

V programu DARwin 6.0 byly metodou Neighbor Joining podobnostnich koeficientti na
zakladé velikosti alel zjisténych kapilarni elektroforézou sestaveny tfi fylogenetické stromy
piibuznosti vzorkd. Vysledky jsou prezentovany na obrazcich 4, 5 a 6.

Obrazek 4 predstavuje zakladni usporadani jedinca z lokalit Ruzyné a Svitavy. Diky
barevnému rozliSeni je patrné, ze si jsou vzorky uvniti populaci vzajemné relativné blizké a az
na par vyjimek netvofi separatni skupiny, a naopak porovnani vytvaii dva velké populacné
charakteristické shluky. To ukazuje na populacné fixovanou genotypovou skladbu.

Obrazek 5 je navic doplnén o rozde€leni obou populaci na mrtvé a zivé po oSeteni
pyretroidnim insekticidem. V tomto pfipadé nebyla rozpoznana zadna vyznamnéjsi struktura,
ktera by dokazovala genetickou asociaci mikrosatelitniho profilu a pfeziti insekticidniho testu
v ramci populace.

Obrazek 6 zahrnuje pouze jedince z Ruzyné rozdélené podle uzité letalni koncentrace a
mortality. Zde je mozné si vSimnou nékolika malych izolovanych shlukt jedinct, které Castecné
koreluji s prezitim letalni davky: jeden shluk sestava pouze z jedinct prezivsich LC 100, LC
500 i LC 1500, jeden z jedinct ptezivsich pouze LC 100 a LC 500 a jeden shluk sestava z
jedinch neprezivsich aplikaci LC 100 a LC 1500. Jinak i zde obecné nelze najit jednoznacnou

strukturu, nebot’ vétsina vytvorenych shluki zahrnuje vSechny fenotypové kategorie.
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Obrazek 4: Fylogeneticky strom populaci mandelinky bramborové v lokalit¢ Ruzyné (Cervené

zbarveni) a Svitavy (modré zbarveni)
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Obrazek 5: Fylogeneticky strom populaci mandelinky bramborové na zakladé preziti jedinct
v lokalité Ruzyné (zivi jedinci zelené zbarveni, mrtvi Cerveni) a Svitavy (zZivi jedinci Cerné

zbarveni, mrtvi modré zbarveni)
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Obrazek 6: Fylogeneticky strom populace lokality Ruzyné barevné odlisené dle pouzité letalni
koncentrace a preziti. LC 100 (zivi jedinci Cerné zbarveni, mrtvi Cervené), LC 500 (Zivi jedinci

modré zbarveni, mrtvi oranzové), LC 1500 (zivi jedinci zelené zbarveni, mrtvi rizové)



5.3 Pomér pohlavi

Ve zkoumanych populacich byla identifikovana pohlavi jedinct s nasledujicimi vysledky
— Ruzyné 45 samcu a 47 samic, Svitavy 63 samci a 78 samic. Jedinci Ruzyné byli nasledné
rozdeleni dle pouzitych letalnich koncentraci. Poté byl proveden neparametricky chi kvadrat
test poméru pohlavi ve shlucich prezivsich a nepfezivsich jedinca v testu proti oCekavanému
pohlavnimu poméru 1:1. Ocekavalo se, Ze rezistence souvisi s pohlavim a lépe tedy budou
prezivat samice. Vysledna hodnota pravdépodobnosti kazdého testu (parametr p) byla

vyhodnocena na hladin€ vyznamnosti a = 0,05.

Tabulka 17: Zji§téna pohlavi v celé populaci Ruzyné, rozdélena dle prezivsim a neprezivsich

spole¢né s vyslednym parametrem p

Ruzyné cela populace
Samci Samice p
Zivi 26 24 0,777
Mrtvi 19 23 0,537

Tabulka 18: Zjisténa pohlavi v populaci Ruzyné dle LC 100, rozdélena dle prezivsim a

nepieziv§ich spole¢né s vyslednym parametrem p

Ruzyné LC 100
Samci Samice p
Zivi 8 13 0,275
Mrtvi 4 5 0,739

Tabulka 19: Zjisténa pohlavi v populaci Ruzyné dle LC 500, rozdélena dle prezivsim a

nepieziv§ich spole¢né s vyslednym parametrem p

Ruzyné LC 500
Samci Samice p
Zivi 11 11 1
Mrtvi 5 4 0,739

Tabulka 20: Zji§téna pohlavi v populaci Ruzyné dle LC 1500, rozdelena dle preziv§im a

nepieziv§ich spole¢né s vyslednym parametrem p

Ruzyné LC 1500
Samci Samice p
Zivi 7 0 0,008
Mrtvi 10 14 0,414
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Tabulka 21: Zji§téna pohlavi v celé populaci Svitavy, rozdélena dle prezivsim a neprezivsich

spole¢né s vyslednym parametrem p

Svitavy
Samci Samice p
Zivi 34 40 0,485
Mrtvi 29 38 0,272

V populaci Ruzyné mortalita larev v nizsich letalnich koncentracich (LC 100 a LC 500)
na pouzité letalni koncentraci nesouvisela s pohlavim jedinc, pomér samcu a samic byl
v pfiblizném poméru 1:1, (p=0,275). AvSak pii letalni koncentraci LC 1500 byli v kategorii
prezivsich pouze samci (p=0,008). V populaci Svitavy se pomér piezivSich samcl a samic
shodoval s pomérem neptezivSich. Vysledky zruzyiiské populace tedy ztohoto hlediska

nevypovidaji o lepsi odolnosti samct.



6 Diskuze

Pro izolaci zivoCisné genomové DNA byla pouzita metoda CTAB (cetyl trimetyl
amonium bromid) dle Chen et al. (2010). Ti ve svém vyzkumu zjistili, ze ma tento postup ze
vSech péti jimi testovanych nejvyssi vytéznost DNA, jeji nejnizsi degradaci a obecné bylo
potieba nejméné finan¢nich naklada pro vykonani. Metodu lze taktéz vyuzit pro extrakci DNA
z riznych organismu jak zivo€isného, tak rostlinného ptivodu. Na druhou stranu je pracovni
proces relativné Casoveé naroCny a pro jeho uskutecnéni je v laboratofi potieba digestor kvuli
pouzitému fenolu a chloroformu. I pres tuto skute¢nost je metoda vyuzivanai v jinych studiich
na mandelince bramborové (Sedlakova et al. 2022), nebo mufe makadlovce bramborové
Phthorimaea operculella Zeller (Elshehaby 2014). Sonmezoglu & Terzi (2019) vyuzili CTAB
metodu pro extrakci DNA z pSenice seté (7riticum aestivum L.), Xin & Chen (2012) izolovali

geneticky material z listd ¢iroku dvoubarevného Sorghum bicolor (L.) Moench.

Charakterizaci 11 mikrosalitnich lokusi mandelinky bramborové se zabyval Grapputo
(2006). Testoval celkem 54 vzorki zjedné lokality v Rusku (15 jedinct), dvou lokalit v
Estonsku (12 jedinch z kazdé lokality) a jedné lokality v Kentucky, USA (15 jedincti). Zhang
et al. (2013) pouzili 7 mikrosatelitnich markert k testovani 10 populaci v Ujgurské autonomni
oblasti Sin-tiang (Cina). Do studie bylo zahrnuto 392 dospélych jedincti mandelinky
odebranych mezi roky 2007 a 2009. Zjisténa geneticka diverzita byla u vSech populaci na nizké
Grovni i s ohledem na to, e k invazi tohoto $kiidce doslo v Cing teprve v roce 1993. Na stejném
uzemi pak provadéli vyzkum i Yang et al. (2020), ti testovali 232 vzork(i z9 populaci
mandelinky panelem 9 mikrosateltnich markert taktéz dle Grapputo (2006). Podaftilo se jim
identifikovat dva geneticky diferenciované shluky a piedpokladaji, ze populace v Cin& pochazi
ze dvou migracnich vin. Jedné z Chabarovského kraje a Primotského kraje (Rusko) a druhé

z Evropy.

Koca et al. (2021) vyuzili 11 mikrosatelitnich markera také dle Grapputo (2006) pro zisk
informaci o popula¢nim zdroji, struktufe a cestach invaze populaci mandelinky v Turecku.
Testované vzorky odebirali v letech 2016 az 2018 z 91 lokalit ve 36 provinciich odli§nych
regionu, pri¢emz z kazdé lokality bylo pro analyzu vyuzito 5 jedinca. Jejich vysledky prokazaly

nizkou az stfedni uroven genetické variability mezi populacemi v riznych oblastech zemé.
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6.1 Rozdily v rozsahu diverzity mezi jedinci z populaci Ruzyné a Svitavy

V deviti sledovanych mikrosatelitnich lokusech bylo celkem detekovano 28 alel. Mira
prekryvu byla mezi populacemi 16 %. Primérny pocet alel na lokus byl v populaci Ruzyné 3,11
a ve Svitavach 3, coZ je podobné vysledkam z Ciny, kdy Zhang et al. (2013) detekovali
prumérné 3,09 + 1,09 alel na lokus, Yang et al. (2020) uvadi 3,62 alely na lokus. Nejvice
polymorfni byly lokusy LdGA4-5, LdB8b a LdAGAS5-11 které u obou populaci identifikovaly 4
alely. Oproti tomu Koca et al. (2021) identifikovali u LdAGA4-5 priméme 6,67 alel, ale u lokusu
LdE10e byly vysledky srovnatelné s nasSimi — 3 alely. Zichova et al. (2010) ve svém vyzkumu
ceskych populaci mandelinky, ve kterém byly zahrnuty 1 jedinci z Ruzyné a Svitavy nenalezli
zadny vztah mezi vyskytem alel rezistence k pyrethroidim a lokalitou.

Primérna oCekavana heterozygotnost byla 0,53 (Ruzyn€) a 0,496 (Svitavy). Tyto hodnoty
jsou opét srovnatelné s vysledky z Ciny, kde Zhang et al. (2013) uvadi pramérné 0,47 + 0,13 a
Yang et al. (2020) 0,52 coz je téméf totozna hodnota jako u populace Ruzyné. Pfi porovnani
o¢ekavana heterozygotnosti (He) a zjiS§téné heterozygotnosti (Ho) bylo zjisténo, ze se populace
Svitavy nachazi v blizkosti Hardy—Weinbergovy rovnovéahy, avSak populace Ruzyné
z rovnovahy vybocuje, cemuz odpovida 1 fakt, ze ma nizsi hodnotu zjisténé heterozygotnosti
nez Svitavy.

Odchylky od Hardy—Weinbergovy rovnovahy byly vyhodnoceny pro kazdy lokus a
signifikantni odchylka od ocekavané hodnoty byla detekovana (P <0,05) v 16 z 18 testd.
Hodnota Neiovy genetické distance (D) byla mezi populacemi 0,132. Yang et al. (2020) ve
svém vyzkumu prokazali vyskyt dvou popula¢nich shlukd pfi hodnoté D 0,217. Jedna se o
mnohem vyS§s§i hodnotu nez mezi Ruzyni a Svitavami. Zhang et al. (2013) uvadi, ze vysledky
D® 0,141 £ 0,029 mezi nekterymi populacemi z jejich prace naznacuji zvysenou genetickou
diferenciaci, ale nerozli§ili zadné separatni populacni shluky.

V kapitole 5.2.4. obrazek 4 je zietelné, ze se je mezi populacemi vyznamna geneticka
diverzita s ohledem na vytvoreni dvou shlukd vedoucich na opacné poly. V néekterych
ptipadech se v populaci Ruzyné vyskytuje jedinec ze Svitav a naopak, coz je dasledek moznych
rekombinaci gent a individualni podobnosti danych jedincti. Z obrazku 5 ve stejné kapilote 1ze
ale vyvodit, ze prezivani insekticidnich zasahl neni genotypem vyznamné ovlivnéno.
Vysvétleni odliSnosti u populaci v lokalitach je komplikované, nebot’ si jsou oba regiony

relativné podobné at’ uz s ohledem na nadmotskou vysku nebo panujici podminky podnebi.



6.2 Rozdily v rozsahu diverzity mezi preziv§imi a neprezivsimi v lokalité
Svitavy

Pocet detekovanych alel v lokusech se pohyboval od 1 (LdE11c) do 4 (LdGA4-5, LdBS8b,
LdGAS5-11). U obou skupin jedincti se mnozstvi alel nelisilo, primérny pocet na lokus byl 3.
Zhang et al. (2013) ve svém vyzkumu detekovali praimémné 3,09 + 1,09 alel na lokus, Yang et
al. (2020) uvadi 3,62. Ani u jedné skupiny nebyly nalezeny unikatni alely. Vyznamnéjsi
odchylky ve frekvencich byly pozorovany pouze u lokusu LdE10e alela 128 (pfezivsi 0,142
nepiezivsi 0,351) a alela 131 (pfezivsi 0,365; nepiezivsi 0,097). S t€émito hodnotami souvisi i
vysledek Neiova podobnostniho koeficientu (0,041), ktery neprokazuje statistickou odlisnost
v zastoupeni a distribuci jednotlivych alel. Podobné hodnoty (D’ 0,031) dosahli mezi dvéma
populacemi i Yang et al. (2020), dle jejich vysledku byla tato geneticka diferenciace jedna
z nejnizsich ze vSech studovanych lokalit.

Také v testu Hardy-Weinbergovy rovnovahy vykazovaly obé skupiny vychylky v sedmi
lokusech z deviti. Ocekavana heterozygotnost byla 0,469 (neptezivsi) a 0,501 (pfezivsi), coz
nepiedstavuje vyznamny rozdil. Z hlediska fixa¢niho indexu jsou nepiezivsi blizci hodnoté 0
(0,04), zatimco prezivsi jedinci dosahli hodnoty 0,234. Nicméné s ohledem na ndhodné vybrani
3 samic a rovnomérné zastoupeni jejich potomkt na obrazku 5 v kapitole 5.2 4. 1ze tvrdit, Ze se
v piipadé nepiezivsich jedinci nejednalo o inbreeding, ale vSechny samice byly oplozeny
nahodné a potomci byli statisticky geneticky podobni v disledku roztfidéni danym oSetfenim.
Nizkou variabilitu mezi jedinci lze vysvétlit vys$i mirou pfibuznosti larev, které pochazely

pouze ze tii volné oplozenych matek.

6.3 Rozdily v rozsahu diverzity v lokalité Ruzyné v souvislosti

s koncentraci letalni davky a prezitim jedince

V alelické struktufe populace Ruzyné 1ze najit odliSnosti. Nejvyssi informativni charakter
mél lokus LdB8Db, ktery u vSech jedinct identifikoval 4 alely, lokusy LAAC5-22 a LdGA4-18
identifikovaly alely 3. Vyznamnéj$§i odchylky byly pozorovany u lokusu LdGAS5-30, ktery
identifikoval alelu 185 pouze u neprezivsich LC 100 a pteziv§ich LC 500. Alela 218 v lokusu
LdGA4-5 byla detekovana pouze u neptezivsich LC 100, prezivsich LC 100 a LC 500.

Skupina prezivs§ich jedincd LC 500 ma ze vSech skupin nejniz§i miru zjisténé
heterozygotnosti (Ho = 0,313), coz bylo potvrzeno v testu Hardy-Weinbergovy, kdy vykazuje
v sedmi lokusech z deviti vyznamnou odchylku (P <0.001). Fixa¢ni index (0,446) maji nejvySsi

ze vSech sledovanych skupin.
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Neprezivsi jedinci oSetfeni LC 500 vykazuji vétsi odchylky oproti ostatnim v Neioveé
genetické distanci (D* 0,132-0,157). Vyssi hodnota distance byla nalezena 1 mezi pfezivsimi
jedinci LC 1500 a nepiezivsimi LC 100 (0,126).

Zjisténa heterozygotnost je u vSech testovanych skupin niz§i nez ocfekévana. Pri
porovnani ocekavané heterozygotnosti (He) a zjisténé heterozygotnosti (Ho) bylo zji§téno, ze
skupiny maji tendenci vybocovat z Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Nejniz§i rozdil je u
preziv§ich LC 1500 (Ho 0,365; He 0,409), nejvyS$si pak u prezivsich LC 500 (Ho 0,313; He
0,477) a neptezivsich LC 100 (Ho 0,42; He 0,553).

S ohledem na vysledky analyz genetické diverzity populace je tfeba zminit, zZe neptezivsi
LC 1500 a preziv§i LC 500 a LC 100 maji oproti ostatnim skupinach vice nez dvojnasobné
zastoupeni jedincii.

Ve vytvoreném dendrogramu na obrazku 6 v kapitole 5.2.4. nalezneme tfi odlisSné
skupiny, vysledky ale neukazuji stejné seskupeni jako ostatni analyzy. Neptezivsi jedinci LC
1500 jsou rozprostieni relativné rovnomérné celym spektrem a lze si v§imnout pouze jedné
vyjimky, zahrnyjici prezivsi jedince LC 100, LC 500 a LC 1500. Alely jedinct byly na zaklade
vytvorenych klastri subjektivné porovnany, ale nebyla nalezena zadna specifika, ktera by

prokazovala vliv genotypu na preziti.

6.4 Determinace pohlavi

Pohlavi larev bylo detekovano za pouziti qPCR na principu copy number variation. Jako
cilové a referencni geny byly pouzity gonosomalni LdVssc a autozomalni LdUBE3B navrzeny
dle Sedlakova et al. (2022). Ti v souboru 50 nahodnych larev 4. instaru identifikovali 27 samic
a 23 samcd, coz bylo v souladu s ocekavanym pohlavnim pomérem 1:1 (p = 0,689).

Jednim z nejdilezitéjsich mechanismi odolnosti mandelinky bramborové k pyretroidim
je kdr mutace, ktera je vazana na pohlavi, tudiz se prfedpoklada, ze aplikaci insekticidu budou
lépe prezivat samice, které mohou lokus nést v homozygotni nebo heterozygotni formé.
V nasem pfipadé nebyla zjisténa korelace s pohlavim a prezitim jedince. Neparametricky chi
kvadrat test pomeéru pohlavi prezivSich a nepfezivSich jedinct v testu oproti ocekavanému
poméru 1:1 vyhodnotil pouze jednu odchylku od poméru. Jednalo se o populaci Ruzyné
oSetfenou letalni koncentraci LC 1500. Prezivsi byli reprezentovani pouze samci (p = 0,008).
S ohledem na vysledky ve svitavské populaci, které se s oCekavanym pohlavnim pomérem
shodovaly (p = 0,275), by bylo mozné fici, ze vysledky nemaji vypovidaci hodnotu a jedna se
o ndhodny jev. Rinkevich et al. (2012) shromazdili 96 larev z 10 lokalit, zikali genomové

sekvence pro LdVsscl a dentifikovali nové rezistentni a citlivé alely. Pokud bychom méli



k dispozici molekularni analyzu kdr, daly by se nase vysledky interpretovat presnéji. Samci
pozitivni na kdr by byli schopni aplikaci insekticidu prezit, zatimco heterozygotni samice
nikoliv. Ackoliv mize kontrola Sktidce pyretroidy do zna¢né miry probihat i bez ohledu na
pfitomnost kdr, Kim et al. (2005) prokazali korelaci mezi pfitomnosti mutace L1014F a
prezitim na zakladé rezidualni u€innosti.

S ohledem na vyznamnou roli kdr mutace je publikovano mnozstvi studii zabyvajici se
predevsim problematikou jejiho evolu¢niho ptivodu (Rinkevich et al. 2012) nebo vyskytem a
Sifenim v mistnich populacich (Kim et al. 2005; Jiang et al. 2011; Tebbe et al. 2016). I pfes tuto
skuteCnost nenalezneme prace, které by se zabyvaly zavislosti pohlavi na preziti jedince po
aplikaci insekticidd. Neni tudiz k dispozici adekvatni moznost pro porovnani s nasimi

vysledky. Do budoucna by bylo jisté¢ vhodné se na tuto problematiku zaméfit.
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7 Zavér

Na zakladé prezentovanych vysledki je ziejmé, Zze analyza mikrosatelitnimi markery
dokazala urcit jasnou strukturu mezi populacemi Ruzyné a Svitavy a potvrdila existenci
genetické variability rozdilnym zastoupenim alel vlokusech a odliSnostmi v
genotypech.

Uvnitf populaci nebyla nalezena struktura, ktera by naznac¢ovala jakoukoliv specifickou
miru preziti oSetfenych jedincti. Mandelinka bramborova se na nasem tizemi vyskytuje
uz témért 80 let, nicméné uvnitt populaci nejsou rozdily signifikantni natolik, aby bylo
mozné tyto genetické rozdily interpretovat z hlediska prezivani insekticidniho zasahu.
Geneticka variabilita jedinct je hlavnim divodem opakovaného vzniku rezistence ke
stavajicim i novym piipravkim, které by mély udrzet brouka pod kontrolou. Znalost a
pochopeni procesu muze prispét ke zméné pristupu eradikace a zpomaleni jeho Sifeni.
S ohledem na neprokazani dostateCnych rozdild mezi nasimi jedinci a nenalezeni
struktury vypovidajici o jejich pfezivani je 1 nadale nutné vénovat této problematice
zvysSenou pozornost.

Nebyla potvrzena hypotéza, ze vysledky testu rezistence asociuji s pohlavim jedince.
Pohlavi testovanych larev bylo determinovano pouzitim qPCR na principu CNV (copy
number variation) a statistické vyhodnoceni neparametrickym chi kvadrat testem
neprokazalo odchylky od ofekavaného pomeéru 1:1. Pro objasnéni vétsi miry preziti
samcu by bylo potfebné mit poznatky o zalozeni kdr lokusu a fenotypové vysledky

asociovat s nimi.
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10 Samostatné prilohy

Priloha 1: Frekvence jednotlivych alel v populaci Ruzyné a Svitavy

) Frekvence alely v populaci
Lok Velikost alel
oxus GRSt A "Ruzyng (92) | Svitavy (141)
152 0,158 0,167
LdAC5-22 160 0,44 0,433
164 0,402 0,401
152 0,864 1
LdElle 160 0.136 0
214 0,109 0,074
218 0,033 0,103
LdGA4-5 220 0,136 0,429
226 0,723 0,394
169 0,299 0,273
LdAI1b 173 0,701 0,727
100 0,168 0319
103 0,277 0,121
LdB8b 105 0,19 0,234
107 0,364 0,326
128 0,299 0,241
LdE10e 131 0,701 0,238
134 0 0,521
210 0,424 0,067
LdGA4-18 211 0,163 0,174
217 0,413 0,759
179 0,424 0,599
185 0,348 0,309
LdGAS-11 189 0,141 0,007
191 0,087 0,085
181 0,272 0,28
183 0,174 0,11
LdGAS-30 185 0,016 0
186 0,538 0,61




Ptiloha 2: Frekvence jednotlivych alel v populaci Svitavy v souvislosti pfezitim jedince

Frekvence alel v populaci
Lokus Velikost alel Svitavy _
Mrtvy Zivy
152 0,119 0,209
LdAC5-22 160 0,396 0,466
164 0,485 0,324
LdEl1¢ 152 1 1
214 0,052 0,095
LdGA4S 218 0,112 0,095
220 0.47 0,392
226 0,366 0,419
LdA1lb 169 0,299 0,25
173 0,701 0,75
100 0,418 0,23
L.dBSh 103 0,164 0,081
105 0,157 0,304
107 0,261 0,385
128 0,351 0,142
LdE10e 131 0,097 0,365
134 0,552 0,493
210 0,052 0,081
LdGA4-18 211 0,119 0,223
217 0,828 0,696
179 0,53 0,662
LdGAS-11 185 0,336 0,284
189 0,007 0,007
191 0,127 0,047
181 0,224 0,331
LdGAS-30 183 0,052 0,162
186 0,724 0,507

II



Priloha 3: Frekvence jednotlivych alel v populaci Ruzyné v souvislosti v piezitim jednice a

letalni koncentraci

Lokus Ve;l;"“ Mrtvy 100 | Mrtvy 500 | Mrtvy 1500 | Zivy 100 | Zivy 500 | Zivy 1500
152 0,167 0,056 0,146 0214 | 0,114 0,286
LdAC5-22 | 160 0,333 0,389 0,396 0.5 0.5 0,429
164 0.5 0,556 0,458 0286 | 0,386 0,286
152 0,667 0.5 0,938 0,929 | 0,909 1
LdEl1c
160 0,333 0.5 0,063 0,071 0,091 0
214 0,167 0,056 0,083 0167 | 0,114 0
218 0,111 0 0 0,048 | 0,045 0
LdGA4-5
220 0,111 0,056 0,167 0286 | 0,023 0,071
226 0,611 0,889 0,75 0.5 0,818 0,929
169 0,222 0,111 0,458 0.31 0,227 0,286
LdAl1b
173 0,778 0,889 0,542 0,69 0,773 0,714
100 0,056 0,111 0,188 0262 | 0,159 0,071
103 0,333 0,167 0,188 0357 | 0,273 0,429
LdBS8b
105 0,222 0,111 0,271 0214 | 0,114 0,143
107 0,389 0,611 0,354 0,167 | 0455 0,357
128 0,389 0.5 0,354 0357 | 0,159 0
LdE10e
131 0,611 0.5 0,646 0643 | 0841 1
210 0,389 0,167 0,458 0.5 0.5 0,214
LdGA4-18 | 211 0,333 0,222 0,188 0,143 | 0,068 0,143
217 0,278 0,611 0,354 0357 | 0432 0,643
179 0,556 0,611 0,396 0.405 | 0,364 0,357
185 0,222 0,222 0,438 0333 | 0,386 0,286
LdGAS5-11
189 0,222 0,111 0,083 0,19 0,136 0,143
191 0 0,056 0,083 0,071 0,114 0,214
181 0,444 0,167 0,396 0,005 | 0,295 0,214
183 0 0,056 0,083 0214 | 0341 0,214
LdGAS5-30
185 0,111 0 0 0 0,023 0
186 0,444 0,778 0,521 0,69 0,341 0,571

I




