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Sekvencni variabilita genu mtCOIl jako nastroj pro studium
efektu zakladatele u populaci mandelinky bramborové
v Ceské republice

Souhrn

Mandelinka bramborova (Leptinotarsa decemlineata Say, 1824) je nejvyznamné;jsim
celosvétové rozsitenym skddcem brambor (Solanum tuberosum L.). Podle publikovanych
vysledkll se v evropskych populacich vyskytuje pouze jediny haplotyp genu mtCOIl. To
odpovida hypotéze, Ze se mandelinka na evropsky kontinent rozsifila diky jediné Uspésné
invazi. Evropské populace tudiz vznikly z velmi nizkého poctu jedinc(. Je tak mozné hovofit
o efektu zakladatele.

Tato diplomova prace se v prvni ¢asti zabyva vyzkumem sekvencnich polymorfism(
¢asti mitochondridlniho genomu nesouciho geny nad2, trnW, trnC, trnY, mtCOI, trnL, mtCOll,
trnK, trnD a atp8. Pro analyzy bylo pouZito celkem 34 jedincl z réiznych lokalit Ceské
a Slovenské republiky. Na zakladé publikovanych genom( broukd celedi Chrysomelidae byly
navrzeny degenerované primerové pary pro primarni sekvenaci studované oblasti mtDNA
mandelinky. Nasledné bylo navrzeno 5 druhové specifickych sekvenacnich primerovych paru,
které umoznily ziskdni konsensus sekvence o velikosti 3395 bp. Bylo zjiSténo, Ze v ramci
hodnocenych jedincl byl nalezen pouze jediny haplotyp. Tento vysledek byl v souladu
s publikovanymi informacemi o neexistujici variabilité vybranych oblasti mtDNA u evropské
populece mandelinky.

Sekvenéni data studované oblasti mtDNA byla pouzZita pro zpracovani in silico
fylogenetické studie, kterd zahrnovala vybrané zastupce Celedi Chrysomelidae, Bruchidae,
Cerambycidae a Tenebrionidae. Haplotypy byly uréeny pomoci programu DnaSP 6. Program
MEGA X byl pouzit pro fylogenetickou analyzy zaloZzenou na metodé maximalni vérohodnosti
(ML). Pro konstrukci stromu byl pouzit model GTR+G+l. Fylogeneticka analyza odhalila
momofyleticky puvod celedi Chrysomelidae. Taxonomickd jednotka tribus je zfejmé
jednotkou umélou, protoze molekularni analyza klastruje nékteré zastupce rodl Gastrolina a
Galeruca odlisSnym zpUsobem. Analyza prokazala, Ze rody Leptinotarsa a Chrysolina jsou
seterské.

Pro populacni analyzy hodnotici genom larev mandelinky je dllezité mit informace
o jejich pohlavi. Vzhledem k tomu, Ze u larev neexistuje zfejmy pohlavni dimorfismus, byly
pfi teSeni diplomové prace vyvinuty dva markerovaci systémy zaloZzené na relativni
kvantifikaci lokust lokalizovanych na gonozomech a autozomech. Pomoci parametru Ratio A
Ct bylo stanoveno relativni mnozstvi templatové DNA u lokusu Ldvsscl, lokalizovaného na
gonozomu X ve dvou kopiich u samic a v jedné kopii u samcl. Dva navrzené markerovacé
systémy prokazaly, Ze hodnoty Ratio A Ct jsou u samic dvojnasobné oproti hodnotdm samc.
Pomoci diskriminacni a kanonické analyzy byla statisticka potvrzena schopnost obou
markerovacich systémd rozlidit jedince sami¢ihoa samé&iho pohlavi. Neparametrickym ¥



testem bylo potvrzeno, Zze pomér samiciho a samciho pohlavi odpovidal u vybraného vzorku
populace poméru 1:1.

Regeni diplomové prace bylo podpofeno projekty GA FAPPZ Studium geneticky
podminénych vlastnosti s vyuZitim molekuldrné — genetickych, bioinformatickych
a statistickych metod (SV20-9-21360), Molekularni analyza nukleovych kyselin rostlin
a zivoCichl a moznosti jejiho hodnoceni s vyuzZitim metod bioinformatiky a biostatistiky
(SV19-07-21360) a projektu NAZV MZe CR Inovace integrované ochrany brambor proti
mandelince bramborové zaloZzené na novych poznatcich genetickych a biologickych
charakteristik (QK1910270).

Klicova slova: mandelinka bramborova, Leptinotarsa decemlineata, gen mtCOIl, efekt

zakladatele, populace



Sequential variability of gene mtCOIl as a tool for study of
founder effect in potato beetle populations in the Czech
Republic

Summary

The Colorado potato beetle (Leptinotarsa decemlineata Say, 1824) is a worldwide
spread pest of the potato plant (Solanum tuberosum L.). According to the published results,
only one haplotype of mtCOIl gene occurs in European populations. This is in accordance
with the hypothesis that suggests a single successful invasion which allowed the Colorado
potato beetle to spread to the European continent. Therefore, European populations have
origin in a very small number of individuals which is described as the founder effect.

In its fisrt part, this diploma thesis focuses on the research of sequence
polymorphism of a part of the mitochondrial genome where are located following genes:
nad2, trnW, trnC, trnY, mtCOI, trnL, mtCOIl, trnK, trnD and atp8. It has been used a total of
34 individuals from various locations of the Czech and Slovak Republic for the analysis. Based
on the published genomes of the beetles from the Chrysomelidae family, degenerate primer
pairs were designed for primary sequencing of the studied mtDNA region of the Colorado
potato beetle. Subsequently, 5 species-specific primer pairs were designed, which allowed to
obtain a consensus sequence of 3395 bp. It was found that there is only one haplotype
within the evaluated individuals. This result was consistent with published information on
the non-existent variability of selected mtDNA regions in the European Colorado potato
beetle populations.

Sequence data of the studied mtDNA region were used to process an in silico
phylogenetic study, which included selected members from the families Chrysomelidae,
Bruchidae, Cerambycidae and Tenebrionidae. Haplotypes were determined using the DnaSP
6 program. The MEGA X program based on the maximum likelihood (ML) methos was used
for phylogenetics analysis. The GTR+ G+l model was used for phylogenetic tree construction.
Phylogenetic analysis revealed the monophyletic origin of the Chrysomelidae family. The
taxonomic unit tribus is probably an artificially created unit, because molecular analysis
clusters some members of the Gastrolina and Galeruca genus differently. The analysis
showed that the Leptinotarsa and Chrysolina genera are sisterly.

It is important to have information about the gender of larvae of the Colorado potato
beetle for the population analysis. Due to the fact that there is no obvious sexual
dimorphism in larvae, two marker systems based on the relative quantification of loci
located on gonosomes and autosomes were developed. Using the Ratio A Ct parameter, the
relative amount of the template DNA at the Ldvssc1 locus, located on the X gonosome, was
determined in two copies in females and one copy in males. The two proposed marker
systems showed that the Ratio A Ct values in females are twice as high as in males. The
discriminant and canocinal analysis statistically confirmed the ability of both marker systems
to distinguish between females and males individuals. Non-parametric x* test confirmed that



the ration of female to male sex corresponded to a 1:1 ratio in a selected sample of the
population.

The solution of the diploma thesis was supported by projects GA FAPPZ Study of
genetics conditions using molecular genetic, bioinformatics and statistical methods (SV20-9-
21360), Molecular analysis of nucleic acids of plants and animals and the possibility of its
evaluation using methods of bioinformatics and biostatistics (SV19-07-21360) and project
NAZV MZe Innovation of integrated protection of potatoes against potato beetle based on
new knowledge of genetic and biological characteristics (QK1910270).

Keywords: Colorado potato beetle, Leptinotarsa decemlineata, gene mtCOlIl, founder effect,

population
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1 Uvod

Mandelinka bramborova (Leptinotarsa decemlineata Say, 1824) je celosvétové
nejvyznamnéjSim hospodarskym sklidcem brambor (Solanum tuberosum L.). Larvy i dospélci
mandelinky se Zivi poZerem listl, pfi jejich pfemnoZeni dochdzi ke vzniku holoZir( a vynos
rostlin se sniZuje o desitky procent.

Na Uzemi Evropy a dnedni Ceské republiky se mandelinka dostala z amerického
kontinentu ve druhé poloviné minulého stoleti. S ohledem na publikované sekvence
mitochondridlni DNA lze predpokladat, Ze mandelinka pronikla na evropsky kontinent ze
Severni Ameriky diky jediné Uspésné invazi. Analyzou mitochondrialni DNA mandelinky bylo
totiz zjisténo, Ze se v ramci Evropy vyskytuje jediny haplotyp. Takovato vyrazna ztrata
genetické variability je spojovana s terminem efekt zakladatele, ktery popisuje situaci, kdy je
nova oblast kolonizovana malou skupinou jedincl plvodem z velké materské populace. Lze
proto predpokladat, Ze na evropsky kontinent bylo importovano minimalni mnozstvi jedinc,
ktefi maji stejny typ mitochondridlni DNA, jsou tudiz z hlediska mitochondridlni DNA identicti
nebo blizce pfibuzni. Pfestoze je nizka geneticka variabilita obecné povazovana za nevyhodu,
mandelince se podafilo na Uzemi Evropy trvale usadit a pokracuje v expanzi do Asie a na
dalsi kontinenty. Lze ji proto oznacit jako jeden z nejinvazivnéjSich druhd, coz Ize zd(vodnit
i obdobnymi klimatickymi podminkami v Evropé a Asii. Kinvazivnosti mandelinky pfispél
i Clovék masovym péstovanim brambor.

Evropskd populace se rozriznila v jinych oblastech DNA, zejména co se tyce
polymorfism( zodpovédnych za rezistence k rliznym typdm insekticidd. Pravé casty vyskyt
rezistentnich jedincl komplikuje ochranu lilkovitych rostlin pfed mandelinkou. DalSimi
komplikacemi jsou extrémni plodnost mandelinky a skuteénost, Ze mandelinka v podstaté
nema3 prirozené se vyskytujici predatory.
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace je potvrdit nebo vyvratit nasledujici védecké hypotézy:

J V ramci Celedi mandelinkoviti (Chrysomelidae) existuji homologni oblasti genu
mtCOIl, které umoznuji navrhnuti specifickych PCR primerl vhodnych pro
amplifikaci tohoto genu u mandelinky bramborové.

. Evropské populace mandelinky bramborové jsou odvozeny od malého mnoZstvi
jedincl introdukovanych z Ameriky, a proto Ize ocekavat maly polymorfismus
genu mtCOll.

. U mandelinky bramborové existuji rozdily v poctu gonozom@ u samicky (XX) a
samecka (X0O), a proto Ize navrhnout specificky markerovaci systém na principu
gRT-PCR umoznujici rozliSeni pohlavi.

Z uvedenych hypotéz vyplyvaji nasledujici konkrétni cile prace:

. Vybrat modelové populace mandelinky bramborové v Ceské republice (adultni
jedinci a larvy L4).

J Ptipravit kolekci izolované DNA z adultnich jedinct a larev L4 mandelinky
bramborové pochézejicich z riiznych oblasti Ceské republiky.

. Navrhnout druhové specifické primerové pary pro amplifikaci dostatecné
velkych fragmentl genu mitochondridlni DNA obsahujici mimo jiné sekvenci
geni mtCOl amtCOIl s vyuZitim doposud publikovanych sekvenci
v mezinarodnich nukleotidovych databazich.

. Provést amplikonovou sekvenaci vybrané oblasti mitochondrialni DNA a ziskané
molekuldrni data vyhodnotit pomoci fylogenetické analyzy

J Navrhnout markerovaci systém na principu qRT-PCR pro identifikaci pohlavi
larev L4.
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3 Literarni reSerse

3.1 Evoluce populaci

Populace je soubor jedincl téhoz druhu nachazejicich se v jednom urcitém misté
v daném case. Evolu¢ni zmény v populacich jsou pozorovany jako zmény v relativnich
Cetnostech jednotlivych alel nebo genotypl. Zdrojem genetické variability jsou mutace
a rekombinace. Mutacemi vznikaji nové alely, rekombinaci vznikaji nové kombinace alel.
Zmény zpUsobené mutacemi a rekombinacemi mohou byt pro svého nositele nevyhodné,
neutrdini nebo vyhodné. Mutace vznikaji nahodné a jejich frekvence je velmi nizka.
Frekvence jednotlivych alel je ovlivnéna celou fadou procesu (Flegr 2007).

V této kapitole budou popsany efekt hrdla ldhve a efekt zakladatele, které jsou
vodborné literature uvadény ve spojitosti s evropskymi populacemi mandelinky
bramborové.

3.1.1 Efekt hrdla lahve, efekt zakladatele

Efekt hrdla |ahve (bottle-neck effect) nastdva pfi prudkém poklesu poctu jedincu
v populaci. Pfi takovém zuZeni populace musi nutné dojit k poklesu genetické diverzity
a tim i heterozygotnosti, protoze nékteré alely vymizely spolecné se svymi nositeli v pribéhu
snizeni pocetnosti populace a do dalSich generaci se tak predavaji jen nékteré alely (Nei et al.
1975). Uc¢inek efektu hrdla ldhve je tim vyraznéjsi, ¢im vétsi bude redukce poctu jdincl
a ¢im déle bude tento stav trvat. Efekt hrdla |dhve ma vyrazny vliv zejména na
mitochondridlni genom, ktery je dédén pouze po materské linii.

Efektu hrdla je podobny efekt zakladatele (founder effect). Efekt zakladatele se ale
uplatiiuje jen pfi kolonizaci nového Uzemi malou skupinou jedincd plvodem
z velké materské populace (Grapputo et al. 2005). Zakladatelskd populace tvofi nahodny
a omezeny vzorek puvodniho genofondu, ¢imZ dochazi ke zméné alelovych frekvenci a ke
snizeni variability. V extrémnim pfipadé mlze byt zakladatelskd skupinka tvofena jedinou
matkou a jejimi potomky (Nei et al. 1975). U&inky efektu zakladatele a efektu hrdla lahve se
Casto vzajemné kombinuji, a proto je od sebe nékdy lze jen tézko odlisit (Flegr 2007;
Macholdn 2014).

3.2 Biologicka invaze a invazivni druhy

Biologicka invaze je definovana jako proces, pfi kterém neplvodni druh obsadil nové
uzemi (Richardson et al. 2000). Invazivni druhy jsou ty, které pronikaji do novych biotopu,
kde mohou vytlacit plivodni faunu a fléru a poskodit Zivotni prostfedi (Sakai et al. 2001).

Proces invaze se obecné déli na tfi faze. Prvni je introdukce do nové oblasti, nasleduje
usazeni se v dané oblasti a posledni je rozsifeni do pfrilehlych oblasti. Faze introdukce
zahrnuje presun jedincl z jejich prirozeného prostredi do nového, coz ¢asto obnasi presun
na velké vzdalenosti, nezfidka i napfi¢ kontinenty. Mezi fazemi introdukce a usazeni dochazi
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k jisté ¢asové prodlevé (anglicka literatura pouziva termin ,lag time“), ktera trva tak dlouho,
dokud se druh neadaptuje na nové podminky a nevyrovna se s pfipadnou inbredni depresi.
Pro ,lag time” je ddle typické, Ze se populace z plivodniho nizkého poctu rozrlistd amérné
tomu, jak rychle se adaptuje na nové podminky. Béhem posledni faze invaze se populace
zaCina Sifit do okolnich oblasti a u SkGdcl je hustota populace jiz tak vysoka, Ze zaclinaji
zpUsobovat Skody (Sakai et al. 2001).

V cesté Uspésné invazi stoji rlzné prekazky. Globalizace sice smazala ty geografické,
nicméné dalsi zUOstavaji. Boman (2008) wuvadi nasledujici: ekologické (abiotické
i biotické) a evolucni (genetické). Oboje ovliviiuje schopnost druh(l preZit a rozmnozit se
v novém prostiedi. Ekologické faktory si dovolim jen vyjmenovat podle toho, jak je uvadi
biotickych pak uvadi kompetici, predatorstvi a pomér mezi parazity a jejich hostiteli. Jako
nejdllezitéjsi geneticky faktor uvadi Boman (2008) genetickou diverzitu, kterd bude ddle
rozebrana.

Velikost invazivni populace je ¢asto mald. Proto u nich byva predpokladem, Ze si druh
béhem invaze prosel efektem zakladatele a/nebo efektem hrdla lahve. Nasledkem muze byt
ztrata genetické diverzity, z populace obvykle vymizi zejména vzacné alely (Dlugosch &
Parker 2008). Nicméné to nutné nemusi vést k horsi schopnosti adaptace. Naopak, Dlugosh
a Parker (2008) uvadéji jako pfriklad, kdy se navzdory snizené genetické diverzité novy
botanicky druh adaptoval a byl ve své invazi Uspésny, Hypericum canariense.

Dalsi autofi (Sakai et al. 2001; Bomann 2008) ale zdUrazfuji nezbytnost genetické
variability pro adaptaci invazivniho druhu na nové prostfedi a odkazuji se na opakovanou
introdukci, ktera se casto vyskytuje u UspéSnych invazivnich druhd. Pravé opakovana
(mGZzeme se setkat i sterminem nékolikandasobnd) introdukce ma totiz druhu v ramci
populace zajistit zvySeni genetické variability.

Genetickd diverzita je dllezitd pro udrZeni Zivotaschopnosti a evoluéniho i
adaptacniho potencialu populaci a druhl (Holderegger et al. 2006; Allendorf & Lundquist
2003). Zalezi ovsem na tom, kterych geneticky podminénych znakl se diverzita tyka. Pokud
jde totiz o znaky dllezité pro adaptaci, mlZe jeji ztrata zpUsobit zpomaleni selekce. Pokud
bychom méli shrnout vliv snizené genetické diverzity na Uspésnost invaze, je nezbytné
rozlisit, které znaky postihne. Holderegger et al. (2006) upozoriuji na nutnost rozliSovat
genetickou diverzitu adaptacni a neutrdlni. Uvadéji, Ze neutralni genetickd diverzita se tyka
variant gen(, které nemaji primy vliv na fitness. Nema tedy vypovédni hodnotu, co se
adaptacniho ¢i evoluéniho potencidlu populaci a druh( tyée. Naopak adaptacni geneticka
diverzita neboli geneticka diverzita zplUsobend pfirozenym vybérem, odkazuje na geny
s pfimym vlivem na fitness. ZjednoduSené se da adaptacni geneticka diverzita popsat jako
pfirozena selekce vyhodnéjsiho genotypu.

Mandelinka bramborova nicméné dokazala Uspésné proniknout do Evropy a usadit se
v ni jedinou invazi, cozZ je potvrzeno analyzou mitochondrialni i genomické DNA. Dokonce se
navzdory nizké genetické variabilité rozsifila po celém evropském kontinentu (Grapputo et
al. 2005), coz Alendorf a Lundquist (2003) oznacuiji jako tzv. geneticky paradox.
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3.3 Mandelinka bramborova

Mandelinka bramborova (dale jen mandelinka), Leptinotarsa decemlineata, nélezi do
Celedi Chrysomelidae. Zastupci této Celedi se Zivi rostlinami béhem larvalniho i dospélého
stadia. Mandelinka predstavuje nejzndméjsiho zastupce této celedi. Dospéli brouci maji
ovalny tvar téla, které je 10 mm dlouhé a 7 mm Siroké. Zakladni zbarveni je svétle Zluté. Na
kazdé krovce je pét tmavych pruhl tdhnoucich se pres celou jeji délku. Na hlavé a Stitu
mandelinky se vyskytuji tmavé skvrny (Alyokhin et al. 2013). Pravé podle deseti tmavych
pruhtd byla mandelinka pojmenovana (latinsky decem linea), jak uvadi Zahradnik (2008).
Mandelinka patfi do tridy hmyz (Insecta), fddu brouci (Coleoptera) a celedi
mandelinkoviti (Chrysomelidae) (Kazda et al. 2001).

3.3.1 Pivod a rozSireni

Mandelinka je pdvodem z Mexika. Divoké populace zde parazituji primarné na rostliné
Solanum rostratum, ktera je proto pokladana za plvodniho hostitele. Je moziné, Ze brouci
stejné jako jejich hostitelska rostlina byli na Uzemi Severni Ameriky zavleceni Spanélskymi
osadniky, ktefi na Uzemi dnesSnich Spojenych stat americkych pfisli ze Stfedni Ameriky
a ddle pravé pres Mexiko. Mandelinka byla poprvé nalezena v roce 1811 na Uzemi Spojenych
statl americkych Thomasem Nuttallem. Poprvé byla popsana roku 1824 Thomasem Sayem,
ktery brouky sbiral na hranicich statd lowa a Nebraska. Nejprve byla mandelinka
taxonomicky zarazena do rodu Chrysomela, pozdéji byla prfesunuta do rodu Doryphora.
Aktualné je jiz od roku 1865 trvale zarazena do tehdy nové pojmenovaného rodu
Leptinotarsa (Alyokhin et al. 2013).

V roce 1860 byly zaznamenany Skody zplsobené timto broukem ve staté Nebraska.
Roku 1874 dosahla mandelinka pobfezi Atlantského ocednu (Zahradnik 2008). Prvni
evropska populace mandelinky byla objevena v Anglii roku 1875, odkud se nasledné
mandelinka rozsitila pres Némecko (rok 1877) i do kontinentdlni Evropy. Mimo jiné byl jeji
vyskyt zaznamenan i v Polsku. Nicméné veskeré evropské populace mandelinky byly zahy
vymyceny (Alyokhin et al. 2013). Diky karanténnim opatfenim byla Evropa prosta mandelinky
az do roku 1922, kdy doslo k rychlému rozmnoZeni mandelinky ve Francii. Nasledné se
mandelinka rozsitila prakticky po celé Evropé, cemuz pomohly i presuny vojenskych nakladu
béhem druhé svétové valky (Alyokhin 2009; Boman 2008). V roce 1949 doslo k opétovnému
vyhubeni mandelinky, oviem o devét let pozdéji, vroce 1958, umozZnilo teplé pocasi
a pfiznivé vanouci vétry invazi, kdy dosSlo ke kone¢nému usazeni a pokracujici expanzi
mandelinky po Evropé (Alyokhin et al. 2013).

V soucasnosti mandelinka pusobi skody na bramborach po celé Evropé, ve Spojenych
statech americkych i Asii. Potencidlné by se mandelinka mohla rozsifit do mirného pasma
Vychodni Asie, Indonéského subkontinentu, Jizni Ameriky, Afriky, na Novy Zéland i do
Australie (Weber 2003), respektive Radcliffe a Lagnaoui (2007) uvadéji, Ze se jiz rozsifila i na
Uzemi Irdnu, Stfedni Asie, vychodni Ciny i na Sibif a do asijské ¢asti Ruska.
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V Ceské republice doslo k masovému rozsifeni mandelinky po druhé svétové valce.
Mandelinka na nasem uUzemi nejvice Skodi v teplych oblastech, a to predevSim na jizni
a jihovychodni Moravé a v Polabi, kde m{ze, vzhledem k ptiznivym klimatickym podminkam,
vytvofit dvé generace (Rasocha et al. 2009). V soucasné dobé se mandelinka objevuje
i v lesich, kde se brambor nikdy nepéstoval, jako napfiklad ve Vysokych Tatrach ¢i KrkonoSich
(Zahradnik 2008).

PfestoZe je mandelinka, zejména za pfiznivych podminek, schopna letu na delSi
vzddlenosti (Boiteau et al. 2003; Boman 2008), jeji rychlé rozsiteni je primarné nasledkem
lidské Cinnosti — preprava brambor na velké vzddlenosti a doprava v oblastech, kde se
brambory péstuji (Alyokhin et al. 2013).

3.3.2 Variabilita mitochondrialni DNA

Pro hodnoceni genetické variability mitochondridlni DNA se u mandelinky bramborové
porovndva vyskyt tzv. haplotyp(. Haplotyp je skupina alel na jednom chrozomu, které jsou
potomky dédény pohromadé, coz znamena, Ze mezi nimi nedochazi k rekombinacim. Jedinci
sdilejici stejny (identicky) haplotyp museji tedy mit spolecného predka, od kterého haplotyp
zdédili. Haplotypy jsou studovany pomoci sekvencnich analyz, které stanovuji poradi
jednotlivych dusikatych bazi ve studovaném Useku genomu.

Grapputo et al. (2005) porovnavali haplotyp mitochondridalni DNA (dale mlze byt
uvedeno jen jako mtDNA) tfindcti evropskych populaci mandelinky s haplotypy dvaceti
pGvodnich populaci mandelinky bramborové v Severni Americe a zjistili, Ze evropské
populace maji shodny haplotyp pouze s jednou populaci mandelinek ze Severni Ameriky, coz
podporuje teorii o rozSifeni mandelinky na evropsky kontinent diky jediné Uspésné invazi.
Pro svou analyzu si vybrali oblast mitochondrialniho genu mtCOIl, ktery je u mandelinky
bramborové nejcastéji pouzivanym mitochondridlnim genetickym markerem a to ztoho
dlivodu, Ze mitochondrialni DNA neobsahuje introny, ma omezenou ¢etnost rekombinaci a je
maternalné a haploidné dédi¢nd, kdy maternalni dédicnost umoziuje vystopovat pfimou
genetickou linii mezi populacemi.

Céast mitochondridlniho genomu o velikosti 577 bp obsahujici sekvenci genu mtCOIl
osekvenovand Grapputem et al. (2005) je zvefejnéna v databdazi NCBI pod cislem AJ884950.1.
Grapputo et al. (2005) ji ve svych vysledcich oznacili jako haplotyp 1 (H1), ktery je spolecny
vsem jimi testovanym jedincim pochazejicich z evropskych populaci mandelinky
bramborové. Stejny haplotyp identifikovali i u vSech deseti testovanych populaci ve staté
Idaho.

Na Grapputa et al. (2005) navazali Crossley et al. (2019), ktefi osekvenovali 544 bp
veliky Usek mitochondridalni DNA taktéZz obsahujici sekvenci genu mtCOIll u americkych
populaci mandelinky bramborové zverejnénou v databdzi NCBI pod cislem MK605457.1.,
i oni tento haplotyp oznacili jako H1. BohuZel neni zjimi publikovaného geografického
popisu mozné se stoprocentni presnosti urcit, ze kterého amerického statu populace s timto
haplotypem pochazi.
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Obdobné vysledky byly publikovany i dalSimi autory (Boman 2008; Przybylska et al.
2014). Boman (2008) stejné jako Grapputo et al. (2005) a Crossley et al. (2019) porovnavala
evropské a severoamerické populace, zatimco Przybylska et al. (2014) se zaméfili pouze na
polské populace mandelinky bramborové.

Naopak vjaderném genomu je pomoci molekuldrné genetickych metod AFLP
(polymorfismus délky amplifikovanych fragmentl) a RFLP (polymorfismus délky restrikénich
fragment() identifikovano velké mnozstvi SNP (jednonukleotidovych polymorfismu), které
jsou intenzivné sledovany kvlli spojitosti s rezistenci kinsekticiddm (Clark et al. 2001;
Hawthorne 2001; Kim et al. 2005; Clements et al. 2016; Crossley et al. 2017).

3.3.3 Biologie

Brouci i larvy zZiji na lilkovitych rostlindch, nejcastéji ale na bramboru (Allendorf &
Lundquist 2003; Boman 2008; Zahradnik 2008). Jejich vyskyt byl zaznamendn i na ruliku
zlomocném, lilku potméchuti, rajéeti a tabdku. Ne vSechny lilkovité rostliny jsou ale vhodné
pro vyvin larev. Napfriklad na blinu se vyskytuji jen brouci, nebot jeho listy jsou pro larvy
jedovaté (Zahradnik 2008). Brouci parazituji i na dalSich zastupcich celedi lilkovitych, jako je
paprika, durman, kustovnice, mochyné Zidovska tfesen aj. (Rod et al. 2005).

Optimalni podminky pro mnozeni druhu jsou pfi suchém a teplém pocasi (Rod et al.
2005). Mandelinka je polygamni druh, kopuluje s rdznymi partnery, nicméné 5-20 % vsech
kopulaci nevede k pfenosu spermatu. Prezimujici samicky mohou kldst vajicka oplodnéna
spermiemi z podzimniho pareni pfed prezimovanim, tzn. z pfedchoziho roku. Pocet potomku
je ale v tomto pripadé nizsi, nez kdyz se samicka pari na jare (Alyokhin 2009). Samicky kladou
vajicka ve skupinach na spodni stranu listd brambor. Skupina je primérné tvofena 30-35
vajicky. Primérna plodnost samicek je 500 vajicek. Za optimadlnich teplotnich podminek se
zhruba za 10 dni z vajicek lihnou larvy (Rasocha et al. 2008). Samicka klade vajicka po dobu
nékolika tydnU, kdy se presunuje ze starSich rostlin na mladsi. BEhem obdobi kladeni vajicek
se samicka intenzivné Zivi listy rostlin (Boiteau 1992).

Larva mandelinky prochazi ¢tyfmi vyvojovymi stadii (tfikrat se sviékd) a zakukleni
probihd v zemi (Zahradnik 2008). Dospély brouk se objevuje jeden az dva tydny po zakukleni
posledniho ¢tvrtého larvalniho stddia (Boiteau 1992). Cely vyvoj od vajicka po dospélce dalsi
generace trva 40-60 dni (Sefrova 2006), nejrychleji probiha pfi teploté 25-32 °C (Alyokhin
2009).

Dospélec mandelinky prezimuje v diapauze v ptudé v hloubce az 50 cm. Diapauza je
geneticky podminéna a impulsem k jejimu zahajeni je zkracujici se svételna ¢ast dne. Toto
obdobi klidové faze trva pfiblizné tfi mésice. Diapauza je ukonéena teplotami nad 10 °C
(Alyokhin 2009), obvykle ve druhé poloviné kvétna (Rasocha et al. 2009). Po vyhrabani
z pldy brouk aktivné vyhledava hostitelské rostliny z ¢eledi lilkovitych (Boiteau 1992). Podle
razu krajiny a klimatickych podminek vytvofi mandelinka v prabéhu roku jednu nebo dvé
generace (Zahradnik 2008). Brouci druhé generace se obvykle lihnou v ¢ervnu (Rod et al.
2005).
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Mandelinky jsou schopny jak chlize, tak i letu. ProtoZze mandelinky dokdZzou doletét az
na vzdalenost nékolika kilometr(, je pro né let dalezitéjsi nez chlize. Mandelinka ma tfi
odlisné typy letu. Prvni znich je kratky, tzv. mistni (,short-range”), ktery vyuZiva jen
v hostitelském prostfedi. Dalsi druh letu je dlouhy, tzv. stéhovavy (,long-range”), pouzivany
pro kolonizaci novych oblasti, ktery probihd po vétru. Tfetim typem letu je tzv. diapauza,
ktera zacind spiralovitym vystupem z plodiny s naslednou orientaci na vysokou vegetaci. Po
Case se mandelinka snese na zem, kde se zahrabe do pudy (Alyokhin 2009).

3.3.3.1 Morfologické rozdily mezi sameckem a samickou

Télo mandelinky bramborové je ¢lenéno na hlavu, hrud a zadedek. A pravé drobné
anatomické rozdily v utvareni zadecku umoZniuji makroskopické odliseni samecka od
samicky, jak popisuji Khidhir a Mustafa (2018).

Zadelek ma ovalny tvar a u samicky je vetsSi nez u samecka. Dalsi rozdil je v pigmentaci
ventrdlni plochy zadecku. U obojiho pohlavi jsou na sternitech zadecku cerné ovalné skvrny,
které z obou stran lemuji osu zadecku. Dalsi cerné skvrny jsou rozmistény po jedné na
lateralnim okraji kazdého sternitu. U samicky jsou v porovnani se sameckem tyto skvrny
vyrazné mensi. Dalsi rozdil je patrny v utvareni posledniho sternitu, ktery je u samecka
zakoncen ploSe, zatimco u samicky je ovalny (Obrazky 1 a 2).

Obrazek 1 Zadecek samecek - ventralni pohled

(Oba obrazky zdroj: Khidhir & Mustafa 2019)
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3.3.4 Mandelinka bramborova jako vyznamny sktidce

Mandelinka je nejvyznamnéjsi skidce brambor. Larvy i brouci Skodi zejména Zirem
V priibéhu larvalniho vyvoje je jedind mandelinka schopnd zkonzumovat pfiblizné 40 cm?
listd bramboru, a jako imago téméF 10 cm? listd denné. Jakmile mandelinka spotiebuje
vSechny listy bramboru, Zivi se dale jeho stonky a hlizami (vy¢nivajicimi nad zem i témi tésné
pod povrchem puldy), prestoze listy jsou pro ni nejvhodnéjsim zdrojem potravy (Alyokhin
2009; Cingel et al. 2016; Dolezal & Hausvater 2018). Pti silném premnozeni mandelinka
zpUsobuje holoZiry a tim vyrazné sniZuje vynos brambor, pfi silném napadeni dokonce aZ
0 30-50 % (Allendorf & Lundquist 2003; Rod et al. 2005; Cingel et al. 2016). Brambory jsou
pfed mandelinkou nejzranitelnéjsi v obdobi brzy po vzejiti, kdy se jesté netvofi hlizy. Pokud
nejsou vtomto obdobi brambory pfed mandelinkou chranény, lze ocekdvat Uplné zniceni
naté a tim i celé produkce brambor (Dolezal & Hausvater 2018).

Mandelinka je UspéSnym invazivnim druhem a Skiidcem hned z nékolika dlvodu. Za
prvé je to dano tim, Ze samicky jsou velmi plodné a béhem vegetacni doby mohou naklast az
1300 vajicek. Za druhé maji nepfijemnou chut a jsou aposematicky zbarvené (vystrainé
zbarveni, ¢asto kombinace Zluté/ZlutooranZové a Cerné, které ostatni ZivocCichy varuje, Ze se
jedna o jedovatého ¢i jinak nebezpecného jedince). Oboje vede k tomu, Ze mad mandelinka
jen velmi mdlo pfirozenych predatorl. Navic Zivocichové parazitujici na jejich vajickach
nebyli schopni mandelinku ndsledovat béhem jejich presuni na dalsi kontinenty. A za tfeti si
mandelinka velmi rychle vytvofila rezistenci viici zna¢nému mnozstvi insekticid(l (Hare 1999;
Lyytinen et al. 2008).

3.3.4.1 Ochrana proti mandelince

Mandelinka patfi ke Skddcim s nejvyssi pravdépodobnosti selekce rezistentnich
populaci k insekticidim. Davodem je jeji schopnost adaptace na obranné latky rostlin, které
bud dokdaZe zbavit toxicity, nebo je umi tolerovat. V ochrané proti mandelince byly testovany
stovky chemickych pfripravkd, pficemZz postupné vznikaly populace rezistentni k DDT,
organofosfatiim, pyrethroidiim, neonikotinoidim a dalSim. Rezistence mandelinky
pravdépodobné zlstane i naddle hlavni komplikaci v ochrané proti ni (Hausvater & Dolezal
2014).

3.4 Metody molekularni biologie

3.4.1 Ilzolace nukleovych kyselin

Izolace nukleovych kyselin je prvnim krokem vétSiny molekuldrnich metod. Jejim
principem je oddélit nukleovou kyselinu od zbylého biologického materidlu za pouZiti
chemickych a fyzikdlnich metod. Cilem je ziskat dostate¢né mnozstvi nukleovych kyselin v co

vvvvv

18



Izolace nukleovych kyselin vidy zahrnuje tyto tfi zakladni kroky — rozruseni bunék
a tkani, odstranéni kontaminujicich latek a konecné extrakci samotné nukleové kyseliny.

K rozruSeni celistvosti bunék a uvolnéni jejich obsahu je nutné vyvolat lyzu pomoci
lyzacnich roztokd. Lyzaéni roztok obsahuje detergenty, které zp(sobi sniZzeni osmolarity a
popraskdni bunék. U bakterii a rostlinnych bunék je dulezZité nejprve rozrusit bunécnou
sténu, ¢ehoz se docili pfidanim lysozymu, CTAB nebo celulazy. Lyzu zivocisnych bunék, které
postradaji bunécnou sténu, vyvola jiz slabé detergencni Cinidlo. Z takto rozruSenych bunék
vznika v lyza¢nim roztoku smés nukleovych kyselin a degradacnich produktd buriky, typicky
se jednd o proteiny, lipidy, sacharidy, uhlovodiky nebo nizkomolekularni latky.

K odstranéni kontaminujicich latek ze smési se vyuZiva proteaza (nejcastéji Proteinaza
K), kterd natrdvi pfitomné proteiny, RNaza pro odstranéni RNA a chelatacni ¢inidlo (pouZziva
se EDTA), které vyvazuje dvojmocné kationty, ¢imz deaktivuje DNazy, které by degradovaly
DNA (Smarda et al. 2010)

3.4.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)

PCR neboli polymerdzova retézovd reakce je metoda, ktera umoznuje amplifikaci
(zmnoZeni) specifického useku DNA in vitro. Vyhodou je, Ze PCR funguje i u vzorki DNA
o velmi nizké koncentraci.

Principem reakce je cyklicky se opakujici enzymaticka syntéza kopii templatové DNA,
béhem které se opakuiji tfi teplotné fizené faze: denaturace, annealing a elongace (Bartlett &
Stirling 2003; Smarda et al. 2010).

PoZadovany Uusek nukleotidové sekvence je vymezen navazanim dvou vhodné
vybranych oligonukleotidovych primerd, které specificky hybridizuji s komplementarnimi
sekvencemi na obou koncich studované templatové DNA a slouzi jako zaklad pro syntézu
novych vlaken.

Po navazani primerd zacind syntéza podle jednovldknovych templatd, probiha
obousmérné od obou primerll ve sméru 5 3°. Syntéza je katalyzovdna enzymem
termostabilni DNA polymerazou na principu komplementarity bazi. Jako termostabilni DNA
polymeraza se nejCastéji pouziva Tag DNA polymerdza, kterd byla izolovana z bakterie
Thermus aquaticus. Tato bakterie prezivd v horkych pramenech, takze jsou jeji enzymy
pfizplisobené vysokym teplotdm a nepodléhaji denaturaci, tzn. i jeji DNA polymerdza je
termostabilni. Jeji teplotni optimum je pfiblizné 70 °C, ale prestoze pfi PCR dochazi k
cyklickému zahfivani reakéni smési na teplotu az 94 °C, nedojde k denaturaci Tag DNA
polymerdzy. Enzym pracuje tak dlouho, dokud je ve zkumavce, kde PCR probiha, optimalni
teplota pro jeho aktivitu (Chien et al. 1976).

Reakéni smés pro PCR obsahuje néasledujici komponenty:

o analyzovana (templatovd) DNA

o dva primery

o dNTP (deoxyribonukleotid trifosfaty)
o termostabilni DNA polymerazu

. Mg?* a ostatni slozky pufru
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Cela reakce probiha v pfistroji termocykleru, ve kterém se automaticky méni teplota
v pfedem naprogramovanych ¢asovych intervalech. V zavislosti na teploté reakéni smési tak
dochazi ke stfidani jednotlivych fazi cyklu:

1. Denaturace DNA, rozruseni vodikovych muUstk( mezi komplementarnimi bazemi
vldken DNA a DNA se méni z dvouvldknové na jednovldknovou, 94-98 °C po dobu
30s.

2. Annealing primerd k jednovldknovym templatidm pfi 30 — 65 °C po dobu 30-

60,¢imZ dojde k hybridizaci primer( s templatem (vytvoreni vodikovych mustku
mezi komplementdrnimi Useky). Teplota annealingu je velmi specificka, aby
primer nasedl pouze na ten Usek templatové DNA, ke kterému je komplementarni
v celé své délce.

3. Polymeracni faze (prodluzovani, elongace) probiha pfi teploté 65 — 72 °C po dobu
45-90 s (podle délky templatové DNA). DNA polymeraza syntetizuje nové rfetézce
DNA podle DNA templétu (Chien et al. 1976; Hruban & Majzlik 2002; Smarda et al.
2010; Domingues 2017).

Tyto tfi kroky se neustdle opakuji. Polet opakovani je limitovan aktivitou DNA
polymerdzy, obvykle se cyklus opakuje 35 krat. S kazdym cyklem PCR se pocet molekul DNA
zdvojnasobuje, coZ se popisuje jako exponencidlni rast. V dalSich cyklech primery
a ndasledné i DNA polymerdza nasedaji na plvodni (templatové) vidkno DNA i na vldkna nové
nasyntetizovand v predchozich cyklech (Hruban & Majzlik 2002; Smarda et al. 2010;
Domingues 2017).

3.4.3 Real Time PCR

Metoda real time PCR je jednou z modifikaci klasické PCR, kterd umoziiuje kontinualné
monitorovat prirGstky DNA béhem kazdého cyklu. Princip reakce je opét zaloZen na tfech
cyklicky se opakujicich krocich denaturace, annealingu a elongace. | sloZzeni reakéni smési je
stejné jako u klasické PCR s tou vyjimkou, Ze jsou navic pridany fluorescenéni latky. Reakce
také bézi ve speciadlnim cykleru, ktery kromé cyklického stfidani teplot detekuje fluorescenci
a zaznamenava prirtstky DNA béhem kazdého cyklu. Detekce mnozstvi DNA je podminéna
pritomnosti fluorescencénich latek, které po navazani na pfitomnou DNA fluorescenci
vyzaruji. Emitovana fluorescence je detektorem monitorovana v kazdém cyklu PCR a odrazi
mnozstvi pfitomné DNA (je pfimo Uumérna koncentraci produktu pritomného v reakéni
smési). Vysledkem PCR v redlném case je tedy graf, kde je namérena fluorescence vynesena
proti pislusnému cyklu, ¢imz vznika tzv. amplifikaéni kiivka (Smarda et al. 2010; Domingues
2017).

Pro zjednoduseni zde uvadim jen zakladni rozdéleni fluorescencnich latek pfevzaté od
Navarro et al. (2015), ktefi je déli do dvou skupin podle pouZitého fluorescenéniho agens
a specifity detekce PCR produkt(:

1. Interkaldrni barviva véazajici se na DNA (napf. SYBRGreen 1), které se vazou
mezi vlakna dvousroubovice DNA, tzn. mezi vladkno templatové DNA a nové
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syntetizované k ni komplementarni vlakno. Dokud nedojde k zabudovani
interkaldrniho barviva do dvousroubovice DNA, emituje jen velmi slabou
fluorescenci, ktera se po zabudovani zintenzivni a dale se zvysuje s rostouci
koncentraci produktu PCR reakce. Nevyhodou je, Ze neni mozné rozliSit
specifické a nespecifické produkty PCR, protoZe interkaldrni barviva se
mohou vazat do jakékoliv dvousroubovice (napf. dimery primer).

2. Oligonukleotidy znacené fluoroforem, které se vazou specificky na
templatovou DNA v Useku mezi forwardovym a reverzovym primerem. Diky
exonukledzové  aktivité DNA  polymerazy dojde pfi  syntéze
komplementarniho vldakna k odstépeni fluoroforu a emisi fluorescence. Na
rozdil od predchozi skupiny dochazi k detekci pouze specifickych produkt(
PCR.

Real-time PCR je zaloZena na konceptu Ct hodnoty (,treshold cycle” prekladd se jako
cyklus prahu), coz je cyklus, ve kterém intenzita fluorescence prekroci prah pozadi (treshold),
které se v reakci vyskytuje a je jiz zachycena detektorem. Cim vy33i je pocate¢ni koncentrace
templatové DNA v reakéni smési, tim drive se fluorescence produktu dostane nad hranici
oznaceni Cq.

Metodu real time PCR pouZivdame ke stanoveni miry exprese gen(. Jako referenéni
geny se pouZivaji tzv. housekeepingové geny, u kterych predpokladdme stejnou transkripci i
pocet jejich kopii u vSech testovanych vzorkl (Labguide 2014).

Pomoci parametru ACt lze porovnat dva vzorky za vyuZiti house keepingového
(referenc¢niho) genu. Hodnotu ACt Ize ziskat odectenim Ct house keepingového genu od Ct
sledovaného genu (Perkins et al. 2012).

K pfesnéjsimu vypoctu kvantifikace RT-PCR je zapotiebi hodnota eficience (E), kterd
je definovéna jako zlomek cilovych molekul, které jsou kopirovany v jednom cyklu PCR. To je
v idedlnim pFipadé 2", kdy n je pocet cykl(i reakce. Tohoto stavu ale vétdinou neni dosazeno
a ucinnost reakce byva nizsi. V pfipadé nepritomnosti interferujicich latek v matrici vzorku by
se méla cilovd DNA amplifikovat alespofi s 90% ucinnosti (Lalam 2006; Perkins et al. 2012;
Labguide 2014).

3.4.4 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza patfi v molekularni biologii mezi nejcastéji pouzivané separacni
techniky. Jeji princip spociva v separaci analyzovanych molekul/fragmentd nukleovych
kyselin nebo proteinl na zakladé rychlosti pohybu gelem, ve kterém je vytvoreno elektrické
pole. Rychlost pohybu je ovlivnéna velikosti, konformaci a ndbojem.

V pripadé nukleovych kyselin je pohyb gelem zpuUsoben jejich zapornym ndbojem,
HsPO. na 3" konci molekuly DNA ve vodném prostfedi disociuje, uvolfiuje H, vznikly fosfat
ma negativni ndboj a molekula DNA se diky tomu elektricky nabitym gelem pohybuje od

21



zaporné nabité elektrody (katody) k anodé, elektrodé s pozitivnim nabojem. Vzorky
nukleovych kyselin se na gel nanaseji do jamek vytvofenych hrebinkem.

Pro elektroforézu DNA se jako nosi¢ nej¢astéji pouZivd agardzovy nebo
polyakrylamidovy gel o rGizné hustoté. V gelu se tak vytvori sloZita sit polymernich molekul
s poéry, jimiz rGzné velké molekuly prostupuji s rozdilnou rychlosti. Rychlost pohybu
makromolekul se oznacuje elektroforeticka pohyblivost a je nepfimo umérna jejich velikosti.
Migrace v gelu je pfi elektroforéze kontrolovdna pomoci barviva pfitomného v nanasecim
pufru, se kterym je roztok DNA pred nanesenim na gel smichdn. Pro zjisténi velikosti
fragmentl DNA se do gelu pfidavaji i tzv. velikostni standardy, coZ jsou fragmenty DNA
o zndmém poctu bazi. Velikost analyzovaného fragmentu je ndsledné moiné odhadnout
pomoci kalibraéni kfivky na zakladé vzdalenosti, kterou v gelu urazil. Pro vizualizaci molekul
DNA po elektroforetické separaci se nejcastéji pouzivad znaceni ethidium bromidem, samotna
vizualizace probiha pod fluorescencni lampou (UV zafeni zviditelni znacené fragmenty). Dalsi
moznosti vizualizace je radioaktivni znaceni nebo hybridizace se znacenou sondou. Pro dalsi
manipulaci je mozné fragmenty DNA z gelu izolovat (Smarda et al. 2010; Domingues 2017).

3.4.5 Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA slouZi ke stanoveni primarni struktury, tedy sekvence nukleotidd
dané molekuly DNA. Tato znalost nam nasledné umozni odvodit aminokyselinovou sekvenci
kodovanych proteinl. Popisuji se dvé zakladni metody: Maxam-Gilbertova a Sangerova.

Maxam-Gilbertova metoda vyuZzivd chemického Stépeni jednotlivych typa bazi. Pracuje
se s jednovlaknovou molekulou DNA, kterd je na jednom ze svych koncU radioaktivné
oznacena. Reakce bézi ve ¢tyfech zkumavkach (mame Ctyfi typy bazi v DNA) a v kazdé z nich
je provadéno stépeni jen urcitého typu bazi, tzn. DNA je Stépeno jen v misté urcitych bazi,
¢imZ vznikd smés rizné dlouhych DNA fragmentu, které konci v misté urcité baze. Nasledné
se provede elektroforéza vSech 4 vzork( vedle sebe. Na zakladé vzdalenosti, kterou gelem
urazi, ur¢ime rozdily v délce fragment( a zaroven uréime, jak daleko od zacatku fragmentu
tato bdze byla. Odecétenim pozice jednotlivych bazi ve vSech ¢étyfech reakcich stanovime
sekvenci daného useku (Maxam & Gilbert 1977).

Sangerova metoda naopak vyuzivd proces replikace DNA (obdobné jako PCR). Na
jednoretézcovou DNA se navaie radioaktivné znaceny primer, ktery je komplementarni
k zac¢dtku sekvenovaného uUseku. Od navazani primeru zacne syntéza DNA. Smés obsahuje
deoxynukleotidy a dideoxynukleotidy, pficemzZz dideoxynukleotidy jsou zastoupeny jen ve
velmi malém mnoZstvi. Reakce opét bézi ve ¢tyrek zkumavkach, kazdd zkumavka obsahuje
jen jeden typ dideoxynukleotidu (tzn. bud ddATP, nebo ddCTP, nebo ddGTP, nebo ddTTP).
Dideoxynukleotidy se ndhodné zacleni do syntetizovaného fetézce misto pfislusného
deoxynukleotidu. ProtoZe dideoxynukleoidy nemaji na svém 3’ — konci hydroxylovou
skupinu, na niz by se mohl navazat dalsi nukleotid, dochazi zabudovanim dideoxynukleotidu
do vznikajiciho fetézce k zastaveni syntézy a retézec se jiz dale neprodluzuje. V reakéni smési
tak vznikaji rGzné dlouhé fragmenty DNA, které na svém konci nesou specificky znaceny
dideoxynukleotid. Vyhodnoceni opét probihd pomoci elektroforézy. Po separaci fragmenta
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se diky radioaktivnimu znadeni primerd odecte délka jednotlivych fragmentl. Pozice
jednotlivych fragment( odpovidaji pozicim jednotlivych nukleotidi v sekvenovaném vzorku
(Sanger & Coulson, 1975).

V soucasnosti se k sekvenovani pouZivaji zejména automatické sekvenatory, kde
syntéza DNA probihd pouze v jedné reakci. Vzniklé produkty jsou znac¢eny dideoxynukleotidy
s fluorescencnimi barvivy a urceni poradi jednotlivych nukleotidl probihda na kapilarni
elektroforéze pomoci laserového detektoru (Smarda et al. 2010).

3.5 DNA barcoding

DNA barcoding je rozvijejici se taxonomicka metoda, ktera vychazi z predpokladu, zZe
kazdy biologicky druh obsahuje v genomu kratkou sekvenci, ktera je pro néj naprosto
unikatni, takze by na jejim zdkladé mélo byt mozné od sebe vzajemné odlisit rizné druhy
(Hebert et al. 2003a; Roopnarine 2006). Takova sekvence by méla podléhat mutacim
dostatecné rychle na to, aby byla odlisnd od sekvence blizce pribuznych druht, zaroven ale
tak pomalu, aby zUstaly zachovany minimalni rozdily mezi jednotlivci v rdmci jednoho druhu
(Roopnarine 2006).

Nazev ,,DNA barcoding” vychdzi z analogie s ¢arovymi kédy na vyrobcich, podle kterych
se da zboZi naprosto presné identifikovat (Hebert et al. 2003a). Vybér vhodného bar kodu
v DNA neni vibec jednoduchy. Nékteré uUseky genomu totiz nepodléhaji vibec Zadnym
zméndm a jiné naopak mutuji az pfilis ¢asto, aby se daly pouzit (Hebert et al. 2003a).

Pro vybér bar kédu pro Zivocichy se zda byt idedlni mitochondridlni DNA, ktera
obsahuje celkem 13 gen( pro rdzné proteiny. Navic mitochondrialni DNA na rozdil od DNA
jaderné neobsahuje introny, ma omezenou ¢etnost rekombinaci a je haploidné dédi¢na
(Saccone et al. 1999). Hebert et al. (2003a,b) navrhli pouzit jako bar kéd jediny gen, s jehoz
sekvenci mitochondridlniho genu pro podjednotku 1 cytochrom c oxidazy (mtCOl) a nasledné
u néj prokazali, Ze vice nez 95 % Zivocisnych druhi ma vtomto genu odliSnou sekvenci.
Vyhodou tohoto genu je, Ze sekvence pouZita pro ,barcoding” je dostatecné kratka (648 bp),
takze mlze byt rychle sekvenovana, a zdroven je dostate¢né dlouhd, aby mohla byt pouzita
k identifikaci druhl (Hebert et al. 2003a). Vzorovy ,barcoding” je uveden na obrazku 3.

L] 263
2649 537
538 B57

Obrazek 3 Bar kdd mandelinky bramborové, ¢ast genu mtCOI

(Zdroj: “Public Data Portal - Specimen Record”)
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3.6 Mitochondrie a jejich genom

Mitochondrie jsou cytoplasmatické organely, které jsou ptitomné ve vétSiné
eukaryotickych bunék. Jejich Sitka je az 1um a délka az 10um, jejich tvar je sféricky az ovalny.
Proti cytoplazmé jsou ohranic¢eny dvojitou membrdnou — vnéjsi a vnitini. Vnéjsi je vybavena
receptory pro komunikaci s okolni cytoplasmou a vnitfni vybiha v ¢etné vybéiky, tzv. kristy.
RGzné bunky mohou obsahovat rlzny pocet mitochondrii, Fadové od desitek aZ po stovky
tisic. Po¢et mitochondrii souvisi s metabolickou aktivitou prislusnych tkani.

Mitochondrie jsou energetickym centrem bunky. Probihd v nich Krebstv cyklus
a oxidativni fosforylace, procesy transformujici energii, kterd je ndsledné ulozena ve formé
molekul ATP (Gibson 2005).

Z evolu¢niho hlediska jsou mitochondrie fazeny mezi tzv. semiautonomni organely.
Vyvinuly se pravdépodobné z bakterii, které pronikly do jinych bunék, a vytvofily si s nimi
endosymbioticky vztah (Gray 1999; Poole & Penny 2007). Podle endosymbiotické teorie byla
mitochondrie plivodné volné Zijici bakterie, kterd byla béhem evoluce pohlcena pavodni
eukaryotickou burnkou a stala se jejim endosymbiontem (Dyall & Johnson 2000; Ballard &
Rand 2005). O cizorodém puvodu mitochondrii vypovida dvojitd membrana i vlastni
geneticka informace, kterd je uloZzena ve formé DNA prokaryotického usporadani (kruhova
molekula DNA) (Holland & Parsons 1999).
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3.6.1 Mitochondrialni DNA

Mitochondridlni DNA (dale jen mtDNA) (Obrazek 4) je relativné mald cirkuldrni
dvousroubovice DNA o velikosti 13-26 kb, ktera je nositelem mimojaderné dédi¢nosti. Je
volné uloZena v matrix, blizko vnitfni mitochondridlni membrany.

Obé dvé vldkna dvousroubovice mtDNA se vzajemné lisi co do obsahu dusikatych bazi,
diky cemuz je rozliSovano vlakno tézké (bohatsi na puriny — adenin a guanin), zatimco vlakno
obsahujici vice pyrimidinovych bazi (cytosin a thymin) se oznacuje jako lehké. Oba fetézce
nesou pocatecni mista replikace oznacované jako ori H a ori L. MtDNA obsahuje celkem 37
genu, z nichz vétSina nese informace pro RNA molekuly. 28 z nich je kédovdno tézkym
vldknem a 9 lehkym. Tyto geny kéduji 2 ribozomalni RNA, 22 typ( transferovych RNA a 13
proteinU, které jsou nezbytné pro oxidativni fosforylaci — podjednotky respiracniho retézce a
ATPazového komplexu (Ballard & Rand 2005). Soucdsti mitochondrialniho genomu je i tzv.
DNA-smycka, ktera neobsahuje kédujici geny, pouze transkripéni faktory a replikacni pocatek
pro tézky retézec. Zajimava je tim, Ze ma dusledkem zvyseného vyskytu mutaci zvySenou
sekvenacni variabilitu, diky ¢emuZ je hojné vyuZivand v populacné genetickych studiich
(Pakendorf & Stoneking 2005).
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Obrazek 4 Molekula mitochondrialni DNA Paleosepharia posticata, zastupce fadu Coleoptera

(Upraveno podle Wang & Tang, 2017)
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Genetickda informace uloZena v jadre bunék je dédéna podle pravidel mendelistické
genetiky. Matka i otec se na vysledné varianté DNA uloZené v jadre bunky podileji kazdy
jednou sadou chromozom(l. U dédi¢nosti mtDNA to ale funguje jinak. Matka predava sv(j
mitochondridlni genom viem svym potomkim a do dalSich generaci ho predavaji jen jeji
dcery. Jedna se tedy o materndlni dedi¢nost (Hutchison et al. 1974; Giles et al. 1980). Je to
dano i tim, Ze vétSinu mitochondrii obsahuje na cytoplasmu bohaté vajicko. Spermie
obsahuji jen minimalni pocet mitochondrii, které jsou po splynuti pohlavnich bunék znic¢eny
samici pohlavni burikou — vajickem (Sutovsky et al. 1999).
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4 Metodika

4.1 Biologicky material — mandelinka bramborova

4.1.1 Puvod biologického materialu

V rdmci diplomové prace byly analyzovany dvé kategorie vzorkd. Prvni skupinou byli
dospéli samecci (15 jedincu), dospélé samicky (15 jedincl) a padesat L4 larev, ktefi byli
ziskani sbérem na Pokusném a demonstraénim pozemku CZU v Praze v srpnu 2019. Tito
jedinci byli pouziti pro optimalizaci vSech experimentd zamérenych na sekvenaci
mitochondridlniho genomu i pro molekuldrni metodu uréeni pohlavi a fylogenetickou
analyzu.

Druhou skupinou analyzovanych vzork( byli dospélci obou pohlavi, pochazejici
z rGznych lokalit Ceské a Slovenské republiky. Sbér téchto brouk( probihal ve spolupréci
s pracovniky VUB HB a Biologického centra AVCR v Ceskych Budéjovicich. Z kazdé z celkem
¢trndcti lokalit (tfinact lokalit v CR a jedna lokalita na Slovensku - Tabulka 1) bylo odebrano
sto brouk(, ktefi byli zamrazeni a v chladicich boxem prepraveni na katedru genetiky a
$lechténi CZU v Praze. Sbér prob&hnul béhem mésictl ¢ervna a ¢ervence roku 2019. Vybrani
jedinci jsou plivodem ze staré zimni (jarni) generace. Lokality byly vybrany tak, aby pokryly
co nejvétsi ¢ast Ceské republiky. Slovenskd lokalita (Stak&in) predstavuje vyraznéji
geograficky izolovanou populaci a byla zvolena kvali moznosti porovnani. Pro molekularni
analyzy byli z kazdé lokality vybrani nahodni dva jedinci, pro hodnoceni jejich variability byly
pouzity sekvenacni analyzy vybraného useku mitochondrialni DNA.

Tabulka 1 Seznam odbérovych lokalit vzork( mandelinky bramborové

Lokalita Okres Region Zemépisna Sirka Zemépisna délka
Bojanovice Klatovy Plzerisko 49.2952192N 13.6350417E
Bélcice Strakonice Plzerisko 49.5057981N 13.8681967E
Ceské Budé&jovice Ceské Budgjovice Jizni Cechy 48.9845344N 14.4213594E

Celakovice Praha - vychod severné od Prahy 50.1601811N 14.7772483E
Cizov Znojmo Jizni Morava 48.8791622N 15.8693608E
g‘;'lzj'o'j/‘l’cr'ece ) Tabor Vysotina 49.4445492N 14.8783194E
Havli¢kova Borova Havli¢kGv Brod Vysodina 49.6405228N 15.7941717E
Chlumin Mélnik severné od Prahy 50.2872792N 14.4568278E
Jamy Zdér nad Sazavou Vysocdina 49.5318772N 16.0027469E
Malonty Cesky Krumlov Jizni Cechy 48.6820467N 14.5689025E
Stakéin (Slovensko) Snina Slovensko 49:0046822N 22:2244244E
Valecov Havli¢kav Brod Vysodina 49.6432406N 15.4946897E
Zabtice Brno - venkov Jizni Morava 49.0018942N 16.5916219E
Zeliv Pelhfimov Vysodina 49.5276297N 15.2110433E
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4.2 lzolace genomické DNA

Brouci i larvy mandelinky byli usmrceni v75% ethanolu a nasledné uchovani
v mrazicim boxu pfi teploté -20°C. Pred vlastni izolaci byla z dospélct skalpelem odebrana
¢ast téla tvorena hlavou a hrudi v¢éetné koncetin. Tento postup byl proveden z dlivodu, Ze
tato ¢ast téla je teoreticky minimalné kontaminovand konzumovanou potravou. U larev L4
generace byla skalpelem odebrana pfiblizné jedna ctvrtina celého téla véetné hlavy i ¢asti
zadecku. V tomto pfipadé vychozi biologicky materidl obsahoval i rizné natravenou potravu.

Pro izolaci DNA byl pouzit kit NuceloSpin® Tissue Kit (Macherey-Nagel), ktery k izolaci
DNA pouziva kolonkovou metodu. Izolace byla provedena dle navodu vyrobce a to podle
protokolu uréeného pro ZivocisSné tkané (animal tissue). Dle doporuceni vyrobce byla
provedena degradace RNA enzymatickym zplisobem. Kvantita a kvalita izolované genomické
DNA byla hodnocena pomoci UV spektrofotometrické metody - NanoPhotometer (Implen).
Vysokomolekularita extrahované DNA byla ovéfena pomoci gelové elektroforézy - SubCell
(BioRad). Pro fragmentaci byl pouzit 1% agardézovy gel v 1x TBE pufru. Genomicka DNA byla
vizualizovana ethidium bromidem.

4.3 Sekvenace vybrané casti mitochondrialni DNA mandelinky bramborové

Cilem diplomové prace bylo ziskani sekvence mitochondridlni DNA obsahujici tyto
geny: ¢ast genu nad2, kompletni geny trnW, trnC, trnY, mtCOI, trnL, mtCOIl, trnK, trnD a ¢ast
genu atp8. Pro ziskani vysledk( byl pouzit metodicky postup, ktery lze rozdélit na dvé etapy.
Prvni etapou bylo zpracovani bioinformatické analyzy na zdkladé vyhodnoceni sekvenci
zastupch celedi Chrysomelidae se znamym mitochondridlnim genomem. Tato ¢ast
experimentu vyustila v navrzeni degenerovanych primerl, které byly vhodné pro
sekvenovani a vytvoreni prvni sekvence této oblasti mitochondridlni DNA u mandelinky. Tato
sekvencni data byla pouzita pro druhou etapu experimentu, jejimz cilem bylo navrieni
druhové specifickych (nedegenerovanych) primer(, které poskytovaly prekryvajici se
amplikony vhodné pro rutinni sekvenovani jedincl populaci mandelinky bramborové.

4.3.1 Degenerované primery pro primarni sekvenaci

4.3.1.1 NavrZeni degenerovanych primerd a podminky amplifikace

V databdzi NCBI byli vybrani zastupci celedi Chrysomelidae, u kterych byly publikovany
sekvence nami studovanych genl. Tyto druhy vcéetné cisel NCBI sekvenci jsou uvedeny
v tabulce 2. Pomoci programu MAFFT version 7 (Katoh & Toh 2008), byl proveden alignment
téchto sekvenci za pouziti modulu progresivni metody G-INS-1. U adultniho jedince samc¢iho
pohlavi (jedinec 16 v tabulce 9), pochazejiciho z Pokusného a demonstraéniho pozemku CZU
v Praze. Pomoci programu BioEdit version 7.2.5 (Hall 1999) byly identifikovany oblasti téchto
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genl s vysokou sekvenéni homologii. Jednalo se tudiz o oblasti genu potencialné vhodnych k
navrzeni degenerovanych primerd. Pro navrzeni primerd byl pouZit program Primer3 Input
0.4.0 Program (Rozen & Skaletsky 2000). Sekvence navrZenych degenerovanych primer( je
uvedena v tabulce 3. Tyto primery byly navrieny tak, aby se jejich produkty vzajemné
prekryvaly. V tabulce 4 jsou uvedeny konkrétni dvojice degenerovanych primer(, teoreticky
ocCekdvané velikosti amplikond a optimalizované anelaéni teploty. Cilem bylo ziskani
primarnich sekvenénich dat u adultniho jedince ¢. 16. Pro amplifikaci s vyuzitim vysSe
uvedenych degenerovanych primerQ bylo pouZito sloZzeni PCR uvedené v tabulce 5. Teplotni
a Casovy profil amplifikace je uveden v tabulce 6. Konkrétni anelacni teplota pro dany
primerovy par je uvedena vtabulce 4. Pro amplifikaci byl pouzit termocykler C1000™
Thermocycler (BioRad).
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Tabulka 2 Pfehled vybranych

degenerovanych primert

zastupcu

fadu Coleoptera pouzitych pro navrzeni

Druh

Oznaceni sekvence

Autor

Chrysolina haemoptera
Monolepta atrimarginata
Phaedon tumidulus
Chaetocnema hortensis
Hydrothassa glabra
Monolepta quadriguttata
Monolepta quadriguttata
Apteropeda ovulum
Phratora vulgatissima
Phratora vulgatissima
Chrysolina herbacea
Longitarsus melanocephalus
Chaetaocnema obesa
Chaetocnema hortensis
Longitarsus niger
Ophraella communa
Ophraella communa
Chaetocnema tibialis
Gonioctena intermedia
Gonioctena intermedia
Gonioctena intermedia
Gonioctena intermedia
Phratora vulgatissima
Phratora vulgatissima
Calomicrus suturalis
Longitarsus candidulus
Longitarsus aeneus
Longitarsus atricillus
Gonioctena leprieuri
Chrysolina aurichalcea

Chrysolina aurichalcea

KX943388.1
MF946621.1
KX943499.1
KX943358.1
KX943369.1
KY039102.1
NC_039711.1
KX943422.1
KX943459.1
KX087333.1
KX943345.1
KX943469.1
KX943442.1
KX943358.1
KX943504.1
NC_039710.1
KY039100.1
KX943476.1
NC_032693.1
MF563963.1
MF563962.1
KX922881.1
KX943459.1
KX087333.1
KX943500.1
KX943430.1
KX943357.1
KX943363.1
KX943354.1
AB425717.1
AB425698.1
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Gomez-Rodriguez et al. (2015)
Nie et al. (2018)
Gomez-Rodriguez et al. (2015)
Gomez-Rodriguez et al. (2015)
Gomez-Rodriguez et al. (2015)
Song etal. (2017)

Song etal.(2017)
Gomez-Rodriguez et al. (2015)
Gomez-Rodriguez et al. (2015)
Hunter et al. (2016a)
Gomez-Rodriguez et al. ( )
Gomez-Rodriguez et al. ( )
Gomez-Rodriguez et al. (2015)
Gomez-Rodriguez et al. ( )
Gomez-Rodriguez et al. ( )
Song etal. (2017)

Song et al. (2017)
Gomez-Rodriguez et al. (2015)
Dierckxsens et al. (2017)
Kastally a Mardulyn (2017)
Kastally a Mardulyn (2017)
Dierckxsens et al. (2017)
Gomez-Rodriguez et al. (2015)
Hunter et al. (2016b)

Gomez-Rodriguez et al. (2015)
Gomez-Rodriguez et al. (2015)
Gomez-Rodriguez et al. (2015)
Gomez-Rodriguez et al. (2015)
Gomez-Rodriguez et al. (2015)

Kitamura et al. (2008)
Kitamura et al. (2008)



Tabulka 3 Prehled pouzitych degenerovanych primer( pro primdrni sekvenaci

Nazev primeru Sekvence primeru ‘
MAND-F1 CCNGAAGTWDTDGAAGGNTTAARBTGA
MAND-R1 TCATTGCCAATTAAAGTACCAGGA
MAND-R2 CCAATTACCAAATCCCCCAATTA
MAND-F3 ATTTTTGGTGTTTGAGCTGGAAT
MAND-R3 TCCTCCTCTTGAAGGGTCAAAAA
MAND-F4 CATTACCTGTTTTAGCTGGGGCTAT
MAND-R4 TTCTGAGTAGCCATGTTCAGCAG
MAND-R5 CGTAACGAAGGAATAGCAATAAAAA
MAND-F6 AGGGCTTCACCTTTAATAGAGCAA
MAND-R6 GWWGWDGGRTCAAAWGAWGAAAAWARA

Tabulka 4 Prehled pouZzitych kombinaci degenerovanych primer(

Ocekavana velikost produktu amplifikace Anelacni teplota

Kombinace degenerovanych primert

[bp] [°c]
F1-R1 998 58
F1-R2 1089 58
F1-R3 1524 58
F3-R3 618 66
F3-R4 1461 66
F3-R5 1793 65
F4-R4 929 70
F4-R5 1261 66
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Tabulka 5 SloZzeni PCR reakce amplikond urcenych k sekvenacni analyze

Genomicka DNA 10 ng. 12,5 ult
Pufr KCI 1x
MgCl, 2 mM
dNTP 200 pM
Primer F 0,4 uM
Primer R 0,4 uM
Tetramethyl amonium oxalat (TOP BIO) 2 mM
BSA 5ng.12,5pl?
Taq polymeraza (Thermo Scientific) 0,7U.10ng.12,5 ul*

Tabulka 6 Teplotni a ¢asovy profil PCR

Pocatecni denaturace 95 °C 180s 1x
Denaturace 95 °C 30s

Annealing viz Tabulka 4 40s 40x
Prodluzovani 72 °C 90s

Zavérecné prodluzovani 72 °C 420s 1x

4.3.1.2 Citéni a sekvenovani amplikon pomoci separace v agarézovém gelu

Amplikony byly separovany v 1% agardzovém gelu v 1x TBE pufru. Separace probihala
pfi konstantnim napéti 120 V po dobu 60 minut. Fragmenty DNA s poZadovanou velikosti
byly vyfiznuty pomoci skalpelu. Ze ziskanych agarézovych block(i byla vyizolovdna DNA
pouzitim GenelET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific). Kazdy amplikon byl sekvenovan ve
tfech replikatech od F i R primera. Pro sekvenaci byl pouzit kit BigDye Terminator v 3.1 Cycle
Sequencimg Kit (Thermo SCIENTIFIC). Produkty sekvenacni reakce byly separovany kapildrni
elektroforézou ABI PRISM 310 (Thermo Scientific). Pro vytvoreni konsenzu sekvence byl
pouzit program BioEdit version 7.2.5 (Hall 1999). Pro editaci ziskaného amplikonu s cilem
identifikovat konkrétni mitochondridini geny byla pouZita platforma MITOS WebServer
(“MITOS Web Server”).
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4.3.2 Druhové specifické primery pro mitochondridlni genom mandeliky bramborové

4.3.2.1 Navrieni druhové specifickych primera

Sekvence vybrané oblasti mtDNA, kterd byla ziskdna pomoci protokolu uvedeného
v predchozi kapitole, byla pouZita pro navrieni druhové specifickych primer( pfimo pro
mandelinku bramborovou. Pro navrzeni primer( byl rovnéz pouZit program Primer3 Input
0.4.0 Program (Rozen & Skaletsky 2000). Pro vyhodnoceni specifi¢nosti primerd a pro jejich
lokalizaci ve vychozi sekvenci byl pouzit program Primer-BLAST, ktery je soucasti platformy
NCBI (“NCBI: National Center for Biotechnology Information”). PouZité sekvenacni primery
jsou uvedeny vtabulce 7. Slozeni amplifikacni smési je uvedeno vtabulce 5. Teplotni
a Casovy profil PCR reakce je uveden v tabulce 6. Anela¢ni teploty jednotlivych primerovych
dvojic jsou soucasti tabulky 7.

Tabulka 7 Prehled pouzitych sekvenacnich primerd, jejich parametr( a velikosti amplikonU

Primerovy pdr seqF7:seqR7 - Ta = 69°C

Sequence (5'>3") Template strand  Length Start Stop Tm GC% Self Self 3'
Forward primer  TTGACTTGACAAAATTAAGCCCAATA Plus 26 2 27 58.04 30.77 5.00 2.00
Reverse primer  TCATTGCCAATTAAAGTACCAGGA Minus 24 953 930 5842 37.50 7.00 1.00

Product length 952

Primerovy pdr seqF8:seqR8 - Ta = 64,5°C

Sequence (5'>3) Template strand Length Start Stop Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer  TTTTTACATACGAATAACTTTTTCAACG Plus 28 477 504 56.61 25.00 7.00 3.00
Reverse primer GCCCAAGAGAAAAGGGGTATTTG Minus 23 1361 1339 59.80 47.83 3.00 0.00

Product length 885

Primerovy par seqF9:seqR9 - Ta = 69°C

Sequence (5'>3') Template strand Length Start Stop Tm GC% Self arity  Self 3'
Forward primer GATCCATTGTTGAGAGAGGAGTCG Plus 24 1145 1168 60.74 50.00 4.00 2.00
Reverse primer  AAGTTAGTCCTGTGAATAATGGGAATCA Minus 28 2014 1987 60.54 35.71 5.00 3.00

Product length 870

Primerovy pdr seqF10:seqR10 - Ta = 64,5°C

Sequence (5'>3) Template strand  Length Start Stop Tm GC% Self ity Self 3'
Forward primer TTGTATTTCTTTTCACTGTTGGTGGA Plus 26 1832 1857 59.62 34.62 3.00 1.00
Reverse primer  AAATTAAACGTAACGAAGGAATAGCA Minus 26 2662 2637 57.97 30.77 5.00 0.00

Product length 831

Primerovy par seqF12:seqR12 - Ta = 64,5°C

Sequence (5'->3') Template strand Length Start Stop Tm GC% Self pl i Self 3' ity
Forward primer GATAGGGCTTCACCTTTAATAGAGCA Plus 26 2440 2465 6046 4231 500 200
Reverse primer GTTTTTTTAATTTTCAGGGGTTTAGTATTG Minus 30 3355 3326 57.60 26.67 4.00 0.00

Product length 916

4.3.2.2 Sekvenace druhové specifickych PCR amplikont

Pro purifikaci amplikond, jejich sekvenaci i sestaveni konsenzu sekvence byl pouZzit
stejny metodicky postup, ktery je uveden v kapitole 4.3.3.1.
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4.3.3 Bioinformatické zpracovani sekvencnich dat zkoumané oblasti mitochondridlni DNA

4.3.3.1 Fylogenetickd analyza

Metodicky postup uvedeny v kapitole o specifickych primerech byl aplikovan u 2
adultnich jedincl z kazdé zlokalit uvedenych vtabulce 1. Soucasné byla provedena
sekvenace u tfech dospélych samic a tfech dospélych samct z Pokusného a demonstraéniho
pozemku CZU v Praze. Ziskané sekvence byly porovnany s mezindrodni nukleotidovou
databazi NCBI a to konkrétné svybranymi zastupci rfadu Coleoptera, u kterych byla
publikovana sekvence studované oblasti mtDNA. Jednalo se celkem o 68 zastupcu celedi
Chrysomelidae, Bruchidae, Cerambycidae. Jako outgrupovy druh byl pouZit Tenebrio molitor
z ¢eledi Tenebrionidae. Cisla NCBI sekvenci hodnocenych druhd broukil jsou soucasti
obrazku 11. Celkem bylo hodnoceno 69 sekvenci sledované oblasti mtDNA. Pro identifikaci
haplotypu byl pouZit program DnaSP 6 (Rozas et al. 2017). Pro alignment sekvenci byl pouzit
program MAFFT version 7 software (Katoh & Toh 2008). Konkrétné se jednalo o progresivni
metodu G-INS-1. Ziskané haplotypy byly pouZity pro konstrukci fylogenetického stromu
pomoci metody ML (Maximum Likelihood). Fylogenetickd analyza byla provedena pomoci
programu MEGA X (Kumar et al. 2018). Jako nejlepsi byl vybran model GTR+G+| (Nei &
fylogenetického stromu byl pouZit rovnéz program MEGA X. Byl sestaven konsenzus strom
na zakladé 500 replikatl (parametr ,bootstrap”).

4.3.3.2 Porovnani sekvencni variability studovnych gen( s databazi NCBI

Ziskana sekvence studované skupiny mitochondridlnich geni mandelinky bramborové
byla porovnana sdatabazi NCBlI a to konkrétné s publikovanymi sekvenénimi daty
Leptinotarsa decemlineata (Grapputo et al. 2005; Crossley et al. 2018; Crossley et al. 2019).
Pro porovnani haplotypu byly pouZity takové sekvence, které byly spolehlivé a jednoznaéné
osekvenovany, a které byly v databdazi NCBI charakterizovany pouze nukleotidy ATCG. Jinymi
slovy, sekvenéni zaznamy s nejednoznacné detekovanymi nukleotidy (N, R) byly z hodnoceni
vylouceny. Na zakladé alignmentu bylo zjiSténo, Ze ¢ast nami zjisténé sekvence o délce 544
bp Ize srovnat s 93 sekvencemi publikovanych haplotypl mandelinky bramborové. Pro
vyhodnoceni variability haplotypd byl pouzit program DnaSP 6 (Rozas et al 2017), ktery byl
pouzit pro stanoveni celkového poctu haplotypl a haplotypové diverzity (Hd).
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4.4 Navrzeni markerovaciho systému pro identifikaci pohlavi
u mandelinky bramborové

4.4.1 Bioinformaticka analyza molekularnich dat pfedchazejici navrzeni markerovacich
systému

Pro navrzeni markerovaciho systému bylo zaloZzeno na hypotéze, Ze geny lokalizované
na gonozomu X u samic vykazuji podvojné zaloZeni. To znamen3, Ze tyto geny maji dvé alely.
Naopak u samcu jsou tyto geny zaloZzeny hemizygotné a maji alelu pouze jednu. Pro navrzeni
markerovaciho systému bylo tudiz nezbytné vybrat gen, ktery je lokalizovdn pravé na
gonozomu X. Takovymto genem je gen LdVssc1.

Polymorfismy tohoto genu jsou sledovany v souvistlosti s rezistenci mandelinky
bramborové k pyrethroididm a to konkrétné k Gcinné latce imidoclopridu. Tento gen byl
fadou autord lokalizovan pravé na gonozomu X (Hawthorne 2000; Clark et al. 2001; Kim et
al. 2005;). Clark et al. (2001) jako prvni publikoval primerovy par LdVssclF
(CGAGTACTCTGTGGAGAATGG) a LdVssc1R (CCGACACTAGTGATCACCCTTT), ktery amplifikuje
Cast vySe uvedeného genu. V mezindrodni nukleotidové databazi NCBI byla identifikovana
sekvence, kterd je vySe uvedenou dvojici primerl ohrani¢ena. Jedna se o sekvenci
HQ589184.1 (Rinkevich et al. 2012). Na zakladé této sekvence bylo zjiSténo, Ze vyse uvedena
dvojice primera amplifikuje produkt o velikosti 349 bp.

Tato sekvence byla pouzita pro vyhledani v celogenomickych datech mandelinky
bramborové. U mandelinky bramborové byl publikovdan a v NCBI databazi uveden
assembling genomu Ldec_2.0 — WGS Projekt AYNBO2. Tento referenéni genom sestavili
Murali et al. (2017). Jedna se o sekvenci sami¢ky mandelinky bramborové rezistentni
k imidoclopridu. V této sekvenci jsou identifikovdny a predikovany jednotlivé geny.
Jednotlivé ,scaffold” sekvence ale nejsou lokalizovdny na jednotlivych chromozomech
mandelinky bramborové. Proto bylo provedeno vyhleddni sekvence amplikonu
ohrani¢eného primery LdVssc1F a LdVssc1R (Rinkevich et al. 2012) v celogenomické sekvenci
Ldec_2.0. Tento amplikon byl lokalizovan ve ,scaffold” sekvenci NW_019291534.1 a to
v pozici nukleotidd 21343 - 21691 (Obrazek 5). Vramci ,scaffold” sekvence
NW_019291534.1 bylo zjisténo, Ze gen LdVsscl je lokalizovan v pozici nukleotidd 7950 -
68019. U tohoto genu existuje nékolik transkripénich variant. Pomoci programu Primer3
Input 0.4.0 Program (Rozen & Skaletsky 2000) byly navrzeny dva primerové pary. Prvni
dvojici  byly  Ld_Vssc_F1  (TTTCCAGGGACTTGCAAAATAGGT) a  Ld_Vssc Rl
(ATGAAGATAAAGACCACCGGCAAT) amplifikujici intronovou sekvenci genu LdVsscl o
velikosti 243 bp. Tento amplikon je v diplomové praci oznacen pismenem A. Druhou dvojici
byly primery Ld_Vssc_F5 (GAGGGTGGTAAGAGTGGCAAAAGT) a Ld_Vssc_R5
(AGAATCATGGATTGTCCGAAGGTT), ktera amplifikovala 243 bp velky fragment exonové ¢asti
genu LdVsscl. Tento amplikon je v diplomové praci oznacen pismenem E.

V celogenomické sekvenci mandelinky bramborové byl identifikovana ,scaffold”
sekvence NW_019294185.1, ktera obsahuje gen Rhod kddujici rhodopsin, ktery je u brouk
lokalizovédn na autozomalnim paru. Gen Rhod se v dané ,scaffold” sekvenci nachazi v pozici
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nukleotid( 801-11242. Byla navrzena dvojice primerd Ld_Rhod_F2
(GAGAAATCCATGCGGGATCAG) a Ld_Rhod_R2 (GTTGTAAACGGCGTTAGCCTTTG), kterd
amplifikuje produkt o velikosti 243 bp v exonové ¢asti genu Rhod.

Vzhledem ktomu, Ze vySe uvedené primerové pary byly navrieny s cilem relativni
kvantifikace templatové DNA, bylo pfi navrhovani primer( nezbytné dodrZet nasledujici
zasady:

e Délka primerd musi byt dostate¢né dlouha (pfiblizné 24 bp) z divodu zajisténi
vysoké specifi¢nosti jejich nasedani.

e Hodnota Tm u vSech primerU lokalizovanych v gonozomalnim i autozomalnim
genu musi byt pfiblizné stejna (pfiblizné 64 °C) z divodu soucasné amplifikace
pfi relativni kvantifikaci templatové DNA.

e Pro relativni kvantifikaci templatové DNA je optimalni, aby velikosti amplikon(
gonozomalniho i autozomdlniho genu byly pfiblizné stejné. V pfipadé
navrzenych dvojic primerd byla ve vSech pfipadech velikost amplikon( zcela
identicka (243 bp).

Leptinotarsa decemlineata strain Imidocloprid resistant unplaced genomic scaffold, Ldec_2.0 scaffold2248
Sequence ID: NW_019291534.1 Length: 74435 Number of Matches: 1

Range 1: 21343 to 21691 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
640 bits(346) 0.0 348/349(99%) 0/349(0%) Plus/Minus
Query 1 CGAGTACTCTGTGGAGAATGGATTGAATCARTGTGGGACTGTATGTTGGTTGGRAGATETA &0

RN RN N R N NN
Sbjct 216%1 CGAGTACTCTGTGGAGAATGGATTGAATCARTGTGEGACTGTATETTGETTGGAGATETE 21632

Query &1 CCCATTTTTCCTAGCCACAGTTGTTATTGGCARTCTTGTTGTGAGTATATTE 120
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII LR RRERRRRARNNAN

Sbject 21631 CAGTTGTTATTGGCRAATTTTGTTGTGAGTATATTA 21372

Query 121 CCRACTtttatcaaagasaatatacttATCTTGCCATARACGCATCCGATGTCATCATGTT 180

RN N R N R R RN
Sbjct 21571 CCACTTTTATCARRGRARATATACTTATCTTGCCATARACGCATCCEATGTCATCATSTT 21512

Query 181 CATTTGTGATTARGARRgocattttataatatatacagTTATTTTTARARATGCTACCATTT 240
frrrrrererrrrrerrerrrrrrrr e e e e e e e e ey e e

Sbjct 21511 CATTTGTGATTAAGARAGCATTTTATAATATATACAGTTATTTTTARAATGCTACCATTT 21452

Query 241 CTATCARTGTTGTCTCGAGTTGGCCTAATATTGACTATATATTATTARTGGARRRTGRACC 300
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

S8bjct 21451 TGTCTCGAGTTCCOCTAATATTGACTATATATTATTAATSGSARRRTGACC 21352

Query 301 TGTTCAAGTCactaaattattttocagaaagggTGATCACTAGTEGTOGG 349
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Spjet 21391 ATGTTCAAGTCACTARATTATTTTCAGARAGGETGATCACTAGTGTCGE 21343

Obrazek 5 Identifikace publikované ¢&asteéné sekvence genu LdVsscl v sekvenci
NW_019291534.1
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4.4.2 Identifikace pohlavi na zakladé relativni kvantifikace DNA pomoci Ratio A Ct

Relativni kvantifikace templatové DNA, od které je odvozena identifikace pohlavi,
byla provedena pomoci metody hodnotici Ratio A Ct (Rao et al. 2013).

A Ct=Ct gonozomadlni gen ~ Ct autozomalni gen

Ratio A Ct=2 2

V optimadlnim pfipadé, kdy eficience amplifikaci autozomalniho i gonozomalniho genu
jsou u obou pohlavi rovny dvéma, potom hodnoty Ratio A Ct budou u samic rovny 1,00
a u samcl 0,50. JelikoZz pfi navrhovani primerd neni mozné odhadnout a zarucit shodné
eficience amplifikaci, je mnohem vy$si pravdépodobnost, Ze eficience amplifikaci
autozomalnich a gonozomalnich gend budou odlisné a tudiz hodnoty Ratio A Ct nebudou
vySe uvedenych optimalnich hodnot. Pokud bude navrieny markerovaci systém fungovat
spravné, bude i v tomto pfipadé hodnota Ratio A Ct u samce na pfiblizné 50% Urovni Ratio A
Ct samicky.

4.4.3 Podminky amplifikace navrZzenych markerovacich systému

Béhem resSené diplomové prace byly navrieny dva markerovaci systémy, které byly
zaloZzeny na porovnani kvantity gonozomalniho amplikonu A (primery Ld_Vssc_F1 a
Ld_Vssc_R1) s autozomalnim amplikonem L (primery Ld_Rhod_F2 a Ld_Rhod_R2). Druhy
markerovaci systém porovnaval kvantifikaci gonozomalniho amplikonu E (Ld_Vssc_F5 a
Ld_Vssc_R5) rovnéz s autozomalnim amplikonem L. Primery pouZité pro ziskani téchto
amplikont byly popsany v predchazejici ¢asti metodiky.

Veskeré analyzy byly provedeny pomoci pfristrojového vybaveni i kith firmy Roche.
Amplifika¢ni reakce méla objem 10 ul. MnoiZstvi templatové genomické DNA bylo 20 ng,
koncentrace F i R primer( byla rovna 0,5 uM. Pro amplifikaci byl pouzit 1x FastStart Essential
DNA Green Master (Roche). Pro amplifikaci byl pouzit profil uvedeny na obrazku 6.

LightCycler® Nano Instrument Protocol

The following procedure is optimized for use with the LightCycler® Nano Instrument.

Run Editor
Detection Format Reaction Volume [pl]
Settings: Intercalating Dye, 20
Normal Quality
Programs
Temp. [°C] Ramp ["C/s] Hold [s] Acquire Cycles
Pre-Incubation 95 4 600 - -
3-Step 95 5 2000 - -
Amplification 60 4 20003 -
primer
dependent™
72 4 2003 Yes 45
Melting 95 4 10 - -
65 4 60 -
95 0.1 1 Yes

Obrazek 6 Teplotni profil amplifikacni reakce navrzenych markerovych systém( (Zdroj:
Manual pro pouZiti 1x FastStart Essential DNA Green Master - Roche)

37



Teplota annealingu byla rovna 64 °C. Amplifikace probihala v termocykleru
LightCycler® Nano (Roche). Kazdy analyzovany jedinec byl hodnocen v podobé tfi
technickych replikatQ, pricemz hodnoty Ct autozomdlnich i gonozomalnich gen(l pouZité pro
vypocet Ratio A Ct odpovidaly aritmetickym priamértim téchto tfi technickych replikatd.

Specifiénost amplikond byla hodnocena na zakladé elektroforetické separace v 2%
agarézovém gelu v 1xTBE pufru. Soucasné byla provedena Tm analyza amplikon( pomoci
softwaru fidiciho termocykler (Roche).

4.4.4 Statistické vyhodnoceni schopnosti markert diskriminovat jedince samiciho
a samciho pohlavi

Vyse uvedeny molekuldarné geneticky postup byl aplikovdan na soubor referencnich
adultnich jedinct se zndamym pohlavim. Jednalo se o soubor patndcti samic a patnacti samca.
Soucasné bylo hodnoceno padesat ndhodné odebranych larev L4. Adultni jedinci i larvy
pochdzeli ze sbéru uskute¢néného v srpnu 2019 na Pokusném a demonstra¢nim pozemku
CZU v Praze Z vy$e uvedeného popisu experimentu je patrné, 7e bylo ziskano celkem 65
hodnot Ratio A Ct pro marker typu AxL a rovnéz 65 hodnot pro marker typu ExL. Schopnost
markerd rozlisit pohlavi byla hodnocena pomoci vicerozmérné analyzy — diskriminaéni
analyzy. Jako groupovaci proménna byla pouZita charakteristika jedince z pohledu jeho
pohlavi. Jako nezivisle proménné byly pouZity hodnoty Ratio A Ct markerovacich systém(
AxL a ExL. Pro hodnoceni byly pouzity dvé diskriminacni analyzy. V prvni diskriminacni
analyze se k vzorkim L4 larev ptistupovalo jako k anonymni skupiné bez predikce pohlavi
a analyza vyhodnocovala pouze hodnoty jejich Ratio A Ct. Ve druhé diskriminacni analyze
byly hodnoty Ratio A Ct pouZity pro predikci pohlavi a kazda larva vstupovala do analyzy s jiz
predikovanym pohlavim. U obou vstupnich diskrimina¢nich analyz navazovalo nasledné
vyhodnoceni pomoci kanonické analyzy. Kanonickd skére byla hodnocena formou bodového
grafu.

Systém urcéeni pohlavi u mandelinky je teoretickou zarukou, Ze pomér pohlavi
v potomstvech by téoreticky mél byt roven 1:1. Podil mezi predikovanymi samickami
a samecky byl porovnan pomoci neparametrického )(2 testu steoreticky ocekavanym
pomérem 1:1. VSechny statistické analyzy byly provedeny pomoci programu Dell Statistica
version 13,
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5 Vysledky

5.1 Kvantita a kvalita izolované DNA

Pouzity kit NuceloSpin® Tissue Kit (Macherey-Nagel), byl schopny izolovat genomickou
DNA z adultnich jedincl i larev. Cilem diplomové prace nebylo statistické hodnoceni rozdil(i
mezi vytéZznosti DNA z adultnich jedincd a larev. Ze stanovenych hodnot vytéZznosti vizualné
nevyplyvaly vyrazné diference mezi adultnimi jedinci a larvami. Priimérna vytéZznost DNA bez
ohledu na vyvojové stadium byla 460 ng DNA zjedné izolace (Vkx = 5,5 %). Parametr
A260/A280 dosahoval primérné hodnoty 1,98 (Vx = 6,1 %). Parametr A260/A230 mél
pradmérnou hodnotu 2,05 (Vi = 6,7 %). Elektroforetickou separaci v 1% agarézovém gelu byla
potvrzena vysokomolekularita u vSech analyzovanych vzorkd.

5.2 Sekvenace vybrané oblasti mitochondridalni DNA mandelinky
bramborové

5.2.1 Velikost amplikonl primarni sekvenace a amplikonti druhové specifické sekvenace

Amplikony ziskané za pouziti degenerovanych i druhové specifickych primerQ byly
elektroforeticky separovany. U vSech dvojic primerd, které jsou blize popsany v tabulce 4,
bylo na zakladé porovnani s velikostnim standardem potvrzeno, Ze velikost amplikonl je
v plné shodé s ocekdvanou velikosti. Obrazek 7 demonstruje velikost amplikont druhové
specifickych primer( seq:F9 — seq:R9.

adultni samice
adultni samice
adultni samec
adultni samec
larva L4
larva L4
larva L4
larva L4

-— e e e e e -

870 bp

S - Thermo Scientific™ GeneRuler 100 bp DNA Ladder

Obrazek 7 Elektroforeogram amplikon( specifickych primer( seq:F9 - seq:R9
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Na tomto obrdzku je rovnéZz demonstrovano, ze velikost amplikon( neni ovlivnéna
pohlavim adultniho jedince ani amplifikaci DNA izolované z L4 larev, kterda mize byt
teoreticky kontaminovana pozienou potravou.

5.2.2 Finalni sekvence studované oblasti mitochondrialni DNA

Na obrdazku 8 je uvedena finalni sekvence studované oblasti mitochondridlni DNA. Tato
sekvence byla ziskana u trech adultnich samic a tfech adultnich samcl z Pokusného
a demonstraéniho pozemku CZU v Praze.

>Leptinotarsa decemlineata_haplotyp_1_CZU_v_Praze
5'ACTTGACAAAATTAAGCCCAATAGTTATTTTAATGTATAGGCTTAATACAATTAATTTTTTGGTTTTTATCATTATCTCTTCAGCAATGGT
TAGAGGAATTCTAGGTTTAAACCAAATTAGATTGCGAAAAATTTTAGCTTATTCTTCCATTAACCACATAGCTTGAATATTAGCTAGAATTC
TGTATATAAAAATAATTTGATTTTGATATTTCTGTATTTATTTCTTAATTTTAGTAAATATTATTGTCATATTAGAAATTTTCCAAATTTTTTA
CCTAAAACAATTATTTAATTCTATAAATCAAAATAAATTAATAAAATTATTTTTTATTCTAAATTTTTTTAATTTAGGTGGTTTGCCCCCCTTT
TTAGGGTTTCTCCCTAAATGGTTAATTTCAAATAATTTGATTGAAAATAATTTTTTTTTTGTAAATTTTATCTTAATTATCTTTACATTAATTC
CGCTTTTTTTTTACATACGAATAACTTTTTCAACGTTGACATTTTTTCAGAATGAATTTATTTTCTCTATTCCAACTACATTGAAATTTTGAAT
TATTTTATTAAATAGATTTACTTTAGCTGGACTATTAGTTTGTACTAGAATTCTTAGAATTTTCTAAGGATTTAAGTTAGCTTAAACTTTCAA
CCTTCAAAGTTGACAACAGATTTTTATCTAAGCCTTAAAAATTATTTTACCTTTAAATTTGCAATTTAAAATCATTATTGACTATAAGACTGG
AAGAAATTTTAATTTCGTAAATAAATTTACAATTTATTGCCTATTCTCAGCCATTCCACCGAACAAATGATTATTTTCTACTAATCATAAAGA
CATTGGAACTTTATATTTTATTTTTGGTGTTTGAGCTGGAATATTAGGTACTTCTTTAAGAATTCTAATTCGGGCAGAATTAGGGAATCCTG
GTACTTTAATTGGCAATGATCAAATTTATAATGTTATTGTTACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTATAGTTATGCCAATTATAATTG
GGGGATTTGGTAATTGGTTAGTCCCCTTAATATTAGGGGCTCCTGATATGGCCTTCCCTCGAATAAACAATATAAGATTCTGACTTCTACC
CCCCTCTCTTTTATTCTTAATTATAAGATCCATTGTTGAGAGAGGAGTCGGAACAGGATGAACAGTTTACCCTCCTCTATCATCTAATATTG
CACATAGAGGATCTTCTGTAGATTTAGCTATTTTTAGTTTACATTTAGCAGGAGTTTCCTCTATTTTAGGAGCTATTAATTTTATTACTACTG
TTATGAATATACATCCTGTAAGAATAAAATTAGATCAAATACCCCTTTTCTCTTGGGCAGTCATAATTACTGCTATTCTCCTCCTTTTATCAT
TACCTGTTTTAGCTGGGGCTATTACTATACTTTTAACTGACCGTAATCTTAATACTTCTTTTTTTGACCCTTCAAGAGGAGGAGACCCTATT
CTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCCGAAGTATATATTCTTATTCTACCTGGATTTGGAATAATTTCCCATATTATTAGTCAA
GAAAGAAGAAAAAAAGAAGCTTTTGGAACATTAGGAATAATTTATGCTATAATAGCAATTGGACTTTTAGGTTTCATTGTTTGAGCTCAT
CACATATTTACTATTGGAATAGACGTAGATACACGAGCTTATTTTACTTCTGCAACAATAATTATTGCTGTGCCTACTGGAATTAAAGTTTT
CAGATGACTAGCCACTTTCCATGGCACTCAAATTCTAAATAACCCAGCTACTCTATGATCCTTAGGATTTGTATTTCTTTTCACTGTTGGTG
GACTAACAGGTGTAATTTTAGCCAATTCCTCAATTGATATCATCCTTCATGATACTTATTATGTTGTTGCCCATTTTCACTACGTATTGTCTA
TGGGGGCTGTATTTGCAATTTTAGCAGGACTAGTACATTGATTCCCATTATTCACAGGACTAACTTTAAATAATAAATATTTAAAAATTCA
GTTTTTTACTATATTTATTGGTGTAAATTTAACATTTTTTCCGCAACACTTCTTAGGCCTAAGAGGTATACCTCGTCGTTATTCGGATTACCC
CGATAGATTTACTCTATGAAATATTATTTCATCTATTGGATCTTTAATTTCCTTAGTAAGAGTAATTTTCTTTTTATTTATCCTGTGAGAATC
ATTCACCCTTCAACGAAAAAATTTAGGGGCTTTTAACTTAAATTCATCTATTGAATGGCTTCAAAATTTCCCCCCTGCTGAACATGGTTACT
CAGAATTACCTTATTTAACTTCTAAGTTCTAATATGGCAGATTAGTGCACTGGATTTAAACCCCATTTATAAAGTTTAAACTTTTTTTAGAA
ATGATGACTTGAAAAACTATAATACTTCAAGATAGGGCTTCACCTTTAATAGAGCAATTGACTTATTTTCATGACCATACATTAATAATTTT
AATTATTATTACAGTATTAGTAGGTCAATTGATACTTAGATTATTTTTAAATAAATTCTCCCATCGATATTTACTTGAAGGACAGACTATTG
AAATTATTTGAACTATTTTACCCACAATTACTTTAATTTTTATTGCTATTCCTTCGTTACGTTTAATTTATATTTTAGATGAAATTAATAATCC
TAGGATTACTATTAAAACAATTGGACATCAATGATATTGATCTTATGAATACTCTGATTTTAAAAATATTGAATTTGACTCTTATATATTAC
CTACTAGAGAGCTAAATAAATTCAATTTTCGTCTTTTAGATGTTGATAATCGGGTGGTAGTACCTTTTAACTCCCAAGTCCGTATGCTGGT
AACTGCAGCTGATGTTATTCATTCCTGAACAATTCCCTCATTAGGTGTAAAAATTGATGCAACACCTGGGCGTCTAAATCAAATTAGATTT
TTACTTAATCGTTCTGGGTTATTTTTTGGTCAATGTTCTGAAATTTGTGGTGCTAATCACAGATTTATACCTATTGTTATAGAAAGAATCTCT
CCATCTTATTTTTTAAAATGAGTTTTTAAAATAACTAAAGAATCATTAGATGGCCGATAATAAGCAATGGAATTTTAAACCATTTTATAGTA
TATTTTACTTCTAATGAAAAATTTAGTTAAAAAAATAACATTAACTTGTCAAGTTAAAATTATTATAATTATTAATTTTTAATCCCTCAAATA
ATACCTTTAAATTGATTGACTTTATTTTTTTTCTTTATTTTTTTATTCTTTTTATTTAATGTCCTAAATTATTTTATTTTTATTTACAATACTAAA
CCCCTGAAAATTAAAAAAACAAAAATTAACTATTCTTGAAAATGATAATAAATCTATTTTCATC 3°

Obrazek 8 Finalni sekvence studované oblasti mitochondrialni DNA
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Naprosto identickd sekvence byla ziskdna rovnéz u celkového poctu 28 adultnich
jedincl pochazejicich z rdznych lokalit Ceské a Slovenské republiky (Tabulka 1). Vzhledem
k tomu, Ze vSechny sekvenované vzorky vykazovaly 100% identitu, je nami ziskany jediny
haplotyp oznacovan jako CZU v Praze — haplotyp 1.

7 v

5.2.3 Anotace gent lokalizovanych na studované casti mitochondrialni DNA

Ziskana findlni sekvence o celkové délce 3395 bp byla analyzovana programem MITOS
WebServer (“MITOS Web Server”). Tento program identifikoval, Ze v sekvenci se nachdzi ¢ast
genu nad2, kompletni geny trnW, trnC, trnY, mtCOI, trnL, mtCOIl, trnK, trnD a ¢astecnd
sekvence genu atp8. Konkrétni pozice vyse uvedenych genl vcetné vldkna, ze kterych jsou
tyto geny transkribované, jsou uvedeny obrazku 9. Program MITOS WebServer byl rovnéz
pouzit pro ovéreni prostorovych konformaci molekul tRNA, u kterych byla predpokladana
struktura jetelového listu. Ve vSech pripadech byla tato struktura potvrzena a na obrazku 10
je prezentovanad vzorova struktura trnW.

Name | Start | Stop |Strand|Length |Structure)

nad2 7 555 - 549
trnW(tga)] 629 693 + 65 svag ps
trnC(tgc) | 686 747 - 62 svag ps
trny(tac) | 748 809 - 62 sva ps

cox1 802 2328 - 1527
trnL2(tta)|] 2345 | 2409 + 65 sVg ps

cox2 2431 3087 + 657
trnK(aaa)| 3098 | 3163 + 66 sva ps
trnD(gac)| 3163 | 3227 - 65 svg ps

atp8 3228 | 3380 - 153
M tRNA gene M rRNA gene M protein coding gene

!__w

Obrazek 9 Konkrétni pozice gen(i na studované ¢asti mitochondrialni DNA

Obrazek 10 Predikovanad struktura molekuly tRNA kddované genem trnW
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5.2.4 Fylogeneticka analyza

V tabulce 8 jsou uvedeny testované modely pro ML analyzu. Z této tabulky je patrné,
tvorbé fylogenetického stromu. Sekvence odpovidajici gaplm (mezeram) byly
u alignmentovanych sekvenci odstranény s cilem ziskat skute¢né reprodukovatelné vysledky.
Vlastni analyza vedouci ktvorbé stromu byla provedena v 500 replikatech. Vysledny
fylogeneticky strom je zobrazen na obrazku 11. Hodnoty ,,bootstrap(i“ jsou uvedeny u vsech
,bootstrapu” byla 70. Tato hodnota je obecné povaZzovdna za limitni pro spolehlivé odliseni
dvou vétvi. Vzhledem k tomu, Ze u Zadného z nod(l nebyla zjisténa hodnota , bootstrapu”
nizsi nez 70, nebylo nutné provadét slucovani nejednoznacné odlisitelnych vétvi stromu.
Hodnoceny soubor druhl uvedeny ve fylogenetickém stromu predstavoval zastupce Ctyf
Celedi: Chrysomelidae, Cerambycidae, Bruchidae a Tenebrionidae.

BlizS§i taxonomické clenéni bylo provedeno na zdkladé tribl, které predstavu;ji
detailnéjsi taxonomickou jednotku neZ podceled. Zafazeni jednotlivych druh( do pfislusnych
trib( je rovnéz graficky znazornéno na obrazku 11.
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Tabulka 8 Prehled testovanych model(i pro Maximum Likelihood (ML) analyzu

Model Parameters  BIC AlCc InL ___(+) (+G) R fA) AT AC) AG) AAT) AAC) AAG) NTA) ATC) ATG) rCA) ACT) ACG) AGA) AGT) HGC)
GTR+G+ 145  158216.639 156717.697 -78213.756 0.35 0.63 1.91 0.345 0.401 0.138 0.116 0.088 0.015 0.033 0.076 0.156 0.003 0.038 0.452 0.014 0.099 0.009 0.017
GTR+G 144 158772.489 157283884 -78497.850 n/a 0.30 2.16 0.345 0.401 0.138 0.116 0.080 0.015 0.029 0.068 0.165 0.002 0.038 0.478 0.013 0.088 0.008 0.016
TNO3+G+ 142 159704.964 158237.031 -78976.427 0.36 0.69 1.23 0.345 0.401 0.138 0.116 0.079 0.027 0.038 0.068 0.117 0.023 0.068 0.340 0.023 0.113 0.079 0.027
TN93+G 141 160620.790 159163.193 -79440509 n/a 0.33 1.12 0.345 0.401 0.138 0.116 0.083 0.029 0.038 0.071 0.111 0.024 0.071 0.322 0.024 0.114 0.083 0.029
HKY+G+ 141 160755573 159297.976 -79507.900 0.37 0.73 1.18 0.345 0.401 0.138 0.116 0.079 0.027 0.070 0.068 0.084 0.023 0.068 0.243 0.023 0.209 0.079 0.027
T92+G+| 139 161479.484 160042560 -79882.195 0.37 0.72 1.16 0.373 0.373 0.127 0.127 0.074 0.025 0.077 0.074 0.077 0.025 0.074 0.226 0.025 0.226 0.074 0.025
HKY+G 140  161674.653 160227.393 79973610 n/a 0.34 1.08 0.345 0.401 0.138 0.116 0.083 0.029 0.068 0.072 0.081 0.024 0.072 0.235 0.024 0.201 0.083 0.029
T92+G 138 162421509 160995012 -80359.422 n/a 0.34 1.07 0.373 0.373 0.127 0.127 0.077 0.026 0.074 0.077 0.074 0.026 0.077 0.218 0.026 0.218 0.077 0.026
GTR+| 144 168959.698 167471.093 -83591.455 0.41 n/a 1.20 0.345 0.401 0.138 0.116 0.124 0.021 0.045 0.106 0.121 0.004 0.053 0.351 0.013 0.134 0.013 0.015
TNO3+I 141 171095921 169638.324 -84678.074 0.41 n/a 0.96 0.345 0.401 0.138 0.116 0.091 0.031 0.040 0.078 0.100 0.026 0.078 0.289 0.026 0.120 0.091 0.031
K2+G+l 138 171457.850 170031.263 -84877.547 0.37 0.89 1.53 0.250 0.250 0.250 0.250 0.049 0.049 0.151 0.049 0.151 0.049 0.049 0.151 0.049 0.151 0.049 0.049
JC+G+ 137 171548.659 170132.408 -84929.121 0.37 0.97 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
K2+G 137 171770.607 170354.355 -85040.095 n/a 0.36 1.41 0.250 0.250 0.250 0.250 0.052 0.052 0.146 0.052 0.146 0.052 0.052 0.146 0.052 0.146 0.052 0.052
JC+G 136  172123.984 170718.069 -85222.953 n/a 0.36 0.50 0:250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
HKY-+I 140 172199250 170751.990 -85235.908 0.41 n/a 0.93 0.345 0.401 0.138 0.116 0.091 0.031 0.064 0.078 0.076 0.026 0.078 0.220 0.026 0.189 0.091 0.031
T92+l 138 172994227 171567.640 -85645.736 0.41 n/a 0.92 0.373 0.373 0.127 0.127 0.084 0.029 0.070 0.084 0.070 0.029 0.084 0.205 0.029 0.205 0.084 0.029
K2+l 137 179979.997 178563.746 -89144.790 0.41 n/a 1.22 0250 0.250 0.250 0.250 0.056 0.056 0.137 0.056 0.137 0.056 0.056 0.137 0.056 0.137 0.056 0.056
Jc+ 136 180399.211 178993296 -89360.567 0.41 n/a 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
GTR 143 188907.051 187428.781 -93571.300 n/a n/a 0.83 0.345 0.401 0.138 0.116 0.153 0.023 0.043 0.131 0.099 0.004 0.058 0.288 0.027 0.127 0.014 0.033
TN93 140 192022.475 190575215 95147521 n/a n/a 0.91 0.345 0.401 0.138 0.116 0.093 0.032 0.040 0.080 0.097 0.027 0.080 0.280 0.027 0.119 0.093 0.032
HKY 139 193026555 191589.631 95655730 n/a n/a 0.87 0.345 0.401 0.138 0.116 0.094 0.032 0.061 0.081 0.073 0.027 0.081 0.213 0.027 0.183 0.094 0.032
T92 137 193850.331 192434.080 -96079.957 n/a n/a 0.87 0.373 0.373 0.127 0.127 0.087 0.030 0.068 0.087 0.068 0.030 0.087 0.199 0.030 0.199 0.087 0.030
K2 136 197919589 196513.674 -98120.756 ma n/a 1.18 0.250 0.250 0.250 0.250 0.057 0.057 0.135 0.057 0.135 0.057 0.057 0.135 0.057 0.135 0.057 0.057
Jc 135  198333.433 196937.855 -98333.847 n/a n/a 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
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96

7 |

30

93

80

76

70 KX943491.1 Longitarsus rutilus
100 KX943424.1 Longitarsus tabidus
hal KX943438.1 Longitarsus nigrofasciatus
KX943418.1 Longitarsus exsoletus
KX943478.1 Longitarsus cerinthes
KX943332.1 Longitarsus lycopi
KX943383.1 Longitarsus ordinatus
KX943359.1 Longitarsus dorsalis
KX943464.1 Longitarsus nigrocillus
KX943364.1 Longitarsus luridus
KX943363.1 Longitarsus atricillus
KX943360.1 Longitarsus pratensis
KX943357.1 Longitarsus aeneus
I: KX943469.1 Longitarsus melanocephalus
100 KX943504.1 Longitarsus niger
KX943467.1 Aphthona albertinae
KX943361.1 Aphthona lutescens
KX943486.1 Mantura chrysanthemi
KX943441.1 Orestia punctipennis
93 KX087282.1 Dibolia rugulosa
—|: NC 045929.1 Argopistes tsekooni
100 KX943422.1 Apteropeda ovulum
ﬂ KX943507.1 Apteropeda orbiculata mitochondrion
KX943451.1 Psylliodes laevicollis
KX943483.1 Psylliodes chrysocephalus
KX943454.1 Psylliodes circumdatus
KX943503.1 Psylliodes hispanus
KX943431.1 Chaetocnema scheffleri
KX943476.1 Chaetocnema tibialis
KX943358.1 Chaetocnema hortensis
KX943442.1 Chaetocnema obesa
KX943482.1 Chaetocnema paganettii
100 KX943445.1 Chaetocnema arida

76 NC 041423.1 Podagricomela nigricollis
MG021084.1 Omophoita sp. REN-2018

99 NC 039712.1 Aulacophora lewisii
7EIE KY039107.1 Luperus sp. EMHAU-15070805
KY039101.1 Galeruca sp. EMHAU-15083109

KX943423.1 Leptomona erythrocephala
MH789724.1 Galerucinae sp. 5 ACP-2013
NC 045838.1 Monolepta occifluvis
MH789730.1 Galerucinae sp. 7 ACP-2013
KX943500.1 Calomicrus suturalis
KY195975.1 Paleosepharia posticata
KY039142.1 Monolepta sp. EMHAU-15070824
MG021079.1 Mimastra sp. REN-2018
MF198407.1 Gastrolina depressa
MG021082.1 Apophylia sp. REN-2018

NC 042946.1 Diorhabda carinulata

NC 042945.1 Diorhabda carinata
KX943479.1 Galeruca interrupta
KX943508.1 Galeruca luctuosa

93 KX943494.1 Galeruca macchoi
KX943420.1 Gonioctena aegrota

KX943484.1 Colaspidema barbarum

CZU v Praze haplotyp 1 Leptinotarsa decemlineata
JX412783.1 Chrysomelidae sp. SPHO1
90 KX943340.1 Chrysolina polita

NC 047198.1 Bruchidius uberatus

96

100

70

100

70

96

95

56

99

100 | KJ809086.1 Monochamus alternatus
100 JX987292.1 Monochamus alternatus
KY773691.1 Monochamus urussovii
KX087246.1 Brachyta interrogationis
KX087264.1 Cortodera humeralis
KX087348.1 Stenurella nigra
KY796051.1 Leptura arcuata
B NC 038090.1 Anastrangalia sequensi
100 KY796052.1 Stictoleptura succedanea
NC 037196.1 Tenebrio molitor

010

tribus Alticini

tribus Luperini

tribus Galerucini

tribus Luperini

tribus Galerucini
tribus Chrysomelini

fribus Galerucini

tribus Goniocterini

tribus Chrysomelini

tribus Bruchini

tribus Lamiini

tribus Rhagiini

tribus Lepturini

tribus Tenebrionini

Obrazek 11 Fylogeneticky strom vytvoreny na zakladé GTR+G+| modelu
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5.2.5 Haplotypova analyza

V predchozi ¢asti kapitoly vysledky jiz bylo zminéno, Ze z hlediska sekvenované casti
mtDNA 3395 bp byla u vSech hodnocenych zastupcl zjisténa zcela identickd sekvence, ktera
byla oznaena jako haplotyp 1. Doposud publikované informace o mitochondridlnim genomu
mandelinky bramborové vychdazeji z 544 bp regionu, na zdkladé kterého jsou definované
jednotlivé haplotypy. Vzhledem k tomu, Ze pfi feseni diplomové prace byla ziskdna vyrazné
deldi osekvenovana ¢ast mtDNA, bylo nutné pro haplotypovou analyzu pouzit pouze jiz
publikovanou oblast o velikosti 544 bp. Pomoci alingmentu v nukleotidové databazi NCBI
bylo zjiSténo, Ze tento 544 bp dlouhy fragment mtDNA vykazoval sekvencni homologii s 93
odliSnymi sekvencemi — haplotypy. Pomoci programu DnaSP 6 (Rozas et al. 2017), bylo
odhaleno, Ze ndmi detekovany haplotyp vykazoval 100% sekvencni identitu s haplotypy
uvedenymi pod Cisly AJ884950.1 (Grapputo et al. 2005), MK605457.1 (Crossley et al. 2019),
MK605452.1 (Crossley et al. 2019) a KY607432.1 (Crossley et al. 2018). Pivod genotypd, se
kterymi ziskany sekvenovany amplikon vykazoval 100% homologii, budou diskutovany
v kapitole Diskuze. Hodnota haplotypové diverzity (Hd) byla pro kolekci hodnocenych dat
rovna 0,9924. V ptiloze | diplomové prace jsou uvedeny vsechny haplotypy, které byly
analyzovany v mnou provedené in silico studii.

5.3 Vyvoj molekularnich markerti pro identifikaci pohlavi mandelinky
bramborové

5.3.1 Prabéh amplifikace a specificnost navrzenych primerovych dvojic

Elektroforetickou separaci a porovnanim s velikostnim standardem bylo potvrzeno, Ze
velikosti amplikon( A, E a L studovaného gonozomdlniho a autozomalniho genu odpovidaji
oCekavané velikosti 243 bp. Na obrazku 12 je uveden vzorovy elektroforeogram zachycujici
separaci amplikonll E a L u adultnich jedinctd i larev L4 generace. Z obrazku je patrné, ze
vysledkem PCR reakce je jediny produkt bez nespecifickych amplifikaci a to i pfesto, Ze
templatova DNA byla ziskana zlarev a tudiz musela byt ¢astecné kontaminovana DNA
z natravené potravy. Shodny vysledek byl ziskan i u amplikonu A. Tyto vysledky svéd¢i o tom,
Ze jsou navrzené primery vysoce specifické a nenasedaji na genomickou DNA bramboru ani
na genomickou DNA mikrobiomu mandelinky.
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Obrazek 12 vzorovy elektroforeogram s amplikony Ea L

Amplifika¢ni krivky, které na obrazku 13 odpovidaji amplifikaci gonozomalniho
amplikonu E maji standardni pribéh. Jejich tvar prechod do exponencialni faze svédci
o spravné navrzené amplifikaéni reakci i o vhodném mnozstvi templatové DNA v reakci.
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Obrazek 13 Amplifikacni kfivky vyjadrujici pribéh syntézy amplikonu E

Analyza teploty tani byla rovnéZz pouzita pro vyhodnoceni specificnosti amplifikace.
Z obrazku 14, na kterém je znazornéno hodnoceni amplikonu E, je patrné, Ze kfivka ma tvar
jednoho osové symetrického piku, ktery odpovida specifické amplifikaci. Obdobné vysledky
byly zjiStény i u amplikont A a L.
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Obrazek 14 Analyza teploty tani u amplikonu E
5.3.2 Identifikace pohlavi pomoci navrzenych markerovacich systému u adultnich jedinct

Soubor patndcti dospélych a patnacti samch byl pouZit pro ovéreni dostatecné
citlivosti a spolehlivosti markerovacich systémua AxL a ExL. V tabulce 9 jsou uvedeny hodnoty
Ratio A Ct pro oba markerovaci systémy.

Tabulka 9 Hodnoty Ratio A Ct pro markerovaci systémy AxL a ExL u tficeti adultnich jedinc
pochazejicich z Pokusného a demonstraéniho pozemku CZU v Praze

AxL ExL AxL ExL
1 adultni @ 5,306 7,413 16 adultni & 2,609 3,715
2 adultni @ 5,411 7,603 17 adultni & 2,801 3,663
3 adultni @ 5,901 7,201 18 adultni & 2,305 3,614
4 adultni @ 5,811 7,345 19 adultni & 2,666 3,814
5 adultni @ 5,365 7,321 20 adultni & 2,108 3,901
6 adultni @ 5,478 7,501 21 adultni & 2,901 3,204
7 adultni ¢ 5,369 7,607 22 adultni & 2,478 3,211
8 adultni @ 5905 7,201 23 adultni d 2,562 3,255
9 adultni @ 5612 7,113 24 adultni & 2,399 3,801
10 adultni @ 5552 7,296 25 adultni & 2,801 3,745
11 adultni ¥ 5,608 7,401 26 adultni & 2,715 3,768
12 adultni 5,533 7,774 27 adultni & 2,709 3,699
13 adultni @ 5307 7,805 28 adultni & 2,788 3,689
14 adultni @ 5,801 7,611 29 adultni d 2,695 3,754
15 adultni @ 5,204 7,341 30 adultnid 2,814 3,457
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Z vyse uvedené tabulky vyplyva, Zze primérna hodnota Ratio A Ct pro markerovaci
systém AxL byla u samic rovna 5, 544 a u samcl byla 2, 623. Tento vysledek je mozné
charakterizovat i v relativnich hodnotach, kdy samci dosahovali 47,32 % hodnoty Ratio A Ct
samic. Z tabulky 9 rovnéz vyplyva, Ze priimérna hodnota Ratio A Ct pro markerovaci systém
ExL byla u samic rovna 7, 436 a u samcl 3, 619. Tento vysledek je rovnéz moiné
charakterizovat i v relativnich hodnotach, kdy samci dosahovali 48,68 % hodnoty Ratio A Ct
samic.

5.3.3 Identifikace pohlavi pomoci navrienych markerovacich systémt u larev L4

V nasledujici tabulce 10 jsou uvedeny setfidéné hodnoty Ratio A Ct markerovacich systémd
AxL a ExL u padesati ndhodné sesbiranych larev L4 generace. Predikce pohlavi larev byla
provedena na zakladé vysledkd hodnoceni referenéniho souboru adultnich samic a samcl
(Tabulka 9).
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Tabulka 10 setfidéné hodnoty Ratio A Ct obou markerovacich systému u L4 larev, hodnoty
jsou setfidény na zakladé pohlavi referen¢niho souboru adultnich jedinct

AxL ExL AxL ExL
! larvala @ 5711 7,505 29 avalad 2,814 3,258
2 larvala @ 5,209 7,109 30 larva L4 5 2,901 3,887
3 larva L4 5465 7,233 3 avatad 2,754 3,765
4 larvala @ 5443 7,458 32 avala 3 2,777 3,608
5 larva L4 9 5,901 7,489 33 larva L4 3 2,308 3,689
6 larva L4 5,789 7,801 34 larva 4§ 2,412 3,714
7 larvala @ 5,663 7,741 35 avala d 2,506 3,801
8 larva L4 9 5,201 7,258 36 larva L4 3 2,907 3,204
o larval4 5118 7,901 37 avatad 2,811 3,607
10 larvala @ 5991 7,466 38 lavala d 2,444 3,554
u larvala @ 5784 7,508 39 larvald 3 2,654 3,841
12 larvala @ 5479 7,612 40 analad 2,747 3,771
13 larvala @ 5,555 7,815 a1 avalad 2,901 3,659
14 larva L4 9 5,364 7,208 42 larva L4 6\ 2,999 3,401
15 lavala @ 5471 7,139 a3 avalad 2,306 3,203
16 larvala @ 5109 7,321 a4 avala d 2,407 3,499
17 larva L4 9 5,897 7,256 45 larva L4 6\ 2,219 3,719
18 larva 4 § 5,777 7,304 46 avald 2,555 3,618
19 larva L4 9 5,411 7,499 47 larva L4 3 2,501 3,625
20 larva L4 9 5,428 7,401 48 larva L4 6\ 2,443 3,704
21 larvala @ 5,631 7,852 49 avalad 2,407 3,778
22 larva L4 9 5,325 7,199 50 larva L4 & 2,513 3,699
23 larval4 @ 5,603 7,205
24 larva L4 9 5,558 7,401
25 larval4 @ 5,401 7,526
26 larvald @ 5,418 7,601
27 larva L4 9 5,351 7,444
28 larvald @ 5,534 7,429

5.3.4 Vysledky statistické analyzy diskriminacnich schopnosti navrzenych markerovacich
systému

V pfipadé, Ze vstupnimi daty pro diskriminac¢ni analyzu byly hodnoty Ratio A Ct larev L4
bez zadani jejich predikovaného pohlavi, analyza nepotvrdila statisticky vyznamny vliv obou
pouzitych markerovacich systém(. Tato analyza hodnotila data uvedena v tabulkach 9 a 10.
Souhrnné vysledky této diskriminaéni analyzy jsou uvedeny v tabulce 11.
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Tabulka 1 Souhrn vysledkd diskriminacni analyzy hodnotici larvy bez predikce jejich pohlavi

N=80

Vysledky diskriminacni funkéni analyzy (pohlavi)Pocet prom. v modelu: 2; grupovaci: Jedinec (3 skup)Wilk. lambda: ,62198 piibliz F (4,152)=10,183 p< ,0000

Wilk. Parc. F na wj Toler.

(Lambda) | (Lambda) | ((2,76))

p-hodn. 1-toler. (R"2)

Ratio A x L

Ratio E x L

0,626022 0,993547 0,246810 0,781913 0,059236
0,628086 0,990283 0,372860 0,690014 0,059236

0,940764
0,940764/

Z tabulky 11 vyplyva, Ze ani jeden z markerovacich systémU neprokazal statisticky

vyznamnou schopnost diskriminovat jedince samiciho a samciho pohlavi. Pfi¢inou tohoto
vysledku je fakt, Ze groupovaci faktor larva obsahoval jedince samciho i samiciho pohlavi
a hodnoty Ratio A Ct u obou markerovacich systémi byly nekonzistentni. Hodnota
parametru Wilkova lambda byla pro tuto analyzu rovna 0,62198. Pres statistickou
neprikaznost vysledk( diskriminacni analyzy byla ziskana data shlukovana do dvou klastr,

jak je patrné z grafického vystupu kanonické analyzy (Graf 1)

Graf 1 Bodovy graf kanonickych skére pro diskriminaci pohlavi u larev bez predikovaného

pohlavi
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Ve druhé varianté diskriminacni analyzy byla vstupni data larev doplnéna jejich
predikovanym pohlavim na zadkladé hodnot Ratio A Ct obou markerovacich systémd.

Vysledky této analyzy jsou shrnuty v tabulce 12.

Tabulka 12 Souhrn vysledk( diskriminaéni analyzy hodnotici larvy s predikovanym pohlavim

Vysledky diskriminacni funk&ni analyzy (pohlavi)Pocet prom. v modelu: 2; grupovaci: Jedinec (4 skup)Wilk. lambda: ,00714 pfibliz F (6,150)=270,84 p<0,0000

Wilk. Parc. F na wj Toler.

N=80 (Lambda) | (Lambda) [ ((3,75))

p-hodn.

1-toler. (R"2)

Ratio Ax L | 0,011772 0,606609 16,21272 0,000000 0,991657
Ratio E x L | 0,022907 0,311753 55,19159 0,000000 0,991657

0,008343
0,008343

Hodnota Wilkovy lambdy pro druhy model diskriminaéni analyzy byla rovna 0,00714.
Z udaja uvedenych v tabulce 12 je patrné, Zze hodnota Wilkovy lambdy byla pro oba dva

markerovaci systémy mensi neZz 0,05. Proto oba dva markerovaci systémy statisticky

vyznamné diskriminuji jedince samiciho a samciho pohlavi.

Graf 2 dokumentuje vysledky kanonické analyzy u druhé varianty diskriminacni analyzy.

Graf 2 Bodovy graf kanonickych skdre pro diskriminaci pohlavi u larev s predikovanym

pohlavim
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Z porovnani grafu 1 a 2 vyplyva, Ze distribuce jednotlivych adultnich jedinc( i larev do
jasné oddélenych klastri je v obou pripadech identicka. Vzhledem k tomu, Ze druhy typ

diskriminacni analyzy definoval pohlavi u larev, je z grafi patrné, Ze larvy samiciho pohlavi
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byly pfifazeny do klastru tvoreného adultnimi samickami. Stejny vysledek byl zjistén i pro
larvy samciho pohlavi a adultni samecky.

Pomoci obou dvou markerovacich systém( bylo predikovdno 28 larev samiciho pohlavi
a 22 larev samciho pohlavi (Tabulka 10). Tento Stépny pomér byl porovnan neparametrickym
x> testem s teoreticky ofekdvanym pomérem 25 larev sami¢iho pohlavi ku 25 larvam
saméiho pohlavi. Hodnota ¥ testu byla 0,36, p=0,5478. Z p hodnoty vyplyva, Ze je vyrazné
vétsi nez 0,05 a proto je moziné povazovat nalezeny stépny pomér mezi samicimi a samcimi
larvami za shodny s teoreticky oéekdvanym Stépnym pomérem 1:1.
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6 Diskuze

6.1 lzolace DNA u mandelinky bramborové

Pti reSeni diplomové prace byl zvoleny vychozi biologicky material uréeny k izolaci DNA
dvojiho typu. Zaprvé byla u adultnich jedincl L. decemlineata zvolena cast téla tvorena
hlavou a hrudi véetné koncetin. Biologicky materidl byl takto vybrdn z toho dlivodu, Ze tato
Cast téla je teoreticky minimalné kontaminovana konzumovanou potravou. Zadruhé byla
u larev L4 generace zvolena pfiblizné jedna tfetina celého téla véetné hlavy a ¢asti zadecku.
V tomto pripadé vychozi biologicky material obsahoval i rizné natravenou potravu. Jedinci
byli usmrceni v 75% ethanolu a pred izolaci uchovani v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C,
odebrani zvolenych casti téla bylo provedeno pred vlastni izolaci pomoci skalpelu. Izzo et al.
(2018) pouzili stejny postup, jen misto 70% ethanolu pouzili 95%. Przybylska et al. (2014)
pripravili material kizolaci rozdrcenim celych jedincG v tekutém dusiku. Grapputo et al.
(2005) skladovali brouky v 90% ethanolu. Crossley et al. (2017) drtili brouky v ATL pufru.

Ze studia védecké literatury vyplyva, Ze témér vsichni autofi (Grapputo et al. 2005;
Boman et al. 2008; Pryzbziska et al. 2014; Krawczyk et al. 2015; Crossley et al. 2017; Crossley
et al. 2019) vyuzili pro izolaci DNA komercné vyrabéné kity. Pfi reSeni této diplomové prace
byl k izolaci DNA rovnéz zvolen komeréné vyrdbény kit NuceloSpin® Tissue Kit (Macherey-
Nagel). Tento kit pouZili i Krawczyk et al. (2015). Ostatni autofi pfi vyzkumu pouzivali DNeasy
Blood and Tissue Kit (Qiagen) (Grapputo et al. 2005; Przybylska et al. 2014; Crossley et al.
2017; lzzo et al. 2018). Clark et al. (2001) poutzili pro izolaci DNAzol™ (ThermoFisher
SCIENTIFIC). Sidorenko a Berezovskaya (2001) poutzili k izolaci fenol-chloroformovou extrakci
s naslednou precipitaci ethanolem.

Kvantita a kvalita izolované genomické DNA byla hodnocena pomoci UV
spektrofotometrické metody — NanoPhotometr /Implen). Vysokomolekularita extrahované
DNA byla ovéfena pomoci gelové elektroforézy — SubCell (BioRad). Pro fragmentaci byl
pouZit 1% agardzovy gel v 1x TBE pufru. 1% agardzovy gel pouzili i Krawczyk et al. (2015)
s tim rozdilem, Ze misto 1x TBE pufru pouzili 0,5x SB pufr. Lorite et al. (2013) pouzili 2%
agarozovy gel. Ostatni autofi tuto metodu nepopisuji. Genomickd DNA byla vizualizovéna
ethidium bromidem. Krawczyk et al. (2015) k vizualizaci pouZzili Midori Green (Nippon
Genetics). Ostatni autofi metodu vizualizace neuvadéji.

Uvedené vysledky potvrdily, Ze je NuceloSpin® Tissue Kit (Macherey-Nagel) vhodny pro
izolaci DNA z uvedeného biologického materidlu. Extrakce DNA pomoci izola¢ni sady je
vétsSinou autorll vyuZivana z dlvodu, Ze vyrazné urychluje izolaci DNA, pfi soucasném
zachovani stabilnich podminek béhem celé izolace. Tim je vyrazné minimalizovano riziko
mozné kontaminace vzorkl. Kvalita extrahované DNA byla prokazana tim, Ze vzniklé izolaty
DNA fungovaly u viech vzorku jako bezproblémovy PCR templat.
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6.2 Analyza vybrané oblasti mitochondrialniho genomu

Mitochondridlni genom mandelinky bramborové, respektive jeho sekvence nebyla
doposud kompletné a samostatné publikovdna. Nejvice zkoumanou oblastni mitochondridlni
DNA je gen mtCOIl, ktery se pouziva i pro bar coding (Herbert et al. 2003a,b). To je
dlvodem, proc je pravé tento usek mitochondridlni DNA nejcastéji vyuzivan pro hodnoceni
variability mitochondridlniho genomu mandelinky (Grapputo et al. 2005; Przybylska et al.
2014; Crossley et al. 2017; Crossley et al. 2019).

Cilem této diplomové prace bylo ziskat sekvenci mitochondridlni DNA obsahujici tyto
geny: ¢ast genu nad2, kompletni geny trnW, trnC, trnY, mtCOI, trnL, mtCOIl, trnK, trnD a ast
genu atp8. Doposud publikované sekvence zvérejnéné v mezindrodni databazi NCBI
zmapovaly pouze Usek mitochondridlni DNA, kterd zahrnuje nedplnou sekvenci genu mtCO|,
kompletni sekvenci genu trnL a neuplnou sekvenci genu mtCOIl (Grapputo et al. 2005;
Przybylska et al. 2014; Crossley et al. 2019). Aby bylo moiné vybranou ¢ast
mitochondridlniho genomu osekvenovat, bylo nejprve nezbytné navrhnout degenerované
primery podle vytvorené konsenzus sekvence. Pro navrzeni degenerovanych primerd jsme
vyuzili skute€nosti, Ze u vybranych zastupct celedi Chrysomelidae byly publikovany fadou
autord (Kitamura et al. 2008; GOmez-Rodriguez et al. 2015; Hunter et al. 2016a,b;
Dierckxsens et al. 2017; Kastally & Mardulyn 2017; Song et al. 2017; Niel et al. 2018)
sekvence nami studovanych genu. Po alignmentu téchto sekvenci pomoci programu MAFFT
version 7 (Katoh & Toh 2008) a nasledném pouZziti programu BioEdit version 7.2.5 (Hall 1999)
jsme u téchto genu identifikovali vysokou senkvenéni homologii, tudiz byly tyto oblasti
vhodné pro navrzeni degenerovanych primer(, k ¢emuz jsme pouZili program Primer3 Input
0.4.0 Program (Rozen & Skaletsky 2000). Tyto degenerované primery jsme nasledné Uspésné
pouzili a ziskali primarni sekvenc¢ni data u adultniho jedince pochdzejictho z Pokusného
a demonstraéniho pozemku CZU v Praze. Stejnou metodiku navrieni primer( poufili
i Przybylska et al. (2014). Grapputo et al. (2005) pouzil pro amplifikaci 577 bp fragmentu
mitochondridlni DNA jiz publikované primery. Dalsi autofi (Crossley et al. 2017; Crossley et
al. 2019) zpUsob navrzeni primer( neuvadéji.

Primarni sekvenaci vybrané oblasti mtDNA byla ziskana data, kterd umoznila pomoci
programu Primer3 Input 0.4.0 Program (Rozen & Skaletsky 2000) navrhnout druhové
specifické primerové pary. Téchto pét primerovych dvojic amplifikovalo fragmenty
o predpokladané velikosti. Tento vysledek je dle mého ndzoru dikazem toho, Ze stanoveni
primarni sekvence studované oblasti mtDNA bylo provedeno spravné. Je mozné konstatovat,
Ze zvolend strategie zaloZzend na degenerovanych konsenzus primerech, se ukazala jako
vhodnda pro osekvenovani ¢asti mtDNA u druhu, ktery nema zndmou sekvenci studované
oblasti DNA.

Ziskana findIni sekvence o celkové délce 3395 bp byla analyzovana programem MITOS
WebServer (“MITOS Web Server”), ktery identifikoval, Ze se v sekvenci nachdzi ¢ast genu
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nad2, kompletni geny trnW, trnC, trnY, mtCOI, trnL, mtCOIl, trnK, trnD a ¢asteéna sekvence
genu atp8. | tento vysledek je dlikazem toho, Ze ziskanda sekvence mtDNA mandelinky
bramborové z hlediska lokalizace vySe uvedenych genl odpovidd typické strukture
mitochondridlniho genomu brouk(. Identickou strukturu gent v dané oblasti popsali u tribu
Chrysomelini napfiklad Wang a Tang (2018).

6.3 Haplotypova analyza

Autofi, ktefi publikovali sekvence Useku mtDNA obsahujici ¢aste€nou sekvenci genu
mtCOI, celou sekvence trnL a Castecnou sekvenci genu mtCOIl (Grapputo et al. 2005;
Przybylska et al. 2014; Crossley et al. 2019) v porovnani s nami osekvenovali jen velmi kratky
usek mitochondridlniho genomu. Konkrétné Slo o velikost 577 bp u Grapputo et al. (2005),
643 bp u Przybylska et al. (2014) a 544 bp u Crossley et al. (2019). Nami osekvenovand ¢ast
mitochondridlniho genomu mandelinky bramborové ma velikost 3395 bp a zahrnuje cast
genu nad2, kompletni geny trnW, trnC, trnY, mtCOl, trnL, mtCOll, trnK, trnD a ¢astecnou
sekvenci genu atp8.

Dlavodem, proc¢ jsem se v diplomové praci zamérfila na vytvoreni sekvence mnohem
delsi, nez uvadéji Grapputo et al. (2005), Przybylska et al. (2014), Crossley et al. (2019), byl
predpoklad, Ze ve vyrazné delsi sekvenci je mnohem vyssi pravdépodobnost nalezeni SNP,
které by mohly byt dikazem genetické variability mitochondridlniho genomu mandelinky
bramborové v Ceské a Slovenské republice. Tato hypotéza se viak nepotvrdila. Pfestoze jsem
pro analyzy pouzila jedince ze vzdalenych lokalit Ceské a Slovenské republiky (Tabulka 1),
nebyl nalezen Zadny sekvenéni polymorfismus. Lze tudiz pfedpokladat, ze skutecné plati
zavéry, které vyslovili Grapputo et al. (2005), Ze evropské subpopulace mandelinky
bramborové jsou z hlediska mitochondridlni DNA uniformni. To, Ze byla ziskdna sekvence
mitochondridlni DNA o velikosti 3395 bp, byl dle mého nazoru velice duleZity vysledek a to
zejména pro provedeni fylogenetické analyzy. Ta bude diskutovdana v samostatné
podkapitole diplomové prace.

Pro hodnoceni haplotypové variability mandelinky bramborové v Evropé a v Americe
vSak tento vysledek bohuzel nepfinesl pfilis dalSich novych informaci. Co je toho pficinou? Ve
své praci jsem sice podala dlkaz o tom, Ze Ceské a slovenské subpopulace mandelinky
bramborové predstavuji z hlediska 3395 bp sekvence jediny identicky haplotyp, ale pokud
budu chtit porovnat tato vyrazné robustnéjsi molekularni data s doposud publikovanymi
informacemi o haplotypech mandelinky bramborové, tak je nezbytné redukovat ziakana
sekvencni data na pouze ty oblasti mitochondridlniho genomu, které byly jiz publikovany.
Proto bylo nezbytné ziskand data redukovat na oblast o velikosti 544 bp, kterou pouzili pro
popis haplotypl Grapputo et al. (2005) a Crossley et al. (2018) a Crossley et al. (2019).
Z hlediska doposud publikovanych haplotypt mandelinky bramborové tudiz nemohl byt
potencial mnou ziskané sekvence plné vyuZit. Pfesto mohu jednoznaéné konstatovat, Ze
alespon porovnatelnd c¢ast mnou ziskané sekvence o velikosti 544 bp vykazovala plnou
sekvencni identitu s haplotypy uvedenymi v mezinarofni nukleotidové databdazi NCBI pod
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Cisly AJ884950.1 (Grapputo et al. 2005), MK605457.1 (Crossley et al. 2019), MK605452.1
(Crossley et al. 2019) a KY607432.1 (Crossley et al. 2018). Tyto vySe uvedené publikované
haplotypy jsou charakteristické tim, Ze jsou povazovany za jediné v Evropé se vyskytujici.
V diskuzi bych rdda uvedla i dalsi dle mého nazoru dulezity fakt, na zakladé kterého byly
vybrany svétové haplotypy pro mnou provedenou haplotypovou analyzu.

V metodické casti prace uvadim, Ze pro detekci haplotypd a pro hodnoceni
haplotypové diverzity byl pouzit program DnaSP 6 (Rozas et al. 2017). Tento program odhalil,
Ze u nékterych publikovanych haplotypovych sekvenci jsou prezentovany symboly
degenerovanych nukleotid( jako je napfiklad R (A nebo G). Takovéto haplotypy byly
z analyzy vylouceny. Obecné je predpokldadano, Ze mitochondridlni genom je dédén po
matce a predstavuje teoreticky jedinou identickou sekvenci molekuly DNA (Hutchison et al.
1974; Giles et al. 1980). Co mohlo byt pficinou takovéto variability publikovanych haplotyp(?
Jednim z moznych vysvétleni je chybovost ¢i kontaminace sekvenaéni reakce. Soucasné ale
nelze vyloucit situaci, kdy sekvenovany jedince mohl byt postizen de novo vzniklou
kontaminaci mitochondridlniho genomu a mohlo dojit kjevu oznacovanému jako
heteroplazmie (Rose at al. 2007). Vzhledem k tomu, Ze jsem si nemohla byt jistd skute¢nou
pfi¢inou tohoto jevu, byly tyto haplotypy z analyzy vylouceny a v pfiloze | diplomové prace
jsou uvedeny pouze haplotypy jejichz sekvence obsahuje standartni nukelotidy (A, T, G, C).

Z manuélniho vyhodnoceni viech sekvenovanych amplikond mandelinek z Ceské
a Slovenské republiky jsem se se situaci teoreticky moZzné heteroplazmie nesetkala. V diskuzi
bych rada zminila jednu z dalSich moZnych pficin, proc byly ziskany zcela identické 3395 bp
dlouhé fragmenty mtDNA. Timto faktorem je pocet sekvenovanych individui (34 jedinct).
Grapputo et al. (2005) i Przybylska et al. (2014) hodnotili vyssi pocty jedinct z mnohem
vzdalenéjsich lokalit (vybrané staty Evropy a USA, a rovhomérné rozmisténd mista v celém
Polsku). Divodem, proc¢ ve své praci hodnotim ceské a slovenské subpopulace mandelinky
bramborové (Tabulka 1) je napojeni diplomové prace na grantovy projekt, ktery je zaméren
pravé na tyto lokality. Dalsim z faktord jsou i limitujici finanéni moznosti. Mnou provedena
oproti vyrazné kratsSim sekvencim, které vyhodnocovali Grapputo et al. (2005), Przybylska et
al. (2014), Crossley et al. (2018), Crossley et al. (2019). Tito autofi ziskali sekvence s pouzitim
jediného primerového paru. To znamena, sekvenovali jediny amplikon. Pro ziskani mych
reprezentativnich sekvenci o velikosti 3395 bp bylo nutné osekvenovat pét vzajemné se
prekryvajicich amplikona (Tabulka 7).

6.4 Fylogeneticka analyza

Z fylogenetického stromu uvedeného na obrazku 11 vyplyva, Ze celd Cceled
Chrysomelidae je monofyleticka. Stejné zavéry vyslovili rovnéz Nie et al. (2019), ktefi pro své
analyzy také poutZili sekvence mitochondridlniho genomu. Tito autofi rovnéz wvyslovili
hypotézu, Ze podceled Alticinae je sesterskd k podceledi Galerucinae. Na fylogramu
(Obrazek 11), neuvadim taxonomické ¢lenéni do podceledi, ale do tribl. Z fylogenetického
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stromu je patrné, Ze tribus Alticini je sestersky vici skupiné tribl obsahujici rovnéz tribus
Galerucini.

Celed Bruchidae se ze stromu uvedeného na obrazku 11 jevi jako sesterska k ¢eledi
Chrysomelidae. Celed Cerambycideae je dle provedené analyzy sesterskou celedi ke
spolecnému predkovi, ktery dal vzniknout celedim Chrysomelidae a Bruchidae.
Z fylogenetického stromu je rovnéz patrné, Ze rfada tribl nevykazuje monofyleticky charakter
a jednd se zfejmé o syntetické taxonomické skupiny. Tento zdvér se tykd napfiklad tribu
Alticini, do kterého jsou zarazeny druhy odvozené od dvou rlznych spolecnych predkd.
Polyfyleticky plvod je z fylogramu patrny rovnéz pro skupinu tribG Luperini, Galerucini
a Chrysomelini. U tribu Chrysomelini je ndzornym pfikladem druh Gastrolina depressa, ktera
je taxonomicky zarazena do tribu Chrysomelini, ale z hlediska provedené fylogenetické
analyzy vykazuje spole¢ného predka s tribem Galerucini. Tento vysledek potvrdili rovnéz
(Wang & Tang 2018).

Zajimavym zjisténim je, Ze obdobnou strukturu fylogenetického stromu celedi
Chrysomelidae zjistili Nie et al. (2019), pfestoZe pro své analyzy pouZili odliSna molekuldrni
data a vyhodnotili je odliSnym zplUsobem. Vyhodnocovali sice sekvence mitochondridlniho
genomu, které ale rozdélili na sekvence kddujici proteiny a sekvence kédujici molekuly tRNA.
Tato odliSna molekuldrni data byla Nie et al. (2019) hodnocena pomoci dvou odliSnych
datasetll. Prvni dataset byl tvofen patndacti tRNA geny a pro tvorbu fylogenetického stromu
byla pouZita metoda RAXML (Randomized Axelerated Maximum Likelihood). Druhy dataset
predstavoval sadu tfinacti genl kddujicich polypeptidové fetézce. Fylogeneticky strom byl
sestaven na zakladé Bayesovské statistiky pomoci programu PhyloBayes.

Fylogeneticky strom, ktery jsem konstruovala v rdmci diplomové prdace, na rozdil od
téchto autorll vyhodnocoval polymorfismy tRNA i strukturnich genl soucasné. Pres zcela
odlisny pfistup k vyhodnoceni dat byly ziskany fylogenetické stromy s obdobnou strukturou
Celedi Chrysomelidae. Pro zajimavost Nie et al. (2019) poutZili jako outgroupové sekvence
¢asti mitochondridlniho genomu brouku celedi Cerambycidae, ktefi v mé analyze fungovali
jako hodnocené taxony. Presto se vobou odliSnych analyzdch prokdzalo, Ze celed
Cerambycidae je sesterska s Celedi Chrysomelidae. Z fylogenetického stromu (Obrdzek 11)
rovnéz vyplyvd, Ze zpohledu analyzovanych mitochondridlnich genl se mandelince
bramborové jevi jako nejpodobnéjsi rod Chrysolina. Rod Chrysolina v sobé rovnéz zahrnuje
bylozravé brouky schopné letu a s ovalnym tvarem téla. Jednd se o rod s kosmopolitnim
rozsirenim v celém mirném pasmu Eurasie.

Garin et al. (1998) se rovnéz vénovali variabilité mitochondrialni DNA rodu Chrysolina
ale pouze na mezidruhové Urovni. Fylogeneticky vztah s L. decemlineata bohuzel nebyl
témito autory hodnocen. Prfes mnou zjisténou fylogenetickou podobnost mezi rody
Leptinotarsa a Chrysolina je nutné upozornit na urcité odliSnosti, které zminuji napf. Garin et
al. (1998). Zaprvé se jednd o odlisSnosti ve spektru hostitelskych rostlin, dalSim odliSnym
znakem je, Ze rtada zastupch rodu Chrysolina je typickd jednobarevnymi metalicky
zbarvenymi krovkami.
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6.5 Pohlavni dimorfismus mandelinky bramborové a moznosti
identifikace pohlavi

U dospélctd mandelinky bramborové je na zakladé morfologickych rozdil( v utvareni
zadecku moziné makroskopicky odliSit samicku od samecka, jak bylo popsané v kapitole
3.3.3.1 Morfologické rozdily mezi sameckem a samickou, ktera vychazi ze ¢lanku Khidhir
a Mustafa (2018). Diky tomu bylo mozné urcit pohlavi adultnich jedinca, a ziskat tak kolekce
referen¢nich adultnich jedinct se znamym pohlavim. Spolehlivost této morfolofgické metody
ur¢eni pohlavi byla jesté orientacné ovérena vypreparovanim samcich a samicich gonad
u vybranych jedincl. Vzhledem k tomu, Ze diplomova prace neni primarné zamérena na
studium reprodukénich orgdnl mandelinky bramborové, nebyly vysledky pitvy mrtvych
samcich a samicich jedinch zafazeny do vysledkl. Kazdopddné musim konstatovat, Ze
pfitomnost daného typu gondd byl v pIné korkondanci s hodnocenim pohlavi podle metodiky
publikované Khidhir a Mustafa (2018). Teoreticky sice bylo moiné provét preparaci
u kazdého z hodnocenych jedincd, ale tento zplsob by vyrazné zvySoval ¢asové naroky na
pfipravu materidlu a soucasny zasah do intaktnich jedinct by mohl rovnéz zvysit i riziko
kontaminaci béhem izolace DNA.

Navrzeny zpUsob identifikace pohlavi mandelinky s vyuZitim relativni kvantifikace
diploidné a hemizygotné zaloZenych genl je moZné povaZovat za origindlni pfistup. Pfi
studiu dostupnych publikovanych informaci se mi nepodafilo nalézt Zadny obdobné
zaméreny védecky ¢lanek, ktery by se vénoval molekuldrni identifikaci larev s morfologicky
nerozliSenym pohlavim. Proto je velice obtizné zhlediska metodologického postupu
diskutovat ndmi navrzeny protokol i jeho vysledky. NavrZeny postup vychazi z obecného
principu qRT-PCR (Smarda et al. 2010; Perkins et al. 2012; Navarro et al. 2015; Domingues
2017), vyuzivajici interkalacni barvivo SYBRGreen. Tato metoda je standartné pouZzivana pro
hodnoceni exprese gen(, kdy hodnota Ratio A Ct porovnava expresi studovaného genu
s expresi takzvaného housekeepingového genu. V této standartni metodé jsou jako templat
pouzivany molekuly cDNA.

V diplomové praci jsem tento obecny princip qRT-PCR aplikovala na relativni
kvantifikaci genomické DNA u genu, které jsou v jaderném genomu mandelinky bramborové
prezentovany dvéma alelami u samicek a jednou alelou u sameckl. Vychozi hypotéza pro
tuto experimentalni ¢ast prace vychazela z frekventované publikovanych publikaci o genu
LdVssc1, byl fadou autorli (Hawthorne 2000; Clark et al. 2001; Kim et al. 2005) lokalizovan na
gonozomu X. Jako autozomalni gen, ktery zhlediska vypocétu Ratio A Ct pini funkci
housekeepingového genu (Rao et al. 2013), byl vybrdn gen kédujici rhodpsin
s predpokladanou autozomalni lokaci. Vzhledem k tomu, Ze pfi gRT-PCR dochazi v rdmci
jednoho cyklu k amplifikaci jak studovaného genu, tak i housekeepingového genu, bylo zcela
nezbytné primerové pary navrhnout tak, aby umoznovaly amplifikaci pozadovanych
produktl za identickych podminek. Proto jiz pfi navrhovani primerd byly pozadavky
nastaveny tak, aby délka primer(, hodnota Tm i velikosti amplikonl byly co nejpodobnéjsi.
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Soucasné byla provedena i bioinformatickd analyza, ktera potvrdila, Ze navrhované
primerové pary nalézaji jedine¢né misto v genomu mandelinky, kde mohou hybridizovat
s templatovou DNA. Tyto predpoklady byly ovéreny elektroforetickou separaci a Tm
analyzou, které indikovaly, Ze zvoleny gen LdVssc1 (Hawthorne 2000; Clark et al. 2001; Kim
et al. 2005) by mohl byt vhodnym kandidatnim genem pro navrhovani markerovacich
systémU. Obdobné vysledky potvrdily i vhodnost genu pro rhodopsin s podvojnym zalozenim
u obou pohlavi. Lalam (2006), Perkins et al. (2012) uvadéji, Ze pro stanovovani relativni
exprese genu s vyuZitim interkalacniho barviva SYBRGreen je nezbytné, aby porovndvané
geny vykazovaly identickou, nebo velice podobnou eficienci. JelikoZ jsem se v diplomové
praci nevénovala expresi genl, ale snazila jsem se dokazat rozdily v relativni kvantifikaci
u genl s podvojnym a hemizygotnim zaloZzenim, nebylo nutné optimalizovat cely protokol
z hlediska identity eficienci.

Pro volbu vhodného markerovaciho systému bylo dlilezité, aby jedinci samciho pohlavi
vykazovali pfiblizné 50% hodnoty Ratio A Ct oproti jedincim samiciho pohlavi. Sou¢asné bylo
pfihlédnuto ktomu, aby profil amplifikace daval vzniknout amplifikaénim kfivkam
standardniho tvaru a aby hodnoty Ct byly spolehlivé detekovatelné i pfi amplifikaci 20 ng
templatové reakci o objemu 10 pl. Pfi realizaci téchto experimentl jsem vychdzela
z obecnych pravidel pro gRT-PCR, kdy je jeden vzorek amplifikovan ve tfech technickych
replikatech (Smarda et al. 2010; Domingues 2017). Ddvodem tohoto postupu bylo ovéfeni,
zdali je navrzeny protokol reprodukovatelny. Ve vysledkové casti diplomové prace z divodu
vétsi prehlednosti neuvadim vstupni data A Ct u jednotlivych vzork( a jejich technickych
replikatl. Variabilitu technickych replikatd jsem statisticky nehodnotila, jelikozZ Fidici program
termocykleru LightCycler® Nano (Roche) tuto moznost nenabizi. Na zdkladé pouze vizudlniho
porovnani hrubych dat analyzy bylo moiné konstatovat, Ze rozdily mezi technickymi
replikaty byly minimalni a tudiz bylo moZné navrzeny protokol povazovat za vysoce
reprodukovatelny. Z tabulek 9 a 10 je patrna uréita variabilita hodnot Ratio A Ct u obou
markerovacich systému i u obou pohlavi. Rozdily mezi markerovacimi systémy AxL a ExL jsou
podle mého ndazoru zplsobeny jiz vyse diskutovanou eficienci. Kolisani hodnot Ratio A Ct
v ramci jednoho pohlavi a jednoho markerovaciho systému osobné povaZuji za nepfilis
vysoké a domnivam se, Ze tento fakt lze vysvétlit kvalitni genomickou DNA, ktera byla
ziskana za pouziti kitu NuceloSpin® Tissue Kit (Macherey-Nagel). Pro relativni kvantifikaci
nukleovych kyselin na zakladé SYBRGreen metody je vyrovnana kvalita analyzovanych
molekul DNA povaZovana za zcela nezbytny predpoklad (Lalam 2006; Perkins et al. 2012).
Mohu tudiz konstatovat, Ze zvolend metoda extrakce DNA byla provedena s pouzitim
spravného kitu a i to, Ze cely extrakéni protokol probéhl reprodukovatelné. Domnivam se, Ze
stari analyzovaného biologického materidlu sehrdlo rovnéz dulezitou roli pro izolaci kvalitni
genomické DNA. DNA byla extrahovana z hodnocenych jedinci ve velice kratké dobé (dny az
nékolik tydnt) po jejich sbéru a usmrceni.

Pro statistické vyhodnoceni schopnosti markerovacich systém( AxL a ExL odlisit
jedince samciho a samiéiho pohlavi byla pouZita diskriminaéni analyza doplnéna
o kanonickou analyzu. Tyto analyzy multivariacnich dat nachazeji Siroké vyuZziti v biologii
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(Marhold & Suda 2001). Pfi statistickém zpracovani jsem vychazela z predpokladu, Ze oba
navrzené markerovaci systémy se mohou liSit z hlediska jejich citlivosti pfi rozliSovani
pohlavi. Ve vysledkovych tabulkach 11 a 12 zamérné uvadim dva pfistupy k volbé vstupnich
dat. Prvni diskriminac¢ni analyza vychazi ztoho, Ze klarvdm jsem pfistupovala jako
k individuim s morfologicky neodliSitelnym pohlavim. Tento pfistup v sobé reflektuje pouze
morfologické stanovisko, ale z hlediska genetiky je chromozomalné pohlavi mandelinky
bramborové zalozeno jiz v zygoté a tudiz genetické rozdily mezi pohlavimi musi existovat i na
urovni larev rlznych vyvojovych stadii. Této situaci odpovidaji vysledky diskriminacni
analyzy. Groupovaci proménna larva musela nutné obsahovat data odpovidajici Ratio A Ct
sameckl i samicek.

Pro analyzy jsem pouZila ndhodné sesbirané larvy L4 generace na vrchnich listovych
patrech bramboru. Jednalo se o porost ranych odrid brambor tésné pred sklizni v srpnu
2019. Tomuto terminu odpovidal i stav rostlin, kdy zelené listy byly pfitomné pouze na
koncovych castech lodyh. Lokalita pro odbér larev i dospélci byla vybrana zamérné a to
z toho dlvodu, Ze porost brambor nebyl oSetfovan insekticidy. Ze srpnového terminu je
patrné, Zze se muselo jednat o larvy druhé generace (Rod et al. 2005; Zahradnik 2008).
Absence insekticidni ochrany byla dle mého néazoru i z dlivodu, Ze nedoslo k selekci v rdmci
hodnocené subpopulace. Vysledky markerovacich systému AxL a ExL, prokazaly, Ze kolekce
50 nahodné sesbiranych larev byla dostatecné velka pro podchyceni larev s predikovanym
sami¢im a samcéim pohlavim. PrestoZe tato prvni diskriminacni analyza nepotvrdila
statistickou prikaznost ani jednoho z markerovacich systéma pro predikci pohlavi, kanonicka
analyza podala jasny dlikaz o tom, Ze anonymni skupina larev (bez predikovaného pohlavi)
byla distribuovana do dvou vizualné odlisnych shluk, které odpovidaji shlukim referencnich
samicich a samcich genotyp0.

Pro druhou diskriminacni analyzu jsem zamérné vyuzila vysledk( markerovacich
systémU. Predpokladal jsem, Ze oba dva markerovaci systémy jsou schopny jednoznacné
odliSit jedince podle pohavi, a proto jsem vstupni data larev kategorizovala na 2 skupny
(larvy samicky a larvy samecka). Takto zpracovanad vstupni data jiz vykazovala u groupovacich
skupin (adultni samicka, adultni samecek, larva samicka a larva samecek) vyrazné vyssi
homogenitu. Diskriminaéni analyza potom jasné potvrdila, Ze oba markerovaci systémy
predstavovaly vyrovnané citlivé diskriminacni faktory pro odliseni pohlavi u mandelinky
bramborové (Tabulky 9 a 10).

Ve vysledkové casti diplomové prace zdmérné uvadim i Graf 2, ktery je vysledkm
druhého typu diskriminacni analyzy. RozloZeni jednotlivych bod(i do dvou prostorové
oddélenych shlukl je zcela identické jako u Grafu 1. Z Grafu 2 je vSak patrné, Ze nezbytna
podminka pro prlkaznost diskriminacni analyzy (uvadét larvy s predikovanym pohlavim)
jasné rozdélila larvy samciho a samiciho pohlavi, které priradila adekvatnim zplsobem
k referencnim adultnim jedincim. V predchozi ¢asti diskuze jsem se zminila o velikosti vzorku
hodnocené subpopulace (50 larev). Predpokladala jsem, Ze v takovémto vzorku podchytim
larvy samciho a samiciho pohlavi. Vzhledem k chromozomdlnimu zplsobu uréeni mandelinky
bramborové (Hawthorne 2000) bylo mozné ocekavat, Ze v populaci na urovni larev bude

60



pomér mezi samecky a samickami 1:1. PfestoZe sbirané larvy pochazely z trst brambor rdzné
od sebe vzddlenych a zcela jisté se nejednalo o sourozence, bylo i vtomto randomizovaném
vzorku statisticky potvrzeno, e pomér samidich a saméich larev byl na zakladé x* testu
povazovan za shodny socfekdvanym pomérem 1:1. Domnivdm se, Ze i tento vysledek
demonstruje spolehlivot navrienych markerovacich systém(. V zdvéru této ¢asti diskuze
bych rada uvedla, Ze byly navrieny dva markerovaci systémy zaloZzené na exonovém a
intronovém amplikonu genu LdVsscl (Hawthorne 2000; Clark et al. 2001; Kim et al. 2005).
Oba dva markerovci systémy fungovaly jednoznaéné a reprodukovatelné, proto jsem se jiz
nezabyvala navrhovanim dalSiho markerovaciho systému umoznujiciho predikovat pohlavi
mandelinky. Vzhledem k tomu, Ze mnou provedena vyhleddvaci studie identifikovala v ramci
celogenomického sekvenacéniho projektu AYNBO2 (Murali et al. 2017) ,scaffold“ sekvenci
lokalizovanou na ggonozomu X bylo by moziné navrhnout i dalsi markerovaci systémy
vychdzejici z jinych gonozomalné lokalizovanych gen(, nez byl gen LdVssc1.
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7 Zaveér
Zavéry, které byly ziskany pfi rfeSeni diplomové priace je moino formulovat jako
odpovédi na vyslovené hypotézy:

e Bioinformaticka analyza zaloZzend na alignmentu vybranych oblasti mtDNA brouku
Celedi Chrysomelidae potvrdila, Ze v téchto oblastech lze nalézt uUseky s pomérné
vysokou sekvencni homologii. Tento vysledek byl aplikovan pfi navrhovani
primerovych parl pro prvotni sekvenaci. Degenerované primery bylo nezbytné pouzit
pouze ve dvou pfipadech. Primarni amplikony byly Uspésné osekvenovany a daly
vznik konsensus sekvenci pro navrZeni druhové specifickych primerl. Na zacatku
feSeni prace jsem predpokladala osekvenovani pouze ¢asti mtCOI a mtCOIl. Vzhledem
k uspésnosti prvnich sekvenaci byla oblast sekvenované mtDNA mandelinky rozsifena
o dalsi geny. Je mozné konstatovat, Ze prvni hypotéza byla potvrzena.

e Druha védeckd hypotéza predpokladala z dlvodu efektu zakladatele nizkou
vnitrodruhovou variabilitu studované oblasti mtDNA mandelinky. Tato hypotéza byla
zcela jasné potvrzena. PrestoZe jsem pro hodnoceni haplotypl pouzila sekvenci
priplizné 2,9 krat delSi nez ostatni autofi, nepodafilo se mi zjistit v ¢eskych
a slovenské subpopulaci Zadné SNP. Mohu tudiz konstatovat, Ze z pohledu
hodnocené ¢asti mtDNA vsechny vzorky odpovidaly jednomu haplotypu, ktery byl
shodny s publikovanymi daty.

e Béhem freSeni diplomové prace byla zaskdna sekvence vybrané oblasti mtDNA
mandelinky o velikosti 3395 bp. Tato sekvence byla pouzZita pro in silico
fylogenetickou analyzu hodnotici celkem 69 druhl brouk( z rGznych celedi. ML
metoda (model GTR+G+l) potvrdila monofyleticky plivod celedi Chrysomelidae. Byl
zjiStén nesoulad mezi zarazenim nékterych druhd do syntetické taxonomické
jednotky tribus a vysledky molekularni analyzy. Sekvenéné nejvyssi podobnost byla
u mandelinky bramborové zjisténa s rodem Chrysomela.

e Pro studium variability populaci mandelinky na Urovni larev je dlezité mit informace
o jejich pohlavi. Vzhledem k tomu Ze larvy madelinky nevykazuji znaky pohlavniho
dimorfismu, byly navrZzeny dva markerovaci systémy fungujici na principu gRT-PCR.
Jako gen lokalizovany na gonozomu X byl navrZzen gen LdVsscl a referencnim
autozomadlnim genem byl gen kédujici rhodopsin. Statickymi analyzami (diskriminacni
analyza a kanonickd analyza) bylo prokdzdno, Ze oba dva navrené markerovaci
systému dokazaly statisticky vyznamné odlisit jedince samic¢iho a samciho pohlavi.
Pomér mezi larvami samic¢iho a samciho pohlavi odpovidal poméru 1:1. Tento
vysledek byl potvrzen neparametrickym x° testem.
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Béhem reSeni diplomové prace byly ziskany dva zcela orginalni vysledky. Prvnim
ysledkem je cilené ziskané sekvence mtDNA, kterd nebyla doposud publikovana. Domnivam
se, mé pilotni vysedky by bylo vhodné do budnoucno doplnit a ziskat kompletni sekvenci
mtDN madelinky véetné editace genu.

Druhym originalnim vysledkem bylo navrzeni gRT-PCR markerovacich systému pro
identifikaci pohlavi. Domnivam se, Ze by bylo vhodné tento navzeny protokol aplikovat i na
dalsi vyvojové stupné larev a na genomickou DNA extrahovanou jinymi postupy. Vhodné
bybylo rovnéz vyhdnotit moznost aplikace digitdlni kapickové PCR pro absolutni kvantifikaci
amplikond. V soucasné dobé existuji u hmyzu studie zamérené na hodnoceni exprese genl
zodpovédnych za diferenciaci gondn nebo za prechod jedincli do diapauzy. Myslim si, Ze by
bylo zajimavé provést obdobné studie i u mandelinky bramborové.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolt

A adenin

AFLP délkovy polymorfismus amplifikovanych fragment(
ATL  lyzacni pufr pouzivany pfiizolaci DNA

ATP  adenosintrifosfat

atp8 podjednotka 8 ATPazové pumpy

BIC Bayesian Information Criterion

bp base pair

C cytosin

COl  podjednotka 1 cytochrom c oxidazy

COll  podjednotka 2 cytochrom c oxidazy

Ct cycle of treshold

CTAB Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide

CZU  Ceska zemé&délska univerzita

ddATP dideoxyadenintrifosfat

ddCTP dideoxycytosintrifosfat

ddGTP dideoxyguanintrifosfat

ddNTP dideoxynukleotidtrifosfat

ddTTP dideoxythyminfosfat

dNTP deoxynukleotidtrifosfat

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA kyselina ethilendiamintetraoctova

G guanin

GTR+G+I metoda pro vypracovani fylogenetického stromu
ML maximalni pravdépodobnost (angl. maximum likelihood)
mt mitochondridlni

nad2 podjednotka 2 Nikotinamidadenindinukleotid dehydrogenazy
NCBI National Center for Biotechnology Information
PCR  Polymerase Chain Reaction

gRT-PCR guantitative Real-time PCR

RFLP  Restriction Fragment Lenght Polymorphism

SNP  Single Nucleotide Polymorfismus

T thymin

TBE  Tris-borat-EDTA

tRNA transferova ribonukleova kyselina

trnC  tRNA - cystein

trnD  tRNA - kyselina asparagova

trnK  tRNA - lyzin

trnL  tRNA - leucin

trnW tRNA - valin

trnY  tRNA —tyrozin
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Q symbol pro samicku

48 symbol pro samecka

A260/A280 pomér absorbanci pfi vinové délce 260 a 280 nanometru
A260/230 pomér absorbanci pti vinové délce 260 a 230 nanometri

Vi variacni koeficient
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10 Samostatné prilohy

Priloha |

Prehled haplotypti madelinky bramborové

Nasledujici haplotypy byly vytvorfeny na zdkladé variability 544bp dlouhé sekvence

mtDNA mandelinky bramborové pomoci programu DnaSP 6 (Rozas et al. 2017). Autory

haplotypUl oznacenych Cisly databaze NCBI jsou Grapputo et al. (2005), Crossley et al. (2018)

a Crossley et al. (2019). Haplotyp 1 CZU v Praze byl ziskan pfi feSeni diplomové prace.

Hap_1:

6 [AJ884950.1 MK605457.1
MK605452.1 KY607432.1
Haplotyp 1 CZU v Praze

AJ884950.1

Hap_25

11 [KY607489.1]

Hap_49:1 [KY607457.1]

Hap_2: 1 [KY607513.1] Hap_26: 1 [KY607488.1] Hap_50: 1 [KY607456.1]

Hap_3: 1 [KY607512.1] Hap_27: 1 [KY607487.1] Hap_51: 2 [KY607455.1 AJ884951.1]
Hap_4: 1 [KY607511.1] Hap_28: 1 [KY607486.1] Hap_52: 2 [KY607454.1 AJ884952.1]
Hap_5: 1 [KY607510.1] Hap_29: 1 [KY607485.1] Hap_53: 2 [KY607453.1 AJ884953.1]
Hap_6: 1 [KY607509.1] Hap_30: 1 [KY607484.1] Hap_54: 2 [KY607446.1 AJ884960.1]
Hap_7: 1 [KY607508.1] Hap_31: 1 [KY607483.1] Hap_55: 2 [KY607445.1 AJ884961.1]
Hap_8: 1 [KY607507.1] Hap_32:1 [KY607482.1] Hap_56: 2 [KY607444.1 AJ884962.1]
Hap_9: 1 [KY607506.1] Hap_33:1 [KY607481.1] Hap_57: 2 [KY607443.1 AJ884963.1]
Hap_10: 1 [KY607505.1] Hap_34: 1 [KY607480.1] Hap_58: 2 [KY607442.1 AJ884964.1]
Hap_11: 1 [KY607504.1] Hap_35: 1 [KY607479.1] Hap_59: 2 [KY607441.1 AJ884965.1]
Hap_12: 1 [KY607503.1] Hap_36: 1 [KY607478.1] Hap_60: 2 [KY607440.1 AJ884966.1]
Hap_13: 1 [KY607502.1] Hap_37: 1 [KY607475.1] Hap_61: 2 [KY607439.1 AJ884967.1]
Hap_14: 1 [KY607501.1] Hap_38: 1 [KY607474.1] Hap_62: 2 [KY607438.1 AJ884968.1]
Hap_15: 1 [KY607500.1] Hap_39: 1 [KY607473.1] Hap_63: 2 [KY607437.1 AJ884969.1]
Hap_16: 1 [KY607499.1] Hap_40: 1 [KY607471.1] Hap_64: 1

[KY607436.1]
Hap_17: 1 [KY607498.1] Hap_41: 1 [KY607470.1] Hap_65: 1
[KY607433.1]

Hap_18: 1 [KY607496.1] Hap_42: 1 [KY607469.1] Hap_66: 2 [KY607452.1 AJ884954.1]
Hap_19: 1 [KY607495.1] Hap_43: 1 [KY607468.1] Hap_67: 2 [KY607451.1 AJ884955.1]
Hap_20: 1 [KY607494.1] Hap_44: 1 [KY607467.1] Hap_68: 2 [KY607450.1 AJ884956.1]
Hap_21: 1 [KY607493.1] Hap_45: 1 [KY607466.1] Hap_69: 2 [KY607449.1 AJ884957.1]
Hap_22: 1 [KY607492.1] Hap_46: 1 [KY607464.1] Hap_70: 2 [KY607448.1 AJ884958.1]
Hap_23: 1 [KY607491.1] Hap_47: 1 [KY607463.1] Hap_71: 2 [KY607447.1 AJ884959.1]

Hap_24

1 [KY607490.1]

Hap_48

11 [KY607462.1]







