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Popula¢ni struktura mandelinky bramborové v

Ceské republice

Souhrn

Mandelinka bramborova (Leptinotarsa decemlineata, Say) je vazny Skidce rostlin lilku
bramboru (Solanum tuberosum). Za situace slabnoucich u¢inkti chemické kontroly je vénovana
vys$i pozornost postuptim integrované ochrany rostlin. Popsani genetické struktury populaci
tohoto brouka na nasem tizemi je nezbytnou souc¢asti fady ucinnych preventivnich a kurativnich

opatfenti.

Pomoci optimalizovaného panelu 9 mikrosatelitnich markerit bylo testovano 502
jedincti mandelinky bramborové pochazejicich ze 14 lokalit Ceské republiky a z jedné lokality
ze Slovenska. Dvé ¢eské lokality, Travcice A, Travéice B, pak byly specifické tim, ze jedinci

reprezentovali potomstva dvou ndhodné vybranych matek.

Na zaklad¢ tohoto optimalizovaného panelu lokusi byl stanoven primérny pocet alel
na lokus jednotlivych populaci (N) [pramér: 3,22+0,48], mira o¢ekavané heterozygotnosti (He)
[pramér: 0,52+0,07], zjisténé heterozygotnosti (Ho) [pramér: 0,44+0,08], fixacni index
jednotlivych populaci (F) [pramér: 0,164+0,098], koeficient inbreedingu uvnitt populaci (Fis)
[pramér 0.148], koeficient inbreedingu napii¢ populacemi — Fst [pramér: 0,071+0,043] a
Geneticka distance (D) [pramér: 0,088+0,048]. Byla provedena analyza molekularni variance
AMOVA a analyza hlavnich koordinat PCoA.

Na zéklad¢ zjisténych vysledki je moZzné konstatovat, Ze uvnitt populaci existuje
vyznamna geneticka diference. Zarovei je vSak také mozné konstatovat, Ze vzajemna diference
jednotlivych populaci doposud nedosahla takové tirovn€, aby bylo mozné na nasem tuzemi

hovofit o existenci raznych populacnich klastri.

Kli¢ova slova: mandelinka bramborova, Leptinotarsa decemlineata, mikrosatelitni

DNA, geneticka diverzita, populacni genetika.



Population structure of Colorado potato beetle in the

Czech Republic

Summary

The Colorado potato beetle (Leptinotarsa decemlineata, Say) is a serious pest of the
potato crop (Solanum tuberosum). It is necessary to develop new ways of integrated plant
protection of potatoes because of the fading effectivity of chemical control. Describing the
genetic structure of this pest can be a very useful tool for a lot of preventive or curative

measures.

In this thesis we use an optimized panel of 9 microsatellite markers for testing 502
samples of the Colorado potato beetle. The beetles’ samples were collected from fourteen
localities in the Czech Republic and from one locality in Slovakia. Two of the Czech localities
(Travcice A, Travcice B) are specific because they represent two families of two independent

mothers.

On the basis of the analysis of these samples we obtained these results: The mean
number of alleles per locus of each population [3.22+0.48], expected heterozygosity (He) [mean
0.52+0.07], observed heterozygosity (Ho) [mean 0.44+0.08], the mean number of fixation
index across the population (F) [mean 0.164+0.098], and the inbreeding coefficient within the
population (Fis) [mean 0.148]. We also observed relations among the population using the
inbreeding coefficient among the population (Fst) [mean 0.071+0.043], and Nei’s genetic
distance coefficient D‘[mean 0.088+0.048]. We done also analyses of molecular variance
AMOVA and PCoA.

On the basis of these results we can say that there is a demonstrable differentiation
between the beetles within the populations. On the other hand, we cannot say that the
differentiation among the population is so conclusive that there would be more than one

population cluster.

Keywords: Colorado potato beetle, Leptinotarsa decemlineata, short tandem repeats,

genetic diversity, population genetic.
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1 Uvod

Mandelinka bramborova je nejvyznamnéjSim hospodarskym Skidcem porosti lilku
bramboru (Solanum tuberosum), ktery pii vétsim vyskytu na polich piisobi holoziry a snizeni

vynosu hliz az o desitky procent.

Problém s chemickou kontrolou tohoto $ktidce je zptsoben vznikem rezistence jedinct
na ruzné druhy ucinnych latek insekticidni ochrany. Jednou z logickych cest feSeni tohoto
problému je kladeni akcentu na nechemicky zptisob ochrany, coz v praxi znamena maximalni

uziti postupil integrované ochrany rostlin a postupii biologické ochrany rostlin.

Vyznamnou soucasti u¢inné integrované ochrany rostlin lilku bramboru je znalost
genetické struktury populace mandelinky bramborové na nasem uzemi, kterd umozni
pochopeni migraénich tras téchto broukl, rozdilnost v ucinnosti chemické ochrany ale i

zatazeni lokalni populace do celosvétového kontextu v boji s timto Sklidcem.

Genetickou variabilitu mezi jednotlivymi populacemi lze detekovat napiiklad
porovnanim vybranych morfologickych znakid, pomoci testovani mitochondrialni DNA ale i
detekci diferenci v jaderné DNA. V této praci byly populace charakterizovany na zakladé

tandemovych repetic U vybranych lokusti mikrosatelitni, jaderné DNA.

Tato prace vznikla vsouvislosti s grantem Ministerstva zeméd€lstvi ,,Inovace
integrované ochrany brambor proti mandelince bramborové zalozené na novych poznatcich
genetickych a biologickych charakteristik®, ktery probiha v létech 2019-2023 pod
identifika¢nim kodem QK1910270.



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Védecka hypotéza

e Existuje genetickd variabilita vybranych mikrosatelitnich lokusii uvnité populaci
mandelinky bramborové v Ceské republice.
e Existuje geneticka variabilita vybranych mikrosatelitnich lokusti mezi populacemi

mandelinky bramborové v Ceské republice.

2.2 Cile prace

e lzolace DNA ze vzorkl odebranych broukti zakladajicich generaci z rtiznych lokalit.
e Optimalizace panelu mikrosatelitnich markert.
e Charakterizace genetické diference skuidce optimalizovanym panelem.

e Zpracovani vysledku a jejich interpretace v souvislosti s ptedlozenou hypotézou.
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3 Literarni reSerse

3.1 Lilek brambor (Solanum tuberosum)

Lilek brambor je rostlina z ¢eledi lilkovitych (Solanaceae), jejiz podzemni oddenkové
hlizy jsou vyznamnym zdrojem sacharidd, vitaminti a mineralt v lidské vyzivé. Vreugdenhil
(2011) také uvadi vyznam této zeleniny pii redukénich dietach, pro jejich nizkou energetickou
hodnotu (72-75 kcal/100 @), avSak za podminek maximalni snahy o snizovani hodnoty
glykemického indexu brambor (napf. vafenim ve slupce, v pafe, kombinaci s vhodnymi

potravinami, jako je ¢edar, fazole aj.).

Brambory (175g) Téstoviny (230 g)  Ryze (180 g)

Cena na 1 porci 17p 20p 21p
Energeticka hodnota 126 kcal 198 kcal 248 kcal
Uhlohydraty 279 43¢ 56 g

Tuky 0.17¢g 115¢g 2.99¢
Proteiny 3.15¢ 6.9¢g 4689
Vlaknina 2.19g 2079 0.18¢
Vitamin C 0.5mg neobsahuje neobsahuje
vitamin B6 0.58 mg 0.023 mg 0.13mg
Kys. listova 45.5 ug 6.9 ug 7.2 ug

Tabulka 1: Porovnani nutricnich hodnot novych brambor vaienych ve slupce, varené ryZe a varenych téstovin

(British potato council 2004 b - Market Information and Statistic, in Vreugdenhil, 2011)
3.1.1. Historie péstovani brambor

Smith (2012) a Reader (2009) uvadi, ze brambory byly domestikovany pted okolo 8000
lety v oblasti centralnich And v okoli jezera Titicaca na izemi dne$ni Bolivie a Peru. Piiblizné
v roce 1570 pak byly ptivezeny do Evropy a v roce 1620 i na tizemi dne$ni USA. Jako zdroj
potravy byly brambory, mimo oblast Jizni Ameriky, pouzivany az od druhé poloviny 18. stoleti,

kdy doslo k jejich rozsifeni mezi obyvatelstvo.

Béhem poslednich let doslo k rapidnimu navySeni vynosi této plodiny. Vreugdenhil
(2011) uvadi, ze v roce 1960 se primérny vynos brambor ve Velké Britanii pohyboval okolo
23 tun na jeden hektar, pii¢emz okolo roku 2010 to bylo jiz vice jak 47 tun z jednoho hektaru.
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3.1.2. Odrudy a varianty péstovani

Existuje velka Skéla vlastnosti, kterymi se jednotlivé brambory mohou od sebe lisit.
Cermak (2019) v seznamu doporudenych odriid (SDO) uvadi v nasi zemi 119 registrovanych
odrid brambor, které se navzajem odliSuji na zakladé nékolika zakladnich faktort. Jako prvni
faktor diference je v tomto dokumentu uvadén termin sklizné, a to na kategorie: velmi rané,
rané, polorané a pozdni. Dal$imi sledovanymi znaky jednotlivych odrtd, dle SDO, jsou: vynos
hliz, vynos trznich hliz, Skrobnatost, odolnost vii¢i vybranym chorobam a sktidcim (had’atko

bramborové, rakovina brambor, virové choroby, plisen bramboru, atd...). Z pozice bézné¢ho

vvvvvv

Z hlediska hospodaiské produkce se dle aktualni Situac¢ni a vyhledové zpravy 2019
(Zizka 2019) brambory déli dle uZitkového sméru jejich péstovani. Zde rozlisujeme brambory
uréené k prodeji na ptimy konzum oznacené jako rané brambory, které je nutno sklidit do 31.

¢ervna, brambory ur¢ené na uskladnéni, Skrobové brambory a kone¢né brambory sadbové.
3.1.3. Péstovani brambor v Ceské republice a ve svété

Na tzemi dnesni Ceské republiky bylo v roce 2019 péstovano 28 894 ha brambor, coz
odpovida ptiblizné 1,2% celkové osevni plochy v nasi zemi. V porovnéni s ptedchozimi deseti
ro¢niky se jednd o mirné navyseni tohoto ¢isla, avSak ve srovnani s obdobim pted druhou
svétovou valkou, kdy péstebni plocha brambor dosahovala vice jak pil milionu hektarti, ¢i

s obdobim pred rokem 1989 je toto &islo nizké (CSU 2019).

Ve svété je situace ponckud odlisna. Plochy péstovani brambor se v celkovém pohledu
znatelné zvySuji. V roce 1989 byly dle dat FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations) brambory péstovany na vyméfe 18 104 210 ha. V roce 2017 to bylo jiz
19 302 642 ha, pticemz 50,4 % t&chto ploch pfinélezi Asii, 31,4 % nalezneme v Evropé, 11,4
% v Severni a Jizni Americe, 6,4 % v Africe a 0,4 % v Oceanii. Nejvétsim producentem
brambor je Cinské lidova republika s produkci témé&f 100 mil. tun, nasledovana Indii (49 mil.

tun), Ruskou federaci (30 mil. tun), Ukrajinou (22 mil. tun) a USA (20 mil. tun) (FAO 2019).
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3.2 Mandelinka bramborova

Mandelinka bramborova (Leptinotarsa decemlineata) neboli také kalifornsky brouk je
brouk z ¢eledi mandelinkovitych (Chrysomelidae), coz je tieti nejvétsi Celed” fadu brouci
(Coleoptera). Dospéli brouci jsou dle Alyokhin et al. (2013) piiblizné¢ 10 mm dlouzi, 7 mm
Siroci a povrch jejich krovek je zbarven bled¢ zlutou barvou s péti ¢ernymi pruhy. Predohrud’
(pronotrum) je pak mirn¢€ oranzové barvy s ¢ernymi skvrnami. Vaji¢ka jsou 1,5 mm dlouha a
meéni barvu ze zluté, kterd je patrnd po nakladeni, po oranzovou, se kterou se Ize setkat pred

vylihnutim.

Capinerea (2008) uvadi, Ze se jedna se o nejvyznamnéjsiho hospodarského skudce lilku
bramboru (Solanum tuberosum) na severni polokouli, kde ptisobi zna¢né $kody Zirem listd.
Ferro et al. (1985) uvadi, Ze tento zir miize zpusobit snizeni vynosu az o 30 % - 50 %. Dale také

pusobi zna¢né hospodarské Skody na rostlinach lilku vejcoplodého a dalSich rostlinach.

Mandelinka bramborova je stale povazovana za invazivniho Skidce. Lee (2002) tento
termin uziva obvykle v ptipad¢ zavlecenych, neptivodnich druhti do ekosystému, které maji

negativni vliv na biodiverzitu, lidské ekonomické aktivity ¢i na lidské zdravi.
3.2.1. Zivotni cyklus

Samicka, dle Tauber et al. (1986), klade vaji¢ka na spodni stranu listd, a to v koloniich
po 40-60 kusech. Po vylihnuti larvy poziraji listy (jedna larva konzumuje az 40 cm? listové
plochy do zakukleni). Larvy 4. instaru se zahrabou do zemé¢, kde se kukli a po 10 az 20 dnech
dochézi k lihnuti dospélcti. Imago je schopné poztit az 10 cm? listové plochy denné. V zavislosti
ve stadiu diapauzy. Vys$e zminéna fotoperioda, konkrétné delsi den, ma dle Tauber et al. (1988)

spole¢né s vyss§i primérnou denni teplotou vliv na vétsi aktivitu samicek pii kKladeni vajicek.

Mandelinka tedy pifezimuje jako dospélec v zemi. Lashomb et al. (1984) udava
nejcastéjsi hloubku pfezimovani v rozmezi 7,6 az 12,6 cm, coZ ji umoziuje piekonat nizké
zimni teploty. Dle Capinery (2008) se na jafe dospélci ze zemé& vynoii a zacinaji hledat
hostitelskou rostlinu, na které by se mohli zivit. Po n€kolika dnech od opusténi zimniho ukrytu
se jim vraci schopnost létat. Za vegetacni obdobi vytvareji mandelinky jednu az nékolik

generaci, coZ je zavislé na klimatickych podminkéch.
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3.2.2. Hostitelsky okruh

Capinera (2008) a Reader (2009) uvad¢ji, ze misto pivodu mandelinky se nachazi v
severni ¢asti Mexika a na jihozapadé USA, kde jejimi pavodnimi hostitelskymi rostlinami byly
rostliny z ¢eledi lilkovitych jako Buffalo bur (Solanum rostratum) ¢i lilek hlosinolisty (Solanum
elaeagnifolium). Capinera (2008) uvadi, ze jeji hostitelsky okruh je pomérné tzky a silné
omezeny na piiblizné¢ 20 druhd rostlin z ¢eledi lilkovitych (Solanaceae), kde vétsina zastupct
pochazi z rodu lilek (Solanum). Jednotlivé dalsi druhy, jako napfiklad blin ¢erny (Hyosciamus
niger), paprika seta (Capsicum annuum), tabak virzinsky (Nicotiana tabacum) pak pochazeji
z ostatnich rodu lilkovitych, avSak ne na vSech téchto rodech byla prokdzana schopnost
dokonceni vyvojového cyklu. Konkrétné za hlavni hostitele mandelinky, na kterych je schopna
se pln¢ reprodukovat, povazuje Hare (1990) a Hsiao (1978): lilek brambor (Solanum
tuberosum), lilek potméchut’ (Solanum dulcamara), lilek vejcoplody (Solanum melongena),
lilek karolinsky (Solanum carolinense), lilek trojkvéty (Solanum triflorum)a lilek leskloplody

(Solanum physalifolium).
3.2.3. Rozsirovani hostitelského okruhu

Casagrande (1985) uvadi, ze prvni popsany exemplai mandelinky bramborové z roku
1811 pochazi z rostlin Bufalo buru nalezeného na hranici mezi lowou a Nebrascou, avsak prvni
vyskyt na rostliné lilku bramboru (Solanum tuberosum) byl zaznamenan az v roce 1859
v Nebrasce, odkud se za¢ina sifit po USA. Lze tedy usoudit, Ze se populace mandelinky musela
pro zir na rostlinach bramboru pfizpusobit. Vyzkumy dle Mena-Covarrubias et al. (1996)
zkoumajici roz§ifovani hostitelského okruhu, potvrzuji tuto schopnost adaptability 1 v soucasné
dobé vzhledem ke vztahu k plevelnym rostlinam na ptikladu lilku kalifornského (Solanum

carolinense).

3.2.4. Celed lilkovitych a jejich vyznam pro mandelinku bramborovou (Leptinotarsa

decemlineata) u nas a ve svété

Lilkovité plevele mohou, dle Hortona et Capinery (1987), hrat pomérné zasadni roli
v zivotnim cyklu mandelinky. Pokusy odhalily skute¢nost, Ze populace mandelinek preferu;ji
pii kladeni vajic¢ek plevelné rostliny druhu Solanum sarrachoides vice nez rostliny kulturniho
lilku bramboru (Solanum tuberosum), coz je konkrétné spojené s tim, ze ve stejné lokalité
nalezneme v priméru na plevelnych rostlinach vice vajicek nez na rostlinach kulturnich. Dalsi

vyzkumy V této oblasti uvadéji, ze plevelné rostliny nejsou atraktivnéjsi potravou nez kulturni
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porosty lilku bramboru. Mena-Covarrubias et al. (1996) v této souvislosti provedl se svym
tymem pokus, ve kterém laboratorné chované mandelinky preferovaly potravu slozenou z listd
lilku karolinského (Solanum carolinense) a lilku bramboru (Solanum tuberosum) vice jak
samotné listy lilku kalifornského. Soucasn¢ vSak stejny vyzkum u tii populaci mandelinek
potvrdil hypotézu, ze larvy krmené na plevelnych rostlinach jsou vitalnéjsi nez larvy krmené
na rostlindch kulturniho lilku bramboru. Na druhou stranu larvy zivené na bramborach

dosahovaly vyssi primérné hmotnosti.
3.2.5. Vyznam lilkovitych pleveli v hospodarské produkci

Studium interakce mezi mandelinkou bramborovou a plevelnymi rostlinami je dilezité

z nékolika zasadnich davodu:

Prvnim diivodem, pfedlozenym ve vyzkumu Voss et Ferro (1992), je snizeni t¢innosti
opatieni stfidani plodin v osevnim postupu v insekticidni ochrané€, nebot’ plevelné rostliny

slouzi jako rezervoary mandelinek v dané lokalité.

Dalsim divodem, uvadénym dle Mena-Covarrubias et al. (1996), ktery souvisi
s ptedeslym bodem, je moZnost vzniku ohniskového napadeni porostu kulturni rostliny v okoli
plevelnych druhii na mistech, které se mohly vyhnout insekticidni kontrole. Jedné se zejména
o okraje pozemki, ¢i o mista, ktera nebyla oSetiena vlivem nedbalosti obsluhy postiikovace.
Vyzkumy u lilku kalifornského (Solanum carolinense) v této souvislosti prokazaly souvislost

mezi vyskytem tohoto plevelu a s tim spojenym zvySenim vyskytu mandelinky v dané lokalité.

Plevelné rostliny lilkovitych maji také, jak uvadéji Drummond et al. (1992), Horton et
Capinera (1987) a Capinera (2005), pozitivni funkci pfi udrzovani populaci mandelinek, které
slouzi jako hostitelské druhy pro jejich pfirozené neptatelé — parazitoidy, jako je naptiklad
Chrysomelobia labidomerae, Myiopharus aberrans ¢i Myiopharus doryphorae, ¢i pro jedince

citlivé k insekticidnimu oSetfeni.
3.2.6. Vyznam lilkovitych pleveli v Ceské republice

Z okruhu plevelnych hostitelit mandelinky bramborové, na kterych by byla schopna
reprodukce, miiZzeme v naSi zemi prokazateln€ hovofit o vyskytu jediného invazivniho
lilkovitého plevelu, a to o lilku leskloplodém (Solanum physalifolium). Prvni zminka, dle Ing.
Holce z Ceské zemédélské univerzity v Praze, o jeho vyskytu v Ceskoslovenské socialistické

republice pochazi z roku 1975, kdy byl objeven pobliz vlakové stanice v Pardubicich. V roce
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2006 byl pak jeho vyskyt prokazan jiz na deseti lokalitich CR a byl zafazen mezi invazivni
plevely (Holec et al. 2006).

Vlivem klimatickych zmén je, podle stejnych autorti, naSemu tizemi predikovan brzky
vyskyt lilku karolinského (Solanum carolinense), nebot’ podminky jsou na 37 % rozlohy naseho
statu pro tuto rostlinu ptihodné. V porovnani s ostatnimi zemémi centralni Evropy je vSak toto
¢islo pomérné nizké, nebot’ naptiklad v Mad’arsku je pro rozsiteni ptihodnych 100 % rozlohy a
Vv Polsku dosahuje toto ¢islo urovné 83,6 % (Follak et Strauss 2010). Invazivni rozsifeni tohoto
druhu by znamenalo nezanedbatelné problémy pro zemédélskou produkci hospodaisky
vyznamnych lilkovitych plodin. Data tohoto predikéniho vyzkumu jsou vSak jiz 9 let stard. V
nejnovejsi odborné literatute ovSem neni mozné dohledat jakoukoliv aktudlni zminku o vyskytu

tohoto plevele u nas, a tak musime povazovat tuto predikci za prozatim nenaplnénou.

3.2.7. Vyuziti mandelinky pri herbicidni ochrané porosti hospodarskych plodin vici

lilkovitym pleveliim

Metzger et al. (2008) prokazal pozitivni vliv pfirozené se vyskytujicich mandelinek jako
doplnék k herbicidnimu oSeteni porostii jarni pSenice, cibule, kukufice cukrové ¢i kukufice
konského zubu vici lilkovitym plevelim, jako jsou lilek trojkvéty (Solanum triflorum), lilek
leskloplody ¢i plevelnym brambortim. Mandelinka, pii spravném nacasovani pted ¢i po aplikaci
herbicidu, miize svym zirem hostitelskych plevelnych rostlin usetfit nemalé¢ nédklady na
chemickou kontrolu téchto rostlin, coZ je pozitivni i z hlediska preferované integrované ochrany

rostlin.

Dal$im, neméné¢ dulezitym pozitivnim vlivem tohoto vyuziti mandelinky jako
herbivora, je redukce lilkovitych rostlin i mimo pole, které slouZzi jako rezervoary virovych
chorob z ¢eledi Luteoviridae. Vyzkumy provedené Alvarez et al. (2005) v této oblasti
prokazaly, Ze porosty lilku leskloplodého na okrajich 1 uvnitt poli, jsou velice atraktivni pro
populace msice broskvonové (Myzus perzicae), ktera je, mimo jiné, povazovana za hlavni
vektor viru PLVR (Pottato leaf roll virus). Vyzkum také potvrdil skute¢nost, ze plevelna
rostlina je pro msice dokonce atraktivnéjsi nez kulturni rostlina lilku bramboru. Metzger et al.
(2008) uvadi, ze zamérnym okamzitym nezlikvidovanim populaci mandelinky bramborové

muzeme tedy docilit i omezeni vyskytu virovych chorob v dané lokalité.
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3.2.8. Zpisoby Sifeni mandelinky bramborové po svété

Studie (Voss et Ferro 1990) prokazala, ze zastupci tohoto hmyzu migruji dvéma
zpusoby, a to bud’ po zemi, ¢i 1étanim. Jelikoz jsou vSak pomérné Spatni letci, tak jejich Sifeni
piispiva ponejvice silny vitr. Za pfiznivych povétrnostnich podminek, dle Wiktelius (1981),
jsou vsak jedinci mandelinky bramborové schopni piekonat vzdalenost i pies 100 km pies mote,

jak je dolozeno v ptipad¢ invaze jedinct tohoto druhu do Skandinavie.

Brouci mandelinky bramborové se podle Tauber et al. (1986) a VVoss et Ferro (1990)
behem roku premist’uji vétsSinou tiikrat. K prvni migraci dochézi na jare, kdy prezimujici brouci
hledaji hostitelské rostliny. Mnoho brouki tuto prvni migraci absolvuje jednoduse chiizi.
K dalsimu ptesunu dochazi pak v ¢ervenci, kdy néktefi dospélci prvni generace migruji na jina
stanovisté, kde se nasledné pati, a kde také zistavaji. K posledni migraci v daném roce pak
dochazi v zafi. Dospélci voli jednu ze tfi moznosti. Prvni moznosti je setrvani na misté, kde
doslo k jejich vylihnuti a vstup do diapauzy. Druhou moznosti je pak ptelet na nové stanovisté

a tfeti je pfesun na nové stanovisté po zemi chiizi.

Pti migraci existuje rozdil mezi pohlavimi. Voss et Ferro (1990) uvadi, Ze ve vzdusnych
pastech, ale i v pastech pozemnich, testujicich lokalni pohyb brouki, se vice objevuji samci nez
samicky. Lze proto usuzovat, ze jsou samci v danych lokalitach vice pohyblivi nez samice. Pfi

testovani migrace na delsi vzdalenosti je vSak jiz pomér mezi pohlavimi viceméné vyrovnany.
3.2.9. Sifeni mandelinky bramborové po svété

Zpusob, jakym se §itila mandelinka po svété, je velice pozoruhodny. Prvni zminka o
tomto zivocichovi pochazi z roku 1811, kdy byla objevena Thomasem Nuttalem. Jako druh
vSak byla popsana az Thomasem Sayem na jiz zminéné hranici mezi Nebrascou a lowou Vv roce
1824 (Casagrande 1985). K jejimu rozsiteni po svété vsak piispéla jiz vySe zminéna adaptace
na porosty lilku bramboru z roku 1859, ktera byla prvné pozorovana v Nebrasce (stied USA).
Odtud se jiz rychle rozsifila po celém tzemi Spojenych statl. Johnson (1967) uvadi, ze
vychodniho pobftezi dosahla az v roce 1874, a to vzhledem Kk pievladajicimu sméru proudéni
vétru v USA.

Podle Jacques (2019) a Grapputo et al. (2005) doslo k prvni invazi do Evropy v roce
1875, kdy byli objeveni jedinci mandelinky ve Velké Britanii, odkud se brzy rozsifila i do

severnich oblasti v Némecku a o rok pozdéji do Polska. Za uziti karanténnich opatieni se v§ak
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podarilo této invazi uspésné celit, a tak vSechny objevené populace byly zahy eradikovany.
K uspésné invazi do Evropy pak doslo az v roce 1921 ve Francii (Bordeaux), odkud se tato

populace béhem 30 let rozsifila po celé Evropé, jak je patrné z obrazku €. 1.

o 1022
N 1930
ME 1935
B2 1045
£ 1952
B 1060

EED

77 1064

Obrdzek 1: Postup rozsiveni mandelinky bramborové v Evropé mezi lety 1922 az 1964. Na tizemi dnesni Ceské

republiky se s ni setkavdame jiz pred rokem 1952 (Johnson 1967).

V obdobi po ptelomu tisicileti se mandelinka $ifila jiz po zemi Sibife a v soucasnosti
jiz v provincii Xinjiang piekonala hranice Ciny, jak je patrné z obrazku 2 (EPPO 2019).
Aktudlni informace o vyskytu tohoto sklidce 1ze nalézt na strankéch Evropské a stfedomoiské
organizace pro ochranu rostlin (European and Mediterranean Plant Protection Organization —
EPPO).
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Obrazek 2: Aktualni svétové rozsireni mandelinky bramborové. Dle EPPO (2019).

3.3 Populaéni genetika a jeji metody

Popula¢ni genetika zkouma genetickou variabilitu uvnitf populaci. Zahrnuje zkoumani
a modelovani zmén ve frekvencich geni a alel v populacich, v prostoru a ¢ase. Populace je
soubor jedinci stejného druhu, kteti maji spoleény genofond. Druh je poté souhrn jedinc, ktefi
jsou si navzajem fenotypov€ podobni a jsou schopni pfi rozmnoZovani vytvéiet plodné
potomstvo. Terminu populace je pak nadiazen termin rasy. Rasa je populace, ¢i soubor
populaci, kterd se od podobnych populaci lisi frekvenci nékterych alel. Dal§im terminem je pak
plemeno, které oznacuje rasy vzniklé zdmérnou ¢innosti ¢loveka. Déj, kterym doslo k rozliSeni
druhtt na rasy, se nazyva mikroevoluce, coz je proces, ktery oznaCuje vyvoj Cetnosti
jednotlivych alel jedinci v prubéhu generaci. K témto zménam pak dochazi za ucasti komplexu

genetickych mechanismt (Hamilton 2011).

Mnohé geny, které nalézdme uvnitt ZivociSnych, rostlinnych ¢i jinych spolecenstev
mohou byt takzvané polymorfni, coZ znamena, Ze se mohou vyskytovat v mnohych riznych
formach neboli alelach. K popisu genetické variability jednotlivych spoleCenstev zde slouzi
matematické modely, jejichZ vystupy slouzi k vytvareni predikci vyskytu specifickych alel ¢i
jejich kombinaci. Tyto zavery jsou poté interpretovany v kontextu Mendelovych zdkont a

poznatkd moderni evolu¢ni teorie a nejnovejsich vyzkumu (Hartl et al. 1997; Gillespie 2004).
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3.3.1. Fenotypova a genotypova variabilita organismu

Jedinci jednotlivych populaci se od sebe vzajemné 1isi. Tuto odliSnost ¢i rozmanitost Ize
pozorovat z riznych Ghlt pohledu. Jedna se piedevs§im o rozdé€leni na zakladé fenotypu, tedy,
dle Templetona (2006), souboru konkrétnich viditelnych vlastnosti a znaki Zivého organismu,
¢i na zakladé genotypu jedince. Genotyp je konkrétni, unikétni, soubor genli pozorovaného
jedince ze zkoumané populace. Existence této variability je zasadni podminkou vsech
evolu¢nich zmén a jeji studium Vv pfirodnich populacich umoznuje pochopeni vyvoje a chovani

jednotlivych organismu (Templeton 2006).
3.3.1.1. Vznik, stabilizace a mira genetické variability

Ve vétsin¢é realnych populaci se setkdvame s genetickou variabilitou, kterd je
podminéna existenci vét§iho mnozstvi variant (alel) jednotlivych gent. Pfi¢inou vzniku téchto
ruznych alel jsou ndhodné mutace v sekvencich DNA, které se vlivem evolu¢nich mechanismu
ukotvily v genofondu organismu. Geny, u kterych zname alespon 2 alely, pti¢emz kazda z nich
se v populaci vyskytuje v ¢etnosti vyssi nez 1 %, se oznacuji jako polymorfni. Hamilton (2011)
pak uvadi tyto polymorfni geny za kli¢ k variabilité u diploidnich organismu, pti¢emz ¢im vice
ma konkrétni gen moznych alel, tim vétsi genetickou rozmanitost 1ze v potomstvu objevit.

Stabilizace genetické variability, tedy nahodnych mutaci, je slozity proces, ktery souvisi
s mnoha faktory popula¢ni genetiky, které budou predstaveny v nésledujicich kapitolach.

Me¢titkem miry genetické variability, tedy Cetnosti riznych variant genil v populaci, je
bud’ podil vybranych polymorfnich lokust v populaci, ¢i mira heterozygotnosti zkoumanych
mist u jedince. Ob€ méftitka jsou vztazena na vybrané tiseky DNA. Relichova (2009) uvadi, ze
obycejné staci testovani 20 lokusti na vzorku populace a vysledek je pak vztazen na celkovou

populaci.
3.3.2. Geneticky polymorfismus

Fusté (2012) uvadi, ze polymorfismy se vyskytuji jak na tirovni celého chromozomu ¢i
jeho ¢asti, tak na urovni jednotlivych genil ¢i jejich usekl. V detailu rozliSujeme kratké
polymorfni tseky (RFLP), kratké tandemové repetice (STR, mikrosatelity, minisatelity), ¢i
polymorfismy v potadi jednotlivych nukleotidi DNA (SNP). Vse se tyka jak jaderné, tak
mitochondrialni DNA. Tyto zmény se pak mohou projevit v povaze produkovanych enzymi.
JestliZe se primérna zakladni bilkovina sklada ptiblizn€ z 300 aminokyselin, coz odpovida 900

nukleotidim, tak jiz n€kolik zmén aminokyselin mize zptlisobit odliSnou stavbu daného
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enzymu. Témto funkéné stejnym, avsak strukturné odliSnym enzymtim, kodovanym na stejném
lokusu jako piivodni enzymy se pak fika aloenzymy, ¢i pokud jsou kédovany geny z riznych
lokusti izoenzymy (Richardson 2012). Pfitomnost polymorfismid muze, ale také nemusi,

znamenat pro jeho nositele zménu nékterého jeho fenotypového projevu.

Hamilton (2011) rozliSuje dva zakladni typy polymorfismi. Bodovy polymorfismus
(SNP — single nuceleotide polymorphism), ktery oznacuje mutace jednotlivych nukleotidd
usticich v moznou zdménu produkovanych aminokyselin, a repetitivni sekvence, coz jsou tiseky
nukleotidli, ¢asto z nekddujicich oblasti, které se v DNA objevuji v mnohacetnych kopiich

(minisatelity, mikrosatelity). V populacich se vsak jejich pocty a délky vyznamné odlisuji.

Pro stanoveni genetickych polymorfismi DNA, které jsou tedy takzvanymi genetickymi
markery umoziujici rozliSeni jednotlivych populaci, je uzivano metod piimych i nepiimych.
Ptimou metodou oznacujeme sekvencovani variabilni oblasti DNA (napf. Sangerova metoda).
Nepiimé metody jsou pak zalozené na amplifikaci DNA (tedy metody postavené na pfimém
uziti PCR), restrikéni endonukleazové analyze spojenou s PCR (RFLP, mikrosatelity,
minisatelity a jiné) ¢i na specifickych sondach ucastnicich se selektivni hybridizace restrikénich
fragmentd (DNA sondy, DNA microarrys). Dalsi postupy vyuZivaji rozdilné pohyblivosti
mutantnich a standartnich useki DNA pii elektroforéze, ¢i jsou schopné detekce
jednonukleotidovych polymorfismi (SNP). Tyto metody Ize riznym zpisobem kombinovat, a
tak jejich vycet v tomto pfipadé neni vyCerpavajici (Goodwin et al. 2011). Nékteré z nich vSak

budou ptedstaveny podrobnéji v nésledujici kapitole.
3.3.2.1. Sangerova metoda sekvenovani

Tato pfima metoda sekvence DNA, je zaloZena na enzymaticky katalyzovaném
ukonceni syntézy DNA po zaclenéni dideoxyribonukleotidi do nové vytvafejiciho se
komplementarniho vlakna. Vystupem pouziti této metody je detailni zapis potadi jednotlivych
nukleotidii z testovaného useku DNA, coZz umoziuje odhaleni testovanych polymorfisml

(Sanger et Coulson 1975).

3.3.2.2. Metody zaloZené na amplifikaci DNA

Amplifikaci neboli zvétSeni ¢i rozmnozeni Gsekit DNA lze, ve specifické uprave, také

uspesné vyuzit k detekci polymorfismti v testovaném vzorku. Metoda PCR (Polymerase Chain
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Reaction) (Mullis et al. 1986), které se tato prace podrobnéji vénuje v kapitole tykajici se
metodiky, umoznuje rychlé a specifické rozmnozeni tsekit DNA. V principu je k tomuto
uzivano denaturace zkoumanych tsekit DNA a jejich nasledna renaturace specifickymi primery
(rozliSujeme ,,pfedni“ (forward) a ,koncové“ (reverse)) s volnymi oligonukleotidy
vV pufrovaném prostiedi. Dale probihd elongace vzniklych produktd, kdy navazané
oligonukleotidy slouzi jako primery DNA polymerazy. V§e probiha za uziti specifickych teplot
pro jednotlivé faze a bézné¢ v 30nasobném opakovani, které zajistuje exponencialni nartst

koncentrace mnozené DNA

Pti detekci genovych polymorfismu se uziva alelové specifické modifikace této reakce
(ASPCR), tak jak byla piedstavena Ugozzolim et Walacem (1991). Pro odhaleni odlisnych alel
¢i mutaci v testovaném vzorku vSak musi byt k dispozici specifické primery pro tGseky, ve
kterych se dana alela lisi od ostatnich, ¢i misto, kde lze najit hledanou mutaci. Pokud je
V testovaném vzorku pfitomna odpovidajici sekvence, tak reakce probéhne béznym zpisobem
a jeji produkty bude mozné detekovat odpovidajicimi postupy. Pokud v testovaném vzorku

odpovidajici sekvence pfitomna neni, tak se DNA neamplifikuje.
3.3.2.3. Metody uzivajici restrikénich endonukleaz

Je-1i puisobeno na sekvenci DNA specifickymi restriktazami, které $tépi DNA vétSinou
na palindromatickyh tsecich ¢itajici nejcastéji 4 az 6 bazi, tak mize dochazet k vytvareni riizné
dlouhych fetézct §tépené DNA. Tento rozdil muze vzniknout na zakladé mutace (substituce,
inserce, delece) nékterého nukleotidu v cilové sekvenci Stépeni. Fusté (2012) uvadi, ze tyto
zmény pak mohou znamenat prodlouzeni restrikénich fragmentii, ¢i naopak zkracovani
dlouhych usekii za vzniku kratkych, tandemoveé se opakujicich, repetic DNA. Jedinci stejného
druhu se pak pod ptsobenim stejnych restrikénich endonukleaz mohou lisit ve velikosti téchto
usektll. Tato skutecnost je pak nazyvéana polymorfismem v délce restrikénich fragmentt neboli
RFLP — Restiction Fragment Lenght Polymorphism. Templeton (2006) uvadi, ze délky téchto
fragmentt se dédi dle klasickych principi Mendelistické genetiky a lze je méfit za uziti riznych
variant elektroforézy. Jejich vyuziti je pak Siroké a naptiklad umoznuji i zobrazeni konkrétniho
profilu DNA testovaného jedince (DNA fingerprinting), kterého Ize naptiklad uzit i pii sporech

V soudnim fizeni.

Relichova (2009) v tomto piipadé za validni povazuje dva typy repetici: Za prvé to jsou

tandemové repetice o variabilnim po¢tu (VNTR — Variable Number of Tandem Repeats neboli
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minisatelity), které maji délku repetici v rozpéti mezi 10 az 80 bazemi a velikost jejich
fragmentti se pohybuje mezi 50 az 1500 bazemi. Za druhé to jsou kratké tandemové repetice
(STR — Short Tandem Repeats neboli mikrosatelity), jejichz repetice je kratsi, a to mezi 2 az 10

bazemi a jejich velikost se pohybuje v rozmezi 50 az 500 bazi.

3.3.2.4. DNA ¢ipy (DNA microarrays)

Posledni popisovanou metodou, vV tomto uz$im vybéru pouzivanych metod, je detekce
genovych polymorfismi na zakladé uziti DNA cCipt. Jedna se o velmi nakladnou metodu, ktera
je schopna detekce i1 jednonukleotidovych polymorfismii v testované sekvenci. Principem této
metody, dle Hellera (2002), je ¢cDNA (komplementarni DNA, ktera se sklada pouze
z kodujicich oblasti genu), kterd vznikla pfepisem mRNA testované tkdn€, nanesend na
sklenéné destic¢ky, kde hybridizuje s fluorescenénim barvivem. To pak umozni sledovat, které
geny jsou ve tkani v daném obdobi aktivni. Existuje mnoho riznych variant této metody, jejichz

popis a déleni by bylo jiz nad ramec této prace.
3.3.3. Geneticka struktura populaci

Relichova (2009) uvadi, ze ,,populace je soubor jedincii stejného druhu, kteri maji
spolecny genofond“. Tento genofond je tvorfen specifickymi alelami jednotlivych genti, které
se v populaci vyskytuji v rizné intenzité. Intenzita vyskytu jednotlivych alel je podminéna
Vv nésledujicich kapitolach. V tomto kontextu rizné distribuce vyskytu alel uvniti populaci je
v prvni tfadé zcela zésadni skuteCnost, jakym zptisobem probihd oplozeni. V zdkladu

rozliSujeme oplozeni ndhodné a nenahodné.
3.3.3.1. Nahodné oplozeni

Néhodné oplozeni neboli panmixie dle Templetona (2006) oznacuje stav, ve kterém je
pravdépodobnost pareni jedince s jinym zastupcem stejného genotypu rovna frekvenci tohoto
genotypu Vv populaci. Pfedpoveéd’ genovych Cetnosti, za podminek nepiekryvajicich se generaci,

neni za téchto okolnosti zvIast’ slozité a fidi se zakladnimi pravidly populaéni genetiky.

3.3.3.1.1 Hardy — Weinbergova rovnovaha
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Dle Hartl et al. (1997) tento princip pravi, Ze se pomér jednotlivych alel v populaci
neméni. To vSe je vSak platné pouze za piedpokladu, Ze je zkoumany organismus diploidni,
rozmnozuje se pohlavné, nepiekryvaji se jednotlivé generace, sledovany gen ma dve¢ alely,
jejichz frekvence je u samcl 1 samic totozna, paieni je ndhodné, populace se sklada
Z obrovského poctu (teoreticky nekonecného) jedincti, migrace je nepatrnd, ignoruji se mutace

a pfirodni selekce nema vliv na sledované znaky.

Matematicky je mozné zakladni princip zakona popsat rovnici:

ptq=1

pricemz p znaci Cetnost dominantniho alely a q znaci Cetnost alely recesivni. Soucet
¢etnosti obou alel se pak rovna 1 coz odpovida 100 % jedinct. Z této rovnice pak lze odvodit

vypocet pro cetnost dominantnich ¢i recesivnich homozygott ¢i heterozygoti:
p>+2pg+0o*=1

Vyuziti tohoto principu je Siroké pro predvidani cetnosti jednotlivych alel z konkrétnich
fenotypovych projevt. Naptiklad je mozné v idedlni situaci odhalit pravdépodobnost vyskytu

nemoci zpisobenych recesivné homozygotni sestavou alel.
3.3.3.1.2 Modifikace Hardy Weibergovy rovnovahy

Dle Crow et Kimura (1970) existuji rizné modifikace této rovnovahy. Prvnim
specifickym ptipadem, ktery vyZadoval upravu vySe zminéného principu, je existence tii a vice
alel podilejicich se na kodovani polymorfniho genu. Touto problematikou se zabyval jiz i sdm

Weinberg na pocatku 20. stoleti a po ném 1 dalsi védci napfi¢ ndsledujicimi generacemi. Jednu

Bruce (1910) uvadi modifikaci této rovnovahy dnes nazvanou ,,Bruceho pomeéry*, ktera
upravuje pravdépodobnost dédi¢nosti jednotlivych alel za pfedpokladu rizné distribuce gamet

od samct a samic.

Dalsi korekce pak existuje pro situace, kdy jsou geny vazany na heterolognim tiseku
chromozomu X u jedinct produkujicich dva rizné typy gamet. Naptiklad sav¢i samice budou
mit genotypy tii typi: AA, Aa, aa, samci pak pouze typu A a a. Graffelman et Weir (2016)

popisuje, Ze tato skutecnost pak ma diasledky na Cetnosti jednotlivych alel v populaci, protoze
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zatimco u samiciho pohlavi jsou genotypové cCetnosti uréené dle Hardy-Weinbergovy
rovnovéhy, tzn. p?, 2pq, ¢?, tak u saméiho pohlavi odpovidaji genotypy alelovym &etnostem p,
q. Prakticky duasledek tohoto jevu je patrny v piipadech chorob, které jsou zplsobovany
recesivni alelou. ProtoZe Cetnost recesivni alely je z vySe uvedené distribuce vyssi u jedinca

samciho pohlavi, tak je logické, ze na tyto choroby budou trpét vice samci nez samice.

Posledni zde uvedenou opravou HW principu je existence vazbové ¢i rekombinacni
rovnovahy. Hamilton (2011) uvadi, Ze jednotlivé geny, lokusy, které se nachazeji na
chromozomu blizko sebe, mohou, dle morganovych zakont, spole¢né vzajemné¢ interagovat,
a mize tak snaze dojit k jejich spole¢nému dédéni. Takto spolecné dédéné geny se pak
nazyvaji haplotypy. Hartl et al. (1997) ptedklada, ze timto zpisobem muize dojit ke zvyseni
variability populace, a to konkrétné tim, Ze sexudln¢ se rozmnozujici jedinci za uziti genové
vazby operativnéji fixuji pozitivni mutace, na rozdil od jedinci, kteti se rozmnozuji za pomoci

nepohlavniho rozmnozovani.

Existence genové vazby proto mize vychylit ¢etnost jednotlivych alel vytvorit tak
vazebnou nerovnovahu, ktera se pak logicky 1isi od Cetnosti stanovené Hardy-Weibergovou

rovnovahou.
3.3.3.2. Nenahodné oplozeni

Dle Crow et Kimura (1970) a Relichové (2009) nenahodné oplozeni oznacuje situaci,
ve které se pravdépodobnost patreni mezi jednotlivei stejného genotypu nerovna cetnosti danych
genotypl, coz v disledku méni poméry vyskytu jednotlivych genotypii. Je rozliSovano nékolik
typl tohoto oplozeni: pfibuzenské kiizeni (inbreeding) a nendhodné oplozeni, ¢i pozitivni a

negativni (asortativni) vybérové oplozeni.
3.3.3.2.1 Pribuzenské k¥iZeni (ibreeding, inzucht)

Fusté (2012) popisuje inbreeding jako druh nendhodného oplozeni, jehoZ principem je
zvySeni Cetnosti pafeni mezi piibuznymi jedinci. To mé za disledek zvySeni poctu
homozygotnich alel v populaci. Rozdil mezi populacemi, které vznikly nahodnym oplozenim
s Cetnosti alel dle HW rovnovahy a témi, ve kterych vlivem piibuzenského kiiZzeni dochazi
k redukci heterozygotnosti 1ze méfit za uziti tzv. koeficientu inbreedingu. Tento koeficient lze
také vyjadiit pomérem autozygotnich alel (alely stejného ptvodu) vzhledem k pivodni

populaci, kde byly teoreticky vSechny alely ptivodu alozygotniho (alely neidentického ptivodu)
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Dle Relichové (2009) a Templetona (2006) je v praxi inbreeding vyuzivan ve
Slechtitelstvi, kde pomoci piibuzenského kiizeni vznikaji homozygotni linie. U kiizencti téchto
linii pak v prvni generaci dochazi k vyskytu takzvané heteroze, ktera oznacuje stav, kdy dochazi
ke vzrastu celkové zdatnosti potomstva. Opac¢nym, negativnim, disledkem piibuzenského
kfizeni je jev zvany inbreedni deprese. Jejim principem je negativni dusledek zvySeni
homozygotnosti Ustici ke snizeni celkové zdatnosti potomstva, nebot” recesiviné homozygotni

alely byvaji pfi¢inou rozvoje dédi¢nych chorob.

V souvislosti s evropskou invazi jedinct mandelinky bramborové z roku 1921 je nutné
pocitat u dnesnich potomku s urcitou mirou prob&hlého inbreedingu, ¢i inbreedni deprese
z minulosti, ktera se projevuje ve frekvenci ur€itych alel u populaci z USA a v Evropé.
Inbreedni deprese vSak také mohla byt pfi¢inou ozdraveni genofondu invazni populace, nebot’
vazbou na letalni alely opoustéjici genofond, mohla podpofit adaptaci na nové podminky
(Grapputo et al. 2005). Dukazem dobré vitality potomstva invaznich jedincl je uspé$na

kolonizace celého Starého svéta.

Tento fakt ozdraveni genofondu zpusobeny inbreedni depresi pak Frankham et al.
(2005) nazyva tzv. genetickym paradoxem, ktery z definice oznacuje stav, kdy se z n¢kolika
malo jedinci, vytvofi funkéni populace se znacnou genetickou variabilitou, kterd netrpi
priznaky piedpokladané inbreedni deprese. S timto jevem se nejcastéji setkavame praveé
Vv piipadech invazivnich druhti. Jsou znamy i pfipady, dle Groombridge (2000), kdy k obnoveni
populace doslo pouze z jednoho paru rodi¢l. To je patrné naptiklad na ptipad€ obnovy populace

u postolky skvrnité (Falco punctatus).
3.3.3.2.2 Vybérové oplozeni

Dle Templeton (2006) vybérové oplozeni predstavuje situace, pii nichZz dochazi
K preferenci, ¢i naopak k odmitani pafeni se s jedinci podobného fenotypu. Tato preference se
jinak oznacuje jako ,,pozitivni vybérové oplozeni® nebo také asortativni oplozeni. Odmitani
pafeni s jedinci stejného fenotypu také jinak nazyvame jako ,,negativni vybérové oplozeni‘
neboli disasortativni oplozeni. Tyto skutecnosti pak mdji v dasledku vliv na vychyleni
alelovych Cetnosti populace, ktera se tak nenachazi v HW rovnovéze. Prakticky lze konstatovat,
Ze pii kiiZeni asortativnim, kdy si tedy jedinci vybiraji sob&é podobné sexudlni partnery, dochéazi

ke zvySeni poctu homozygoti v populaci a sniZzeni poctu heterozygoth. U kiizeni
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disasortativniho, kde dochézi k preferenci odlisnych fenotypli, doch4zi naopak ke zvySeni

heterozygotnosti a sniZzeni po¢tu homozygott v dané populaci.
3.3.3.2.3 Nenahodné oplozeni

Poslednim zde zminénym piipadem odchylky od normy nahodného oplozeni je samotné
oplozeni nendhodné, které oznacuje situaci, kdy vybrany jedinec vyznamné ovlivni alelovou
strukturu celé populace. Piikladem této situace muze byt plemenitba krav, které jsou
inseminovany semenem byka snejlepSimi uzitkovymi a plemenarskymi vlastnostmi

(Relichova 2009).
3.3.4. Vnéjsi faktory piusobici na realné populace

Alelové cetnosti jednotlivych populaci jsou ovlivilovany dal$imi systematickymi,
disperzivnimi a evolu¢nimi silami. Dle Relichové (2009) 1ze mezi procesy systematické fadit
procesy mutace a migrace, které umoznuji odhadnout rychlost i smér zmény alelovych Cetnosti.
Za disperzivni proces pak povazujeme geneticky drift, ktery dovoluje odhad rychlosti zmén
alelovych cetnosti. Vyznamnou evoluéni silou je vSak také ptirodni vybér, ktery jako jediny
podporuje adaptaci populaci na podminky prostiedi a zabrafiuje tak naruSujicim vlivim

ostatnich procest.. Nasledujici kapitoly tyto mechanismy blize piedstavi.
3.3.4.1. Geneticky drift, efekt hrdla lahve, efekt zakladatele

U velmi malych populaci miize dojit k jevu, ktery je oznacovan pojmem geneticky drift.
Fusté (2012) timto terminem popisuje situace, kdy v populaci stoupne Cetnost nékteré alely,
nehledné na jeji prospéSnost v piirodnim vybéru, ale spiSe vlivem nahody. Touto ndhodou jsou
pak mysleny situace, kde maly pocet jedincti nesouci vyjime¢nou alelu zaujme Vv nové
vznikajici malé populaci pomérov€ mnohem vétSi procento zastoupeni. Toto procento
zastoupeni se vSak nevztahuje k celkovému poctu jedincu v populaci, ale pouze Kk jedinctim,
kteti aktivné pfispivaji do genofondu potomstva (tzv. efektivni velikost populace).
S genetickym driftem se miiZeme setkat naptiklad u invazivnich druhd osidlujicich nové
lokality, jako napfiklad u Darwinovych pénkav na Galapagach ¢i pfi jiz zminéné invazi

mandelinky bramborové do Evropy v roce 1921.

Zvlastnim piipadem tohoto jevu jsou pak populace, které prosly tzv. ,hrdlem lahve®.
Podle Nei et al. (1975) o tomto jevu hovotime, pokud dojde k ndhlému poklesu poctu jedincti

v populaci na 50 % a méné. V takovémto piipadé dochazi k vyraznému poklesu genetické
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diverzity populace. Pokles genové variability jedincti v populaci je nevratny, nebot alely jsou
vymienim jejich nositeli ztraceny. V budoucnosti vSak mutze dojit k obnoveni diverzity
populace na zakladé mutaci, ale i k rapidnimu poklesu ¢etnosti potomstva, ktery muze byt

zpusoben inbreedni depresi v dusledku fixace semiletalnich a letalnich alel.

Zvlastnim ptipadem genetického driftu je pak tzv. efekt zakladatele (founder efect), se
kterym se setkdvame v situaci, kdy nové iizemi kolonizuje velmi izka skupina jedincti a jejich
ne Siroky genofond je pak divodem malé variability populace v nasledujicich generacich

(Hamilton 2011).
3.3.4.2. Mutace

Mutace jsou nahodné zmény v genetickém materialu jedince, které se mohou zapficinit
zmény na urovni genu, chromozomu, ¢i celého genomu. Samy o sobé tak mohou byt
podstatnym zdrojem genetické variability, ackoliv jejich Cetnost v ptfirod¢ je velmi nizka.
Konkrétné je Hartl et al. (1997) uvadéna hodnota pravdépodobnosti jejich vyskytu v rozmezi
od 10* az 10 na gen v jedné generaci. Cetnost téchto mutaci pak oznaujeme jako mutaéni

rychlost ¢i mutacni tlak.

Hartl et al. (1997) déli mutace na rizné druhy. Prvni jejich rozdéleni je na zakladé mista
v genomu a jejiho projevu. RozliSujeme tak mutace v kodujicich oblastech a nekodujicich
oblastech, které se vétSinou neprojevuji a oznacuji se jako tzv. tiché mutace. Dale je rozliSujeme
na zéklad¢ zmény genetické informace, a to na bodové mutace (zmény na urovni jednotlivych
nukleovych kyselin, spadaji sem jednotlivé delece, inzerce, substituce, které mohou zplsobit
zménu vyskytu jednotlivych aminokyselin) a na mutace rozsahlejsich oblasti, které mohou
zpisobit znacné zmény ve struktufe polypeptidi a v disledku i pozménit funkci jimi

koédovanych proteint.

Vzniku mutaci brani takzvané reparaéni procesy DNA, ¢i tzv. reversni mutace, které
jsou schopné odliSnosti v sekvencich opravovat. Ne vzdy se vSak podafi témto obrannym

mechanismiim uspé$né zasahnout (Hartl et al. 1997).

K vypoctu Cetnosti alel v populaci, ve které poc¢itame s probihajicimi mutacemi, lze uzit

specifickou modifikaci HW rovnovahy, kterou Ize nalézt v dostupné literatufe.
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3.3.4.3. Migrace

Pojem migrace neboli genovy tok (gene flow) je podstatny evolu¢ni mechanismus, ktery

vvvvv

Z jednotlivych populaci navzajem ktizi (Relichova 2009).

Hartl et al. (1997) rozliSuje migraci na jednosmérnou, kde dochazi pouze k obohaceni
genofondu recipientni populace a obousmérnou, kde je vychozi populace jak recipientem, tak
donorem. Pii takovéto fuzi subpopulaci dochazi k redukci poctu homozygotnich genotypt.
Tento jev pak je pak nazyvan Wahlundtv princip (Crow et Kimura 1970). Velikost migrace je
znacné€ rozdilna a pouze teoreticky Ize jeji hodnoty naleznout v logaritmické zavislosti, pfi

znalostech odpovidajicich parametra.
3.3.4.4. P¥irodni vybér

Piirodni vybér, dle Crow et Kimura (1970), oznacuje princip, ktery pravi, ze konkrétni
genetické varianty maji rdznou pravdépodobnost reprodukce. Jinymi slovy, néktefi jedinci
s vyhodné;jsi genetickou vybavou maji vétsi Sanci na zanechani potomstva nez jedinci geneticky

odlisni.

Tato teorie pochazi jiz od Charlese Darwina (1872), ktery ve svém dile O ptivodu druhti
oznacuje piirodni vybér (ptirodni selekci — natural selection) za hlavniho hybatele evolu¢niho
procesu. Jedna se o jeden ze zdkladnich mechanismi populaéni genetiky, nebot’ pii tomto
procesu dochézi ke genetickému rozriiznéni populaci, a to adaptaci na podminky konkrétniho
prostiedi. Pii stejnych podminkach prostiedi ovS§em muZe plsobit i opacné, a to zvySenim

adaptace, které mize zplsobit omezeni genetické rozmanitosti.

Crow et Kimura (1970) uvadi, ze ptirodni vybér piisobi na konkrétni fenotyp jedince,
ktery je determinovan souborem dédénych genil a jejich vzajemnou interakci. Miru schopnosti
podileni se jedince na vzniku dalSich generaci pak vyjadfuje pojmem selekéni ¢i adaptivni
hodnota. Celkovou adaptivni hodnotu pak tvofi rizné slozky, pfi¢emz hlavnimi z nich jsou
zivotnost a plodnost. Logicky poté jedinci s vyssi adaptivni hodnotou vice prispivaji do
genofondu potomstva a naopak. Hodnotu poklesu ¢etnosti nevyhodného genotypu pak popisuje

tzv. selekéni koeficient (Templeton 2006).
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3.4 Rozdily mezi jednotlivymi populacemi mandelinky bramborové

Jedinci druhu mandelinka bramborova (Leptinotarsa decemlineata) mohou vykazovat
rizné urovné vzdjemné diference, které mohou vznikat vySe piedstavenymi evolucné
genetickymi mechanismy. Na tuto rozdilnost lze nahlizet a pozorovat ji jak z pohledu

morfometrického, tak z pohledu fenetického.

Mandelinka bramborova je druh, ktery se tési velké pozornosti védct po celém svéte.
V roce 2018 byl finaln¢ publikovan jeji genom (Schoville et al. 2018), ktery je volné dostupny
na webu amerického ministerstva zemédélstvi — USDA (United States Department of
Agriculture) (Schoville et al. 2017).

Na zékladé tohoto vyzkumu byla rozliSena existence tii hlavnich populaci:
sttedozapadni populace USA, severovychodni populace USA a Evropska populace, piicemz je
patrné, ze posledni dvé jmenované populace se odsteépily od populace piivodni ze stfedozapadu
USA a podstoupily znacny geneticky drift. Stejny autor pak predpoklada, Ze na genetickou
strukturu evropské populace mél vliv i inbreeding. Grapputo (2005) pak uvadi hodnotu
genetické divergence (Fst) mezi nejvzdalenéjsimi populacemi z Wisconsinu a z Evropy na
urovni 0,182. Mira genetického polymorfismu (0) je pak u populace z USA také nasobné vétsi
nez u populaci z Evropy (6 pop. Michigan =93956, 6 pop. Evropa = 3,07), coz znovu poukazuje

na jedinou uspéSnou introdukci mandelinky do Evropy.

Schoville et al. (2018) uvadi, ze v genomu tohoto druhu lze nalézt 1.34 miliont
bialelickych jednonukleotidovych polymorfismti (SNP), coz odpovida zhruba 1 variabilnimu
mistu na 22 part bazi (pb) kodujici DNA, coz je, v porovnani s jinymi druhy broukt ¢&i
obratlove vysoké ¢islo. Naptiklad u lejnozrouta (Onthophagus taurus) nachazime
polymorfismy 1x na 176 pb (Choi et al. 2010) ¢i, u kura doméaciho (Gallus gallus f. domestica)
pak 1x za 500 pb (International Chicken Polymorphism Map Consortium 2004). Tato vysoka
hodnota polymorfismi se poté projevuje ve velké variabilité jednotlivych jedincii tohoto druhu.
Tuto variabilitu lze nahlizet z rGznych whli pohledu. Nekteré znich jsou piedstaveny

v nasledujicich kapitolach.
3.4.1. Diference morfologickych znaku

Z hlediska morfologického, konkrétné z analyzy vzortt skvrn na piedohrudi lze dle

Fasulati (1985) a Benkovskaya et al. (2004) rozlisit tfi poddruhy mandelinky bramborové.
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Jedna se o americky, evropsko-sibifsky a centralné asijsky poddruh. Tyto skvrny se vSak béhem
jednotlivych generaci u stejnych populaci vyvijeji, coZ mize znamenat jisté mikroevolu¢ni

procesy, vzniklé naptiklad v zavislosti na adaptaci na agrochemickou kontrolu.

(A) . (B)
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Obrdazek 3: RozliSeni jedincii na zdkladé morfologickych odlisnosti - Vzory moznych skvrn na predohrudi
(Alyokhin et al. 2013).

3.4.2. Diference vznikla na zakladé rozdilnosti isozymi

Jacobson et Hsiao (1983) a Hsiao (1982) provedli analyzu polymorfismi vybranych
isozymt na vzorku brouki ze dvanacti riiznych lokalit USA, Mexika, Nizozemska a Spanélska.
Vysledkem bylo, Ze z 11 testovanych isozymu byly pouze 4 monomorfni ve vSech populacich
a 7 bylo polymorfnich. Z genetického hlediska se nejvic ze vSech testovanych populaci
odlisovaly mandelinky z Mexika, které dosahovaly mnohem vétsi miry heterozygotnosti nez
zbylych 11 populaci. Tato rozdilnost je natolik markantni, Ze by podle jejich nazoru mélo byt

uvazovano o rozdéleni tohoto druhu na dva poddruhy.
3.4.3. Diference na zakladé rozdilnosti mitochondrialni DNA

Azeredo-Espin et al. (1996) pfi testovani mtDNA vice jak 500 jedincti mandelinky
bramborové prokazal rozdilnost populaci v USA a tento samy autor jiz v roce (1991) oznadil

ti1 restrik¢éni mista a enzymy EcoRI, Hpal a Pstl jako prakticky pouzitelné pti determinaci
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jednotlivych variant mtDNA. Vyzkumy Grapputo et al. (2005) rozlisuji 20 riznych svétovych
haplotypti mtDNA. Jejich vzajemna procentualni variabilita se pohybuje na trovni 3,81 %. Tti
z téchto haplotypu (H1, H4 a H14) jsou sdilené napfi¢ populacemi. VSechny ostatni haplotypy
jsou pak omezeny pouze na jednu populaci. Vyzkum dale potvrdil, Ze vSech osm testovanych
evropskych populaci obsahuje mtDNA shodnou s haplotypem H1. Tuto totoZznou mutaci také
obsahovala populace mandelinky z n¢kolika statd v USA, nejvice vSak byla zastoupena u

jedinct ze statu Idaho.

Grapputo et al. (2005) vyjadiuje vztah mezi jednotlivymi haplotypy na zakladé
diference mtDNA pomoci schématické sité¢ vztaht. Tato sit’ predstavuje téi skupiny haplotypu,
jejichz divergence mezi jednotlivymi skupinami dosahuje hodnot v rozpéti 0,6 % az 1,4 %.
Jedna skupina haplotypt se sklada pouze z haplotypt pochazejicich z Kentucky (H2, H3, H5,
H6 a H7). Druhé skupina haplotypl je utvofena okolo haplotypu H14 a dalSich, které se 1isi
jednim az dvéma mutacnimi kroky. Tteti, nejvetsi skupina haplotypd, je tvofena haplotypy H1

a H4 a jejich blizkym mutacim. VS§e je nejlépe patrné z nize uvedené schématické mapy.
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Graf 1: Sit mitochondridlnich haplotypi. Velikost oblasti uvniti kruhil je umérnd poctu jedincil, kteri sdili dany
haplotyp. Linky zndzornuji jednonukleotidové mutace a cerné kruhy odpovidaji nesledovanym haplotypiim.

Odlisné barvy reprezentuji odlisné populace viz legenda (Grapputo et al. 2005).

Ztoho vseho tedy vyplyva, Ze uziti metody porovnavaji MtDNA K rozliseni
jednotlivych populaci mandelinky lze uspésné aplikovat pouze na populace ze severni
Ameriky. V USA lze, dle Grapputo (2005), konstatovat, ze nejvétsi vzajemné diference
dosahuji jedinci z jeji centralni oblasti, ktefi pfi invazi na toto izemi podstoupili geneticky
vyvoj mnozstvim procest jako je efekt zakladatele (founder effect) ¢i efekt hrdla lahve
(bottleneck effect) a doSlo tak oddé€leni jednotlivych haplotypt. Pfi rozliSovani jednotlivych
populaci jedinc z Evropy je vSak tato metoda nevyhovujici, nebot evropskd populace je
z hlediska mtDNA ve zna¢né mife podobna. Villablanca et al. (1998) uvadi, Ze tato skute¢nost

vSak neni piekvapiva vzhledem Kk ptedchozim vyzkumim invazivnich druha, které pii
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osidlovani novych uzemi z malého mnozstvi jedinct, ptichazeji nejvice o variabilitu v oblasti

zastoupenych isoenzymu a poté pravé v mtDNA.
3.4.4. Diference na zakladé polymorfismu jaderné DNA

Jelikoz neni mozné v Evropé¢ odlisit jednotlivé populace na zakladé rozdili mtDNA, tak
bylo pro tento el uzito metody AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), ktera

umoziuje porovnani jaderné DNA.

Uziti této metody potvrdilo pfedpoklad snizeni genetické variability uvniti invazni populace.
Grapputo et al. (2005) uvadi napiiklad, Ze nejvice polymorfismu se u testovanych jedinct
vyskytovalo ve vzorcich pochazejicich z Colorada, (P [procenticka molekularni variance] = 75
%) a naopak nejméné polymorfismi vykazovali jedinci pochazejici z Francie (P = 38 %). Mira
heterozygotnosti se pak v danych vzorcich pohybovala od 0,25 v Novém Brunsviku do 0,14 ve
Francii. Obecné lze tedy konstatovat, ze v obou sledovanych znacich dosahovaly vétsi

variability vzorky pochazejici ze severni Ameriky nez vzorky z Evropy.

Pies znatelny ubytek jaderné genetické variability si evropskd populace udrzela jeji
znacnou miru. Grapputo et al. (2005) se domniva, Ze tento fakt mlze indikovat skutecnost, ze
se zakladajici populace skladala ze Sirsiho mnozstvi jedinct €i to, Ze k invazi doSlo vicekrat ze
stejného mista v USA. Dale je mozné soucasnou jadernou genetickou variabilitu evropské
populace vysvétlit evolucnimi procesy jednotlivych lokalnich populaci, které se ptizptisobuji

novému prostiedi.
3.4.4.1. Déleni populaci na zikladé jaderné DNA

Dle vysledkd analyz AFLP, provedené Grapputo et al. (2005), byla potvrzena
pritomnost dvou zékladnich vétvi populace mandelinky bramborové. Brouci ze severni
Ameriky a Evropy vytvorily dvé separatni skupiny, které se navzajem li§i. Mandelinky z USA
tolik neinklinuji k vytvafeni novych populaci a populace, které se jiz v USA nachazi, jsou si
velmi blizké. Naproti tomu evropské populace téchto broukli se chovaji odlisn€¢ a béhem let
statu, napriklad ve Francii ¢i v Italii, mizeme hovofit o0 minimaln¢ dvou populacich, které se
na daném Gzemi vyskytuji. Obecné Ize konstatovat, ze dle analyzy polymorfismit DNA mtizeme
dle ptibuznosti rozd¢lit evropské mandelinky do dvou velkych skupin, a to na vychodni skupinu

(Estonsko, Rusko, Polsko aj.) a zapadni skupinu (Francie, Spanélsko, Italie).
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Hranice vyskytu jednotlivych evropskych populaci se vSak znacné prolinaji, takze
napiiklad pfislusniky populace z jizni Italie 1ze naleznout i v lokacich ptinélezejicich populaci
severni a naopak. Miize to byt zptisobeno do jisté miry vlivem obchodu, povétrnostni situace a

jinych pficin.
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Graf 2: Fylogeneticky strom populaci mandelinky bramborové sestaveny na zdakladé Neiovi genetické distance
(Nei’s genetic distace) (Nei et al. 1975). Zavddéci hodnoty jsou prezentovany V uzlovych bodech (Grapputo et al.
2005).

3.4.5. Vyznam diference populaci mandelinky bramborové

Vyznam studia a determinace jednotlivych populaci miiZze byt naprosto zasadnim klicem

k pochopeni mnoha otazek, které si v souvislosti s invazivnimi zivo¢ichy klademe.

Naptiklad, podle Sakai et al. (2001), mimo znalosti reprodukcniho chovani a zptisobti

roz§ifovani zkoumanych invazivnich druhii je znalost populacni piibuznosti dalsi velice
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uziteCny nastroj pii vytvareni strategii ochrany ekosystémil, plodin a jin¢ho pied témito

zivoCichy.

Dalsim piikladem ilustrujicim vyznam pochopeni této problematiky je také rozdilnost v
hostitelském okruhu jednotlivych populaci mandelinky bramborové. Horton et Capinera (1988)
na zakladé pozorovani a experimentalnich pokust prokazali, Ze rizné populace obyvajici
odli$né prostiedi preferuji jiné spektrum hostitelskych rostlin uzivanych pro své rozmnozovani
a potravu. Tento vyzkum probihal na dvou, geograficky ne pfili§ vzdalenych, populacich pti
jejich interakci s plevely Solanum sarrachoides a Solanum rostratum (Bufalo Bur) a kulturni
rostlinou lilku bramboru (Solanum tuberosum). Vysledkem pokusu byla prokazana totozna
interakce populaci vii€i rostlindm bramboru a Bufalo buru, avSak zaroven byla statisticky
prukazné zjisténa rozdilnost v interakci s plevelem Solanum sarrachoides. U populace z prvni
farmy byl zaznamenan na rostlinaich Solanum sarrachoides rychly vyvoj s minimalni
mortalitou jedincii, zatimco druha populace pfi stejném pokusu vykazovala ztraty az na Grovni

70 % spojeném s velmi slabym vyvojem prezivsich jedinca.

populaci je vznikla rezistence k ur¢itym typtm insekticidni ochrany. Timto tématem se zabyval
jiz Forgash (1984), ktery ve své studii uvadi piehled v minulosti G¢innych latek a dobu, kdy
doslo u mandelinky k prvni zmince o rezistenci. Z 15 testovanych tG¢innych latek u 3 doslo k
oznameni vzniku rezistence jesté v tom samém roce, u 9 byla reportovana rezistence do 5 let, u
1 postiiku do 10 let, u 1 postiiku aZ po 60 letech a u posledniho testovaného, fenalvaleratu

v kombinaci s piperonylbutoxidem, rezistence v dob¢ vyzkumu nebyla znama.

V roce 1999 oznacuje Lee et al. (1999) recesivné homozygotni gen LdVsscl za gen
AFLP mapovani genomu prokazal jeho ptedpokladané umisténi na chromozomu X (Heim et
al. (1992) a potvrdil spravnost oznaceni tohoto genu za pfi¢inu rezistence k pyretroidim.
Hawthorne (2003) navic ptidava v souvislosti s vyzkumem insekticidni rezistence vyznam tzv.
knockdown rezistenci, zptisobenou bodovou mutaci (SNP), cytosinu pfeménéného na thymin.
Konkrétné jde o (L1014Fkdr a M918T super kdr). Dle Rinkevich et al. (2012) tato mutace

vznikla nezavisle na sob¢€ na riznych mistech svéta.

Tato problematika rozsifujici se insekticidni rezistence mandelinky je zna¢né rozsahlé

téma, viz napiiklad prace Malekmohammadi et al. (2012) a Malekmohammadi et Galehdari

36



(2016) o mutaci acetylcholin esterazy a jejim vlivu pii insekticidni ochrané u irdnské populace
tohoto brouka ¢i prace Fu et al. (2015), ktery se principem rozvijejici se rezistence vypotradava
za uziti genového ,,umlcovani“ (gene silencing) 49 specidlnich strukturnich proteintt bHLH
(basic helix loop helix) metodou RNAI (RNA interference), ktera muze byt dle Mamta et Rajam
(2017) budoucnosti insekticidni ochrany. V Ceské republice se pak timto tématem zabyva
Zichova et al. (2010) z vyzkumného tstavu v Ruzyni, které sledovala rezistenci ¢eské populace

mandelinky vii¢i organofosfatim a pyretroidim.
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4 Metodika

4.1 Sbér vzorku a lokality piivodu brouki

Sbér vzorkt mandelinek probihal ve spolupréci s pracovniky VUB HB a Biologického
centra AVCR v Ceskych Budé&jovicich. Z kazdé ze 13 lokalit CR a jedné lokality z vychodu SR
bylo odebrano 100 brouk?, ktefi byli zmrazeni a v termoboxech zaslani na pracovi§té CZU.
Sbér probihal béhem Cervna a Cervence roku 2019. Vybrani jedinci pochazi ze zastupct staré
zimni (jarni) generace. Lokality odbért byly vybirany tak, aby byly maximalné pokryty oblasti
S vyS$8im zastoupenim péstovani brambor. Lokalita Stakéin (SR) reprezentuje vyrazngji

geograficky izolovanou populaci pro moznost porovnavani.

Do jisté miry odlisnymi lokalitami ze vSech testovanych jsou lokality Travéice A a
Travéice B, které jsou unikatni tim, ze jejich testovani jedinci jsou vzdy potomci jedné nahodné

oplozené samice.

Rozmisténi jednotlivych lokalit je patrné z nasledujici mapy (obrazek 4) a tabulky
(tabulka 2). Cisla lokalit v tabulce odpovidaji &islim zanesenym na mapé. Roztiidéni lokalit do
regiont prob&hlo na zakladé geografického umisténi jednotlivych lokalit, kdy bylo cilem blizké

lokality propojit do stejného regionu.

Lokalita Okres Region Zem. §itka Zem. délka
1 Bojanovice Klatovy Plzetisko 49.2952192N, 13.6350417E
2 Bélcice Strakonice Plzetisko 49.5057981N, 13.8681967E
3 Ceské Budgjovice Ceské Budgjovice  J. Cechy 48.9845322N, 14.4213594E
4 Celékovice Praha — vychod S. od Prahy 50.1601811N, 14.7772483E
5 Chlumin Me¢lnik S. od Prahy 50.2872792N, 14.4568278E
6 Cizov Znojmo J. Morava 48.8791622N, 15.8693608E
7 Havlickova Borova Havlickuv Brod Vysocina 49.6405228N, 15.7941717E
8 Jamy Zd4r nad Sazavou  Vyso&ina 49.5318772N, 16.0027469E
9 Malonty Cesky Krumlov J. Cechy 48.6820467N, 14.5689025E
10 Dolni Hoftice - Oblajovice Tabor Vysoc¢ina 49.4445492N, 14.8783194E
11 Stakéin (Slovensko) Snina Slovensko 49.0046822N, 22.2244244E
12 Travéice Litomé&fice S. od Prahy 50.5010056N, 14.1880422E
13 Valecov Havli¢kuv Brod Vysoc¢ina 49.6432406N, 15.4946897E
14 Zabéice Brno — venkov J. Morava 49.0018942N, 16.5916219E
15 Zeliv Pelhfimov Vysocina 49.5276297N, 15.2110433E

Tabulka 2. Seznam odbérovych lokalit vzorkit mandelinky bramborové. Zkratky regionii: S. od Prahy = lokality

lezici na sever od hl. mésta Praha; J. Cechy = jizni Cechy.
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Obrazek 4: Mapa odbérovych lokalit vzorkii v Ceské republice a na Slovensku. Cisla jednotlivych lokalit

odpovidaji ¢islium v tabulce ¢ 2.

4.2 Laboratorni analyzy

4.2.1. lzolace DNA za uziti CTAB pufru
4.2.1.1. Extrakce DNA

Po urceni pohlavi testovaného jedince pro dalsi analyzy byly kazdému broukovi
opalenou pinzetou odebrany 4 nozicky, které byly vlozeny do zkumavky s objemem 1,5 ml.
Nasledn¢ bylo ptidano 400 pl CTAB pufru, 2 pl merkaptoethanolu a vse bylo
zhomogenizovano kulatou sklenénou tycinkou. Po pfidani 2 pl proteinazy K byly vzorky

vortexovany a inkubovany pti 60 °C po n¢kolik hodin, obycejné pies noc.
4.2.1.2. Purifikace DNA

Réno, po prob&hlé inkubaci vzorkt, byly ke kazdému vzorku ptidany 4 pul RNézy a vse
bylo diikladné vortexovano s naslednou inkubaci po 20 min pii 25°C. Nasledné byla do kazdé
zkumavky, v prostiedi digestofe, aplikovana smés 400 pl fenolu, chloroformu a
izoamylalkoholu v poméru 25:24:1 (Roth) a vSe bylo dikladné zvortexovano. Poté byly vzorky
centrifugovany pti 14 000 rpm (revolutions per minute) po 10 minut pro oddéleni jednotlivych
frakci. Vznikly supernatant neboli tekutina nad sedimentem, byl opatrné preveden do nové 1,5
ml zkumavky. Snahou bylo odebrat mnozstvi vzorku minimalné v rozmezi 300 — 350 pl, a

pfitom nenabrat fenol, ktery sedimentoval na dno zkumavky. Do nové zkumavky pak bylo
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pfidano 400 pl smési chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1. Vse bylo dikladné
zvortexovano a centrifugovano pii 12 000 rpm po 10 minut. Nasledné byla opét svrchni frakce,
piiblizn¢ 250 ul odpipetovana a prevedena do nové, definitivni 0,5 ml zkumavky s plochym

vickem.
4.2.1.3. Srazeni nukleovych kyselina a rozpousténi peletu

Do téchto novych zkumavek poté bylo pfiddno ekvalni mnozstvi vychlazeného
izopropanolu, tedy cca 250 — 280 pl. Pievracenim bylo vSe dikladné promichano, dokud se
tvofila srazenina a nasledné byly vzorky inkubovany pii -20 °C po 1,5 hodiny. Po inkubaci
nasledovala centrifugace pfi 10 000 rpm po 10 min a opatrné oddé€leni supernatantu se
soucasnym piidanim 225 ul 70% etanolu a 25 pl octanu sodného (pH 5,6) pro oplachnuti peletu.
Nésledovala znovu centrifugace 10 min pti 10 000 rpm a nésledné oddéleni supernatantu slitim,
nebot’ je v tuto chvili jiz pelet DNA dobfe viditelny. Poté bylo pfidano 200 pl absolutniho
ethanolu pro odstranéni octanu sodného a vse bylo centrifugovano po 10 min pii 10 000 rpm.
Po centrifugaci byl etanol odstranén odsat pipetou a vSechny vzorky byly nasledné vysusené
v termobloku pii teploté v rozmezi 45 — 50°C. Suchy pelet byl poté rozpustén pies noc v 40 —
50 pl TE pufru. TE pufr se skladal z 1,0mM Edta, 10mM triss s vyslednym pH = 8.

4.2.2. Priprava vzorka na PCR

V této diplomové praci byly pouzity primery dle Grapputo et al. (2006). Grapputo ve
své praci predstavil 11 mikrosatelitnich lokust, sloZeni jejich repetitivnich dinukleotidovych
sekvenci, jejich primery, rozsah velikosti, barvitelnost pii elektroforéze a dalsi vlastnosti. Ve

je patrno nejlépe z tabulky ¢. 3.
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Bar. Rozsah N
Lokus Primery (DP) Opak. GR (GR) N (DP)

F 5 CAACGTACAGTGTGCTTCATTTG 3’

LdA11b VIC  (GT)8 163169 6 3
R 5 GTTTCTTTCAAGATTTGTTGCAGACATCA 3’
F 5" TGCTCATTTCAAATATGGTTTTG 3’

LdB8b VIC  (CA)9 94104 5 4
R 5 GTTTCTTCCAACAGGTATCCAACAAACG 3’
F oo , (TG)9T

LdDan 5’ GGAAAAATGTGTGGTTCAAGG 3 251089 15 0
R 5" ACAGCGTCCCTGTCACTTCT 3’ (TG4
F 5 ACAGCGTCCCTGTCACTTCT 3’

LdE10e PET  (CA)I0 115132 5 2
R 5 GTTTCTTCCCAGCGAGGTTTATTAGGA 3’
F 5 GCGGCCAGATGTTATCAGTT 3’

LdE11c 6-FAM  (CA)8 138160 5 4
R 5 GTTTCTTCACCGCGACTTCAAAGGTAT 3’
F 5 CACTCTGGGGTCAAATAGAG 3’ (CA)STA

LdAC5-2 6-FAM 208231 11 0
R 5 GTTTCTTTTCGAGTGACTTGTGTGTGT 3’ (CA)18

F 5 CGTTTATGATTAGCATTTCTGA 3
LdAC5-22 VIC (TCGT)5 147-160 3 3
R 5 GTTTCTTACTTTCAATAAAAAGGTCGAT 3’

F 5" CCAGTTGATATTGAGAGAGA 3’

LdGA4-5 NED  (GA)9  208-230 8 6
"GTTTCTTCAAACGCACTCAGTACAAAA 3’

Py
w

"TTTGGTGGGTGTTTCTATTC 3°
"GTTTCTTAAATGCGCCTGATGATAG 3’

" GCTCGTCAAATCTAGGAAGA 3’
"GTTTCTTAAGAATGAAATCCAGGAGAA 3’
"GTTTTCCATCATGATCCATT 3’

LdGA5-11 NED (CT)10  175-189 9 6

LdGA4-18 PET (TC)10  204-212 7 4

AV Y Y Y Y ]

LdGA5-30 6-FAM  (TC)11  173-182 8 5

U M VW T XUV T

5" GTTTCTTATAGGAAGCAACGACCATC 3’

Tabulka 3: Charakteristika 71 mikrosatelitnich lokusii mandelinky bramborové. Zprava: lokus, primery, Vv
laboratorich CZU uzité fluorescencni barvivo, opakujici se motiv mikrosatelitu, rozsah hodnot produkti; PCR dle
Grapputa, kterych lokusy mohou nabyvat; Pocty alel dle Grapputo (N GR); Pocet alel detekovanych laboratori
CZU (N - DP). Lokusu LdD4h neni p¥ifazeno Zdidné barvivo, nebot byl z analyzy této prdce vyloucen — viz ddle.
Dle Grapputo 2006, upraveno M. Matyska 2020

Pro podminky laboratofe CZU byly tyto primery optimalizovany. Tato optimalizace
spocivala zejména v modifikaci vSech reversovych primeri na 5’konci sekvenci
S’GTTTCTT3* dle Brownstein et al. (1996) pro podporu adenylace 3 konce znacenych ssDNA
fragmentl. F-primery byly na 5'konci oznaceny jednim z fluorochromu (6-FAM, VIC, NED,
PET: Life Technologies, USA). Kazdy marker byl nejprve otestovan zvlast’ na referen¢ni sadé
vzorkll (koncentrace kazdého primeru v reakci byla 0,2 uM). Bylo zji§téno, Ze marker LdD4h
opakované neamplifikoval, procez byl navrZzen novy R primer. Bylo vSak zji§téno, Ze se
sekvence tohoto mikrosatelitu nachazi v genomu ve vice kopiich, marker LdD4h byl tedy
Z naslednych analyz vyfazen. Pro multiplex analyzu tak bylo pouZito zbylych 10 mikrosatelitd.

Vzhledem k velikostnim ptekryvim produkti PCR amplifikace u nékterych markert se stejnou
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fluorescen¢ni barvou a kiizovym amplifikacim byly markery, ve vhodnych koncentracich,
rozdéleny do dvou multiplexi. Teplota pro nasedani primerd (annealing) byla optimalizovana
na 56 °C. Vysledky optimaliza¢ni prace a konkrétni zvoleny postup piipravy vzorkti na PCR
jsou patrné z tabulky 4 a 5.

MULTIPLEX 1
Slozka Koncentrace pipetovany objem Fl. Znacka
DNA vzorku [Sng/ul] 1 ul
Q. Multiplex PCR Sul
LdAC5-2 -F 4 uM 0,2 ul 6-EAM
LdAC5-2-R 4 uM 0,2 ul
LdEllc-F 4 uM 0,1 ul 6-EAM
LdEllc-R 4 uM 0,1 pl
LdGA4-5-F 4 uM 0,2 ul NED
LdGA4-5-R 4 uM 0,2 ul
LdAC5-22 - F 4 uM 0,1 ul VIC
LdAC5-22 - R 4 uM 0,1 ul
DDI - H20 2,8 ul
Celkem 10 pl
Tabulka 4: Slozeni Multiplexu 1
MULTIPLEX 2
Slozka Koncentrace pipetovany objem Fl. Znacka
DNA vzorku [Sng/ul] 1 pl
Q. Multiplex PCR S5ul
LdB8b - F 4 uM 0,1 ul VIC
LdB8b - R 4 uM 0,1 ul
LdGA5-30 -F 4 uM 0,2 ul
LdGAS5-30 -R 4 ﬁM 0,2 ﬁl 6-FAM
LdGA5-11 -F 4 uM 0,2 ul NED
LdGA5-11-R 4 uM 0,2 ul
LdE10e - F 4 uM 0,2 ul
LdE10e - R 4 ﬁM 0,2 ﬁl PET
LdAllb-F 4 uM 0,15 pul VIC
LdA11lb-R 4 uM 0,15 pl
LdGA4-18 - F 4 uM 0,5 ul PET
LdGA4-18 -R 4 uM 0,5 ul
DDI - H20 1,3 pl
Celkem 10 ul

Tabulka 5: Slozeni multiplexu 2.

Do zkumavek pro PCR byly pipetovany vzorky DNA, primerové jednotlivych
mikrosatelitti, Qiagen ® Multiplex PCR Plus Kit (slozeni: Taq DNA polymeraza, MgClz, dNTP
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Mix, Q-Solution, RNase free watter) a vSe bylo doplnéno dvakrat deionizovanou vodou na
objem 10 pl. VSechny piidavané latky byly po rozmrznuti pted pipetovanim zvortexovany.
Piiprava téchto vzorku pro PCR probihala v laminarnich boxech. Koncentrace a objemy

jednotlivych pipetovanych slozek se ménily v zavislosti na piipravovaném multiplexu.

4.2.3. PCR amplifikace mikrosatelitnich lokusi

Vyse piipravené vzorky byly vlozeny bud’ do termocykleru C1000 (BioRad) s kapacitou
2x 48 vzorku. Konkrétni pribéh PCR, tedy jednotlivé uzité teploty a probéhlé faze, jsou

uvedeny v tabulce 6.

Faze Uvodni . Zavéretna ,
reakce denaturace Denaturace  Annealing Elongace extense Chlazeni
T (°C) 95 94 56 72 60 12
t (min) 6 0,5 15 1 48 0
opakovani 1 35 1

Tabulka 6: Prithéh PCR

4.2.4. Redéni DNA pro kapilarni elektroforézu.

Produkty PCR byly fedény v poméru 1:29 dvakrat deionizovanou vodu. Z této smési
byl odebran 1 pl, ktery byl pipetovan do zkumavek o objemu 0,2 ml. Nasledn¢ bylo k tomuto
mnozstvi vzorku ptidano 11,8 pl Hi-Di (vysoce deionizovany formamid) a 0,2 pl hmotnostniho
standartu GeneScan-600LIZ. Takto pfipravené vzorky byly pievedeny do specialnich
zkumavek ve stripech po 8 pro kapilarni elektroforézu a opatfeny patficnymi uzavéry.

V termocykleru poté probéhla jejich denaturace pti 95 °C.
4.2.5. Kapilarni elektroforéza

Vzorky byly analyzovany na kapilarni elektroforéze ABI PRISM A310 (Life
Technologies, USA). Délka uzité sklenéné kapilary byla 36 cm a jeji vnitini povrch byl kryt
polymerem POP4 pro kontrolu elektroosmotického toku. Bylo uzito nasttiku 15kV po dobu 5
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sekund. Elektroforéza probihala 23 minut pii 15kV. Vystupem elektroforézy byla data ve

formatu fsa.

Elektroforeogramy byly analyzovany a alely detekovany v programu GeneMapper.
Dale byly v tomto programu piipraveny moduly pro automatickou detekci pikti ve stanovenych
lokusech. Tyto moduly byly vyuzity, avsak kazdy vzorek byl dale podroben manualni kontrole,
pii niz doslo k odstranéni falesnych alel. Za referencni alely zde byly pouzity vysledky
pokusnych vzorki 90 imag populaci Oblajovice (okr. Tabor), Stakéin (Slovensko) a ValeCov
(okr. Havlicktiv Brod). Vysledky byly exportovany ve formatu .txt a nasledné pievedeny do
formatu .xIsx, ktery je zakladem pro hodnoceni v pfislusném programu MS Excel. Dalsim
vysledkem téchto analyz bylo vylouceni lokusu LAAC5-2, nebot jeho hodnoty nebyly
dostate¢né prukazné pro pozd¢jsi analyzu. Ve vysledcich této prace je tak pracovano pouze s 9

mikrosatelitnimi markery.
4.2.6. Analyza dat

Data v programu MS Excel byla upravena do formatu pro analyzy v programu GenAIEx
6.51b2 (Peakall et Smouse 2006), ktery funguje jako doplnék k programu MS Excel.

Fylogeneticky strom byl zpracovan v programu Darwin 6 (Perrier et Jacquemoud-Collet 2019).
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5 Vysledky

5.1 Diference lokusu

V programu GenAlEX byla provedena analyza zastoupeni alel najednotlivych
lokusech, a to jak na urovni populaci, tak na urovni regionalni. Na vSech 9 analyzovanych
lokusech bylo mozné detekovat vice nez jednu alelu. Nejvice alel obsahovaly lokusy LdGAS-
11 a LdGA4-5 a to Sest. Naopak nejméné alel, pouze dv¢, obsahoval lokus LdE10e. Aritmeticky
primér alel na lokus vychazi na 4,11. Cetnost viech alel detekovanychna jednotlivych

lokusech a mira jejich zastoupeni ve vSech testovanych vzorcich je patrna z tabulky 7.

LdGA5-30 LdGA5-11  LdGA4-18 LdE10e LdB8b LdA1l1lb LdAC5-22 LdEllc LdGA4-5

Alely Freq Alely Freq Alely Freq Alely Freq Alely Freq Alely Freq Alely Freq Alely Freq  Alely Freg
N 439 N 502 N 490 N 502 N 502 N 502 N 502 N 499 N 502
180 0.01 179 043 210 052 128 05 100 0.2 169 04 152 0.17 152 0.953 206 0.001
181 033 185 0.31 211 0.08 131 05 103 0.2 171 0 160 0.42 154 0.001 212 0.002

183 03 187 0 215 0 105 02 173 06 164 0.41 160 0.043 214 0.123
185 0.05 189 0.13 217 04 107 0.4 164 0.003 218 0.026
186 0.32 191 0.13 220 0.212

194 0 226 0.636

Tabulka 7: Zastoupeni jednotlivych alel na testovanych lokusech. U nékterych testovanych jedincii nebyla na vybranych
lokusech elektroforézou detekovana zadna alela, a tak se pocty analyzovanych vzorkii na lokus vzdajemné lisi — viz hodnoty

vpravo vedle pismene N.

Zastoupeni alel se liilo napfi¢ populacemi. Pro nazorné porovnani byly v nize uvedené
tabulce 8 vybrany tfi nejvice polymorfni lokusy LdGA5-30, LdAGA5-11, LAGA4-5 a tii

populace, které byly zvoleny tak, aby co nejvice reprezentovaly rozdilnost zemépisné délky.
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LdGA5-30 [B] LdGA5-111[Y] LdGA4-5[Y]
alela Boj.  Zab. Stak. alela Boj.  Zab. Stak. alela Boj. Zab.  Stak.

N 21 27 26 N 30 30 29 N 30 30 29
180 0.024 0 0 179 0.467 0.58 0.5 206 0 0 0
181 0.238 0.222 0.212 185 0.333 0.23 0.24 212 0 0 0
183 0.357 0426 0.423 187 0 0 0 214 0.133 0.117 0.069
185 0 0.1112 0.077 189  0.133 0.1 0.17 218 0.033 0.033 0.017
186 0.381 0.241 0.288 191 0.067 0.08 0.09 220 0.133 0.3 0.121

194 0 0 0 226 0.7 0.55 0.793

Tabulka 8: Porovndni 3 vybranych, nejpolymorfnéjsich lokusii na 3 vybranych lokalitach Bojanovice, Zabcice a

Stakcin..

Z vyse uvedené tabulky, ale i z nasledujiciho grafu ¢. 3, je patrné, Ze se frekvence alel

zastoupenych ve vybranych populacich lisi. Napiiklad alelu 180 z lokusu LdGA5-30 lze

v tomto vybéru detekovat pouze u populace z Bojanovic. Naopak napiiklad alelu 185 ze

stejného lokusu u jedincti pochazejicich z Bojanovic nenalezneme. Tento fakt muze indikovat

jistou miru diference jednotlivych populaci.
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Sktakéin
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Graf 3: Graficky zpracovanda frekvence alel u ti'i nejpolymorfnéjsich lokusit na tiech vybranych lokalitich.

Pro ukazku mnozstvi polymorfismi na jediném lokusu byl z vyse uvedenych lokusi

vybran LdGAS5-30, na némz je v kolacovém grafu demonstrovana rozdilnost alel napfi¢ tfemi

vybranymi populacemi. Z grafii 3, 4 a 5 je, mimo vySe uvedené, dobie patrna rozdilnost ve
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frekvenci zastoupeni alely 186, ktera u nejzapadnéjsi populace z Bojanovic kompenzuje

absenci alely 185 u populaci Zabé&ice a Stakéin

Frekvence alel na lokusu LAGA5-30 pro Bojanovice (n=21)

180
2%

185
0%

Graf 4: Frekvence alel na lokusu LAGA5-30 v lokalité Bojanovice. Za pozornost stoji mimo jiné frekvence alely

180, ktera se v jinych lokalitach nevyskytuje.

Frekvence alel na lokusu LAGA5-30 pro Sktakéin (n=26)

180
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Graf 5: Frekvence alel na lokusu LAGA5-30 v lokalité Stakcin

Frekvence alel na lokusu LAGA5-30 pro Zab¢ice (n=27)

180
0%

185
11%

Graf 6: Frekvence alel na lokusu LAGA5-30 v lokalité Zabcice. Patrny je ndrist frekvence alely 185.
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Porovnanim frekvence alel stejného lokusu se vSemi testovanymi populacemi ziskame
nize uvedeny graf 7. Je z n¢j patrné, ze nejméné zastoupenou alelou je alela 180, kterd je
specifickd pouze pro populace pochézejici z oblasti jihozapadu Cech (Boj, CB, Jamy) a pro
jednu populaci z Vyso€iny (HB). Do jisté miry je také odlisna populace z Malont, jejiz alela
183 dosahuje nejvyssi frekvenci vyskytu napfi¢ v§emi ostatnimi. Tento enormni vyskyt je vSak
kompenzovan u alely 186, ktera je u populace z Malont nejméné zastoupena. Alela 185 pak

chybi u 4 populaci ze 16 (Boj, TrA, TrB, HB).

Frekvence alel na lokusu LAGA5-30
m Bojanovice m Bélgice m Ceské Budgjovice ~ m Malonty
m Celakovice B Chlumin m TravCice A m Travc¢ice B
= Cizov Zabgice ® Havlickova Borova ®Jamy
Oblajovice Valecov Zeliv Stak¢in
0.500 +
0.450 -
0.400 -
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0.300 -
8
&
< 0.250 -
b
w
0.200 -
0.150 -
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Lokus

Graf'7: Frekvence jednotlivych alel na lokusu LAGA5-30 u vSech populaci.
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5.1.1. Regionalni srovnani

Mrw ot

Frekvence jednotlivych alel na testovanych lokusech se také lisila napfi¢ jednotlivymi

regiony. Vse je nejlépe patrné z nasledujicich grafi 8 - 13 pro pét nejpolymorfnéjsich lokust.

Zastoupeni alel na lokusu LAGAS5-30 napfic regiony

1.200

1.000
0.800
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0.200

0.000

Frekvence zastoupeni

Plzeiisko J. Cechy S. od Prahy J. Morava Vysocina Slovensko

=180 =181 =183 =185 m186

Graf 8: Regiondlni srovndni frekvence jednotlivych alel na lokusu LdGA5-30. Z grafu je patrné vyse uvedené
konstatovani zastoupeni alely 180 pouze u populaci nachdzejicich se na jihozdpadé Cech. Také je z grafu patrné, Ze

taktéz vyskyt alely 185 je vazan na oblast severozapadu Cech.

Zastoupeni alel na lokusu LAGA4-18 napfic regiony

190881

Plzeinisko J. Cechy S. od Prahy J. Morava Vysocina Slovensko
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Graf 9: Regionalni srovnani frekvence alel na lokusu LAGA4-18. Nejpolymorfnéjsimi regiony u tohoto lokusu jsou

jizni Morava a region na sever od Prahy, kde se miizeme setkat s pritomnosti alely 215.
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Zastoupenti alel na lokusu LAGAS5-11 napf#i€ regiony
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Graf 10: Regiondlni srovndni frekvence alel na lokusu LdGA4-5. Zajimava je zde nizka mira polymorfismu u
populaci z jizni Moravy. Naopak nejvice polymorfni jsou jedinci z regionu severné od Prahy, coz je paradoxni

vzhledem k populacim z Travéic, jejichz frekvence alel je oviivnéna nendhodnym oplozenim rodicovské generace.

Zastoupeni alel na lokusu LdGAS5-11 napfic regiony - bez Travcic

180083
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Graf 11: Regiondlni srovndni frekvence alel na lokusu LdGA4-5 bez zahrnuti populace z Travcic. Z grafu je patrné
Ze pritomnost Travcické populace vyrazné oviivituje zastoupeni alel v regionu Sever od Prahy. Lze tak konstatovat,

Ze fakt nendhodného oplozeni u téchto vzorkii zpiisobil vychyleni cetnosti viech alel v tomto regionu.
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Zastoupendi alel na lokusu LdB8b napfic¢ regiony

Plzeiisko J. Cechy S.od Prahy  J. Morava Vysoéina Slovensko
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Graf 12: Regiondini srovnani frekvence alel na lokusu LdB8b. Nejmarkantnéjsi je zde rozdil ve frekvenci alely

107, jejiz Cetnost je nejvyssi v regionu lezicim na sever od Prahy.

Zastoupeni alel na lokusu LdGA4-5 napfic regiony
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Graf 13: Regiondlni srovnadni frekvence alel na lokusu LdGA4-5.V tomto grafu je patrna nejvétsi frekvence
zastoupeni alely 226 u regionu Slovensko. Naopak nejvice polymorfni jsou regiony Jizni Morava a Jizni

Cechy, kde je pomér zastoupeni alely 226 u testovanych jedincii nejnizsi.
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5.2 Genotypova diference napii¢ populacemi

5.2.1. Unikatni genotypy

Ze vsech 502 testovanych jedinc bylo na 9 lokusech detekovano 495 unikatnich
genotypu, piicemz 488 z nich se vyskytlo pouze jednou a pouze 7 genotypu se v testovanych
vzorcich objevilo 2x. Z téchto sedmi dvakrat opakujicich se genotypii piipada pét na lokalitu
Travcice, kterd je specifickd z divodu nendhodného ptivodu testovanych jedincti popsaného

vyse.
5.2.2. Unikatni alely

U tfi testovanych populaci byly zaznamenany unikatni alely, které se jinde v populaci
nevyskytovaly. Jmenovité se jedna o vzorky Cizov 29 s unikatni alelou 154 [lokus LdE11C]
Oblajovice 21 s unikétni alelou 194 [lokus LdGA5-11] a Zeliv 15 s unikatni alelou 206 [lokus
LdGA4-5].

Kromé unikétnich alel byl také u vSech 16 populaci sledovan prumérny pocet alel na
lokus, pocet alel s frekvenci vétsi nebo rovno 5 %, pocet efektivnich alel, Informacéni index,
ktery je ekvivalentni Shannon-Weaver diversity indexu, pocty alel, které se nachazely
v populaci s frekvenci vyssi nebo rovno 5 % a nizsi jak 25 %, ¢i 50 %, geneticka diverzita a

nestranny odhad genetické diverzity. Vysledky téchto analyz jsou nejlépe patrné z tabulky 9.
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Populace Boj Bél CB Mal Cel Chl TrA TrB

Na 311 =+0.31 322 +0.28 3.44 038 3 +0.37 322 +0.28 333 +029 289 +026 2.89 =+0.26
Na Freq.>=5% 2.89 +0.26 3 +0.29 3 +041 278 =+036 289 +0.35 278 =+022 278 +0.32 278 =+0.28
Ne 244 +024 247 +027 262 +033 237 +0.25 247 +029 239 +023 195 +0.26 2.04 +0.26
| 092 +0.11 094 =+0.11 096 +0.14 0.88 =+0.14 092 +0.13 092 =+0.10 0.73 +0.13 0.77 =+0.12
Privatni al. 0 +0.00 0 +0.00 0 +0.00 0 +0.00 0 =+0.00 0 +0.00 0 +0.00 0 =+0.00

p. al. (<=25%) 0.11 +0.11 0.22 +0.15 0.22 +0.15 022 =+0.15 0.22 +0.15 0.22 =0.15 0 +0.00 0 +0.00
p. al. (<=50%) 0.22 +0.15 044 +0.18 0.33 +0.17 0.33 +0.17 044 +0.18 044 +0.18 0.11 =+0.11 0.11 =0.11

He 055 +0.06 055 =+0.06 0.55 +0.07 052 =+0.07 054 +0.07 054 =+0.06 042 +0.07 0.44 =+0.07
Populace Ciz Zab HB Jam Obl Val Zel Sta

Na 356 +0.24 311 +0.31 333 033 322 =+036 322 040 333 =+033 344 041 322 =+0.28
Na Freq.>=5% 278 +0.22 289 +035 3 £0.29 3 +0.29 289 035 289 031 267 033 3.11 =+0.26
Ne 244 +026 244 +026 226 +0.19 256 =+030 241 +0.28 249 +026 236 025 24 +0.31
1 094 +0.10 091 +0.12 0.89 +0.10 0.95 +0.12 0.89 +0.14 093 +0.13 0.89 +0.12 0.91 =+0.12
Privatni al. 0.11 +0.11 0 =+0.00 0 =+0.00 0 +0.00 0.11 =+0.11 0 =+0.00 0.11 =+0.11 0 =+0.00

p. al. (<=25%) 022 +0.15 011 +0.11 0.22 +0.15 011 +0.11 022 =+0.15 022 +0.15 0.22 +0.15 0.22 =+0.15
p. al. (<=50%) 0.44 +0.18 0.33 +0.17 033 +0.17 033 +0.17 0.33 =+0.17 0.44 =+0.18 0.33 +0.17 0.44 =+0.18
He 055 +0.06 054 +0.07 052 +0.06 056 +0.06 0.52 =+0.07 054 =+0.07 052 +0.07 052 =+0.07

Tabulka 9: Priimérny pocet alel na lokus (Na); Pocet alel s frekvenci >=5% (Na Freq>= 5%); Pocet efektivnich
alel (Ne), Informacni index (1); Pocet privaitnich alel nap¥ic lokusy (Privdtni al.); Pocet alel s frekvenci <=25%
(p. al. (<=25%)),; Pocet alel s frekvenci <=50% (p. al. (<=50%)); Genetickd diverzita (He); Nestranny odhad
genetické diverzity (UHe).

vV

Z tabulky je patrné, Zze nejvysSiho primérného poctu alel na lokus dosahuji populace
Cizov, Ceské Budgjovice a Zeliv. Naopak nejméné alel na lokus vykazovaly populace
z Travcic. Nejvice alel s frekvenci vétsi nebo rovno 5 %, dosahuje populace ze Stakcina.
Hodnoty informacniho indexu, poukazujici na vnitini diverzitu populace se napfi¢ jednotlivymi
testovanymi populacemi prokazatelné nelisi s vyjimkou populaci z Travéic. Podobna je situace
1 u mnozstvi privatnich alel, kterd je opét viceméné napti¢ populacemi podobna, avSak opét
s vyjimkou u populaci z Trav¢ic. Mira heterozygotnosti, kterd je pro srovnani nejlépe patrna

z nasledujiciho grafu, je na tom pak totozné.
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Alelické vzorce napri¢ populacemi
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Graf 14: Primérny pocet alel na lokus (Na); Pocet alel s frekvenci >=5% (Na Freq>= 5%), Pocet efektivnich alel (Ne),

Informacni index (1); Pocet privatnich alel napri¢ lokusy (Privdtni al.); Pocet alel s fiekvenci <=25% (p. al. (<=25%));
Pocet alel s frekvenci <=50% (p. al. (<=50%)), Geneticka diverzita (He); Nestranny odhad genetické diverzity (UHe).
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5.3 Testovani a zjisSt'ovani prostorové struktury populace

Mimo rozdilnych alelickych ¢etnosti a unikatnich alel v populacich je mozné genetickou
diverzitu popsat i z hlediska prostorového a vnitiniho uspotadani populace. Toto uspofadani 1ze
popsat mimo jiné na zakladé hodnot genetické vzdalenosti, F-statistiky, odchylek od HW
rovnovahy, Neiovy genetické distance (Nei’s genetic distance) a na zakladé analyzy

molekularni variance AMOVA ¢i analyzy hlavnich koordinat PCoA.

5.3.1. Diference popsana hodnotami F-statistiky

Vsech 502 testovanych vzorka bylo v programu GenAIEx podrobeno vypoctu hodnot
F statistiky — Fst, F a Fis.

Fixac¢ni index (F) pro kodominantni data indikuje ptvod testované populace. Hodnoty
tohoto indexu blizké nule naznacuji, Ze testovana populace vznikla nahodnym oplozenim
probihajicim v rodicovské generaci. Hodnoty vyss$i pak indikuji bud’ pfitomnost inbreedingu ¢i
nedetekované nulové alely. Zaporné hodnoty pak oznacuji pritomnost negativniho vybérového

k¥izeni ¢i heterdzni selekci.

Inbreedni koeficient jedinci (Fis) popisuje redukci heterozygotnosti jedince na zakladé
nendhodného oplozeni uvnitt kazdé subpopulace. Zaporné hodnoty tohoto indexu
predpokladaji vyssi hodnoty inbreedingu. Inbreedni koeficient subpopulaci (Fst) pak méti

genetickou odliSnost od ostatnich populaci.

Mimo vyse uvedenych hodnot jsou v tabulkach 10 a 11 uvedeny hodnoty ocekavané
heterozygotnosti (genetické distance - He), pozorované heterozygotnosti (Ho) a pomér téchto

dvou hodnot.
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Lokalita N SE He SE Ho SE He-Ho F SE Fis

Bojanovice 28.78 1 055 0.06 047 0.07 0.08 0.181 0.078 0.14
BélCice 29.67 0.33 055 0.06 0.44 0.08 0.1 0259 0.107 0.19
Ceské Bud&jovice 29.44 056 0.55 0.07 0.44 0.09 0.12 0.197 0.107 0.21
Malonty 28.33 0.67 052 0.07 047 0.1 0.05 0119 0.11 0.1
Celakovice 29 0 054 0.07 047 0.08 0.07 0.121 0.095 0.13
Chlumin 2778 022 054 006 04 0.08 0.14 0.279 0.123 0.26
Travéice A 29.44 044 042 0.07 0.44 0.09 -0.03 -0.078 0.101 -0.06
Travéice B 5856 1.12 0.44 0.07 051 0.08 -0.07 -0.161 0.065 -0.16
Cizov 27.67 033 055 0.06 0.46 0.07 0.08 0.178 0.07 0.16
Zabgice 29.67 0.33 054 0.07 045 0.07 0.09 0.142 0.063 0.16
Havli¢kova Borova 29.33 0.67 052 0.06 0.35 0.07 0.17 0.393 0.117 0.33
Jamy 2856 044 056 0.06 0.48 0.07 0.08 0.168 0.087 0.14
Oblajovice 29.44 056 0.52 0.07 0.43 0.08 0.09 0.168 0.101 0.18
Valeéov 29.67 0.24 054 0.07 046 0.08 0.08 0.136 0.093 0.15
Zeliv 29.44 056 052 0.07 04 0.09 0.12 0.23 0.108 0.23
Stakéin 2856 0.34 052 0.07 041 0.1 0.1 0291 0.137 0.2
Primér 30.83 049 052 0.07 0.44 0.08 0.08 0.164 0.098 0.148

Tabulka 10: Diference popsand hodnotami F statistiky: N — priimérny pocet alel na lokus;, SE — smérodatnd

odchylka; He — ocekdavand heterozygotnost; Ho — zjisténa heterozygotnost; Rozdil mezi heterozygotnosti

ocekdavanou a zjisténou (He-Ho) F — fixacni index, Fis — inbreedni koeficient uvniti’ populace. Data pro vSech 16

testovanych populact.

V nasledujici tabulce 11 jsou V jeji pravé ¢asti uvedeny hodnoty Fst. V jeji levé ¢asti jsou

pak uvedeny hodnoty Neiova indexu genetické vzdalenosti (Nei’s genetic distance). Vyssi

hodnoty tohoto indexu odpovidaji populacim, které jsou geneticky odliSné napfi¢ ostatnimi

testovanymi populacemi.
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Boj

Bél

CB

Mal

Cel

Chl TrA TrB Ciz

Zab HB

Jam Obl

Val

Zel

Sta

Boj
Bél
CB
Mal
Cel
Chl
TrA
TrB
Ciz
Zab
HB
Jam
Obl
Val
Zel
Sta

0.04
0.02
0.05
0.02
0.02
0.14
0.12
0.02
0.03
0.03
0.02
0.02
0.02
0.02
0.06

0.01

0.01
0.03
0.03
0.03
0.17
0.15
0.02
0.03
0.06
0.04
0.02
0.03
0.04
0.05

0.01
0.01

0.03
0.02
0.03
0.13
0.12
0.02
0.02
0.04
0.03
0.01
0.02
0.03
0.05

0.02
0.01
0.01

0.05
0.04
0.19
0.17
0.04
0.02
0.08
0.04
0.02
0.06
0.05
0.05

0.01
0.02
0.01
0.02

0.03
0.13
0.11
0.02
0.03
0.03
0.01
0.02
0.01
0.01
0.09

0.01
0.01
0.01
0.02
0.01

0.13
0.12
0.01
0.01
0.03
0.03
0.02
0.03
0.02
0.07

0.07
0.08
0.07
0.09
0.06
0.07

0.01
0.17
0.16

0.1
0.13
0.14
0.12
0.12

0.3

0.06
0.07
0.06
0.08
0.05
0.06
0.01

0.15
0.14
0.09
0.11
0.13

0.1
0.11
0.28

0.01
0.01
0.01
0.02
0.01
0.01
0.08
0.07

0.01
0.04
0.03
0.01
0.02
0.03
0.05

0.01
0.01
0.01
0.01
0.01

0
0.07
0.07

0

0.04
0.03
0.02
0.03
0.03
0.05

0.01
0.02
0.02
0.04
0.01
0.01
0.05
0.04
0.02
0.02

0.03
0.04
0.03
0.04
0.13

0.01
0.01
0.01
0.02

0
0.01
0.06
0.05
0.01
0.01
0.01

0.02
0.02
0.02
0.09

0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.07
0.07
0.01
0.01
0.02
0.01

0.02
0.02
0.05

0.01
0.02
0.01
0.02
0.01
0.01
0.05
0.05
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01

0.02
0.09

0.01
0.02
0.01
0.02
0.01
0.01
0.06
0.05
0.01
0.01
0.02
0.01
0.01
0.01

0.1

0.03
0.02
0.03
0.03
0.05
0.03
0.13
0.12
0.03
0.03
0.06
0.04
0.03
0.04
0.05

Tabulka 11: V pravé horni casti: hodnoty Inbreedniho indexu napvi¢ populacemi (Fst) (hodnoty vyssi jak 0,05

znamenaji pritkazny rozdil mezi populacemi). V levé spodni casti jsou uvedeny hodnoty Neiovy genetické distance

Regionalni srovnani

vy

Region Plzeiisko  J. Cechy S.od Prahy J. Morava Vysocina  Slovensko
Plzefisko 0.01 0.03 0.01 0.01 0.02
J. Cechy 0.01 0.03 0.01 0.01 0.03
S. od Prahy 0.06 0.07 0.03 0.02 0.08
J. Morava 0.01 0.02 0.07 0.01 0.03
Vysocina 0.01 0.02 0.04 0.01 0.04
Slovensko 0.05 0.05 0.18 0.05 0.08

Tabulka 12: Porovndni hodnot Fst a genetické distance podle Neie (D ‘) V regiondInim pohledu. V pravém hornim
rohu jsou data koeficientu inbreedingu Fst; V pravém dolnim rohu jsou pak uvedeny data genetické distance.

Tucné jsou v grafu vyznaceny nejvice extrémni hodnoty.

Hodnoty Fst v regionalnim srovnani nevykazaly prokazatelnou vzajemnou odliSnost
populaci mimo regionti Sever od Prahy vs Slovensko. Mozna odlisnost v§ak mlize existovat

mezi regiony Vysocina a Slovensko. Tato odlisnost v§ak neni prukazna.
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5.3.2. Odchylky od HW

Jednotlivé populace byly také testovany z hlediska odchylky od piedpokladané HW

rovnovahy na 9 testovanych lokusech. Vysledky této analyzy jsou patrné z nasledujici tabulky:

odch. lok.1 lok.2 lok.3 lok.4 lok.5 lok.6 lok.7 lok.8 lok.9
Boj 2 ns ns ns *x ns ns ns * ns
Bél 4 Fkk ns ns *x ns * ns Fkk ns
CB 3 ki ns ns >k ns * ns ns ns
Mal 3 Fkk ns ns *x * ns ns ns ns
Cel 3 Fkk * ns ok ns ns ns ns ns
Chl 4 falele ns faleie faleie ns ns ns * ns
TrA 1 kel ns ns ns ns ns ns ns ns
TrB 4 Fkk *x ns ns Fkk ns ns ns Fhk
Ciz 1 ns ns Frk ns ns ns ns ns ns
Zab 1 * ns ns ns ns ns ns ns ns
HB 4 kel ns ns *x ns ns kel kel ns
Jam 3 Fkk ns * ns ns ns ns * ns
Obl 3 falele ns ns * ns ns Fhx ns ns
Val 2 el ns ns * ns ns ns ns ns
Zel 4 *hk ns * Fkk ns * ns ns ns
Sta 4 Fkk ns ns Frk ns Hx ns Frk ns
Celk. 46 14 2 4 11 2 4 2 6 1

% 31.94 87.5 12.5 25 68.75 12.5 25 125 37.5 6.25

Tabulka 13: Odchylky jednotlivych lokusii od HW rovnovahy. Kli¢: ns=not significant/nepriikazné, * P<0.05, **
P<0.01, *** P<0.001; Lokus I az 9: LAGA5-30 [B];LdGA5-11 [Y]; LdGA4-18 [R]; LdE10e [R]; LdB8b [G];
LdA11b [G]; LdAC5-22 [G]; LdE11c [B]; LAGA4-5 [Y].
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5.3.3. Analyza molekularni variance - AMOVA

Tato analyza uvadi, jaka cast z celkové variance existuje mezi populacemi, uvnitt
populace a napfi¢ regiony. Vysledky této analyzy jsou uvedeny nize ve dvou grafech. Jeden
popisuje data vSech populaci, druhy popisuje molekularni varianci bez populaci z Trav¢ic, které

jsou odlisné vlivem nenahodného oplozeni.

Procenta molekularni variance [vSechny populace]

Variance mezi regiony Variance mezi
2% / populacemi
2%

\Variance mezi

jedinci uvnitf

populace
0
Variance 17%
uvnitt jedinct
79%

Graf 15: Analyza molekuldarni variance AMOVA pro vSechny populace.

Variance (. . e
mezi regiony Procenta molekularni variance [Bez Trav€ic]  \/.riance mezi
1% populacemi

0%

T Variance mezi

jedinci uvnitf

populace
22%
Variance
uvnitf jedinca
7%

Graf 16: Analyza molekuldrni variance AMOVA pro vSechny populace s vyloucenim Travcic. Z grafu je patrné,

Jjakou mérou prispéla tato vyloucend, inbreedni populace k celkové diferenci vzorkii. Vice v kapitole diskuze.
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5.3.4. Metoda PCoA

Za uziti metody PCoA byly sestrojeny programem GenAlEx grafy piibuznosti
jednotlivych populaci zaloZzené na porovnavani Genetické distance dle Nei et al. (1975).
,,Piibuznéjsi* populace jsou zde bliZe u sebe a vytvaii samostatné skupiny. Grafy PCoA byly
konstruovany jak pro v§echny populace, tak pro populace bez zahrnuti Trav¢ic a Stak¢ina (graf

18). Dale byl zkonstruovan graf 19 syntetizujici jednotlivé populace do regiond.

Analyza hlavnich koordinat( PCoA) [vSechny populace]

¢ Malonty
¢ Stak¢in

® &i
- o TraVBYCEA
¢ Bélcige | , L.

¢ Ceské Budgjovice

+ YaBhigovice

Coord. 2

* Pop.
¢ Chlumin

* BORE,,

¢ Jamy

» Celakovice ... .
13 Il-favhckova Borova

Coord. 1

Graf 17: Analyza PCoA pro vsechny populace. Z grafu je patrnd vzdjemnd vzddlenost jednotlivych populaci.
Nejvice jsou v tomto ohledu odlisné populace z Travcic (nejsevernéjsi populace) a ze Stakcina (Slovensko) Ostatni

populace taktéz vykazuji jistou miru vzajemné blizkosti, kterd je vSak lépe patrna z nasledujicich grafii.
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Analyza hlavnich koordinat( PCoA) populaci s vylou¢nim
Travdic a Stak¢ina

. , ¢ Bojanovice
¢ Havlickova Borova . o O
¢ Valecov Cizov
¢ Chlumin

. . r~ggh%'cce
¢ Celakovice ¢ Qb%éske ’udﬁquice
o ek ¢elcice

Coord. 2

* Pop.

¢ Malopty

Coord. 1

Graf 18: Analyza PCoA s vyloucenim extrémnich hodnot Travcic a Stakcéina. Z tohoto grafu je dobre patrné
tendence nékterych populaci ke shlukovani do regionii. Nap¥iklad lokality Zeliv a Jamy jsou vzdjemné vzdaleny
priblizné jen 56 km, coz je patrné i z vysledku této analyzy. Jako nejvice odlisné pak vychdzeji populace Malonty a

Havlickova Borova. Populace Celdkovice a Chlumin nevykazuji samostatné Zadné extrémni hodnoty.

Analyza hlavnich koordinat ( PCoA) [Regiony a v§echny populace]

¢ Slovensko ¢ S.odPrah

¢ J./Cechy

¢ | Plzensko

Coord. 2

+ Region

¢ Vysocina
¢ J./Morava

Coord. 1

Graf 19: Regiondlni analyza PCoA. Spoji-li se jednotlivé populace do souhrnnych regiondlnich vétsich skupin,
pak ziskame tento graf prokazujici vzajemnou blizkost regioni z jihozapadnich Cech. Stejné tak tento graf
prokazuje blizkost regionit Vysocina a Jizni Morava, ktera taktéz odpovida skutecné geograficke vzdalenosti
Jednotlivych regionii. Z tohoto grafu také plyne, ze populace z Travcic jsou sami o sobé vysoce odlisné, nebot
spolecné s neextrémnimi hodnotami Celdkovic a Chluminu (viz predesly graf) vykazuje region S. od Prahy stdle

vysokou odlisnost od ostatnich. Vice viz piislusna Kapitola v sekci diskuze.
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5.3.5. Shlukova analyza

Za uziti programu DarWin6 byl z hodnot ziskanych kapilarni elektroforézou sestaven
fylogeneticky strom vzajemné piibuznosti vzorkli pro otestovani jejich vzajemné genetické
vzdalenosti. Z grafu 20, pii barevném rozliSeni jednotlivych populaci bylo patrné, ze vzorky
jednotlivych populaci jsou si vzajemné velmi blizké a netvofi, az na vyjimky Travcic a
Stakc¢ina, separatni skupiny, nybrz jsou rozlozeny rovnomérné napii¢ celym genetickym
spektrem. Dale byla sestrojena shlukova analyza podle lokalit puvodu vzorkl pro zjisténi

vzajemného vzathu mezi jednotlivymi populacemi. Vysleky jsou patrné z grafu 21.
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Graf 20: Fylogeneticky strom populaci mandelinky bramborové v Ceské republice; Zelenou barvou jsou vyznaceny
populace Travcic tvorici shluky jednotliveii; Cervenou barvou je vyznacena populace ze Stakcina tvorici shluky v pravé

poloviné grafu.
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*Cizov

+Chlumin
+Bojanovice
« Stakcin
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eH Borova

Graf 21: Shlukova analyza vzorkii vytvorend dle jednotlivych populaci
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6 Diskuze

6.1 Predchozi studie

Tématem detekce genetické diference populaci mandelinky bramborové se ve své praci
zabyval Fin Alesandro Grapputo (2006), ktery stanovil panel 11 mikrosatelitnich lokust
uzivanych v této praci. 54 vzorkti mandelinek pro stanoveni tohoto panelu pochazelo z Ruska
(15 jedinct), ze dvou lokalit z Estonska (12 jedinctu kazda lokalita) a z USA, Kentucky, odkud

pochazelo 15 vzorku.

Na tuto praci bylo navazano v Ciné (Zhang et al. 2013), kde v provincii Xinjiang
v Ujgurském autonomnim regionu, bylo testovano 10 populaci za uziti panelu 7
mikrosatelitnich markerti. V tomto vyzkumu bylo testovano 392 dospélych jedinct odebranych
mezi 1éty 2007 a 2009. JelikoZ v Ciné probéhla invaze mandelinky bramborové teprve nedévno,
v roce 1993, tak geneticka diverzita mezi jednotlivymi populacemi nebyla pfili§ vysoka. Na
druhou stranu je tento vyzkum velice uziteény jako uréity svétovy standard prace
s mikrosatelitnimi lokusy mandelinky bramborové a je mozné porovnavat tyto vysledky

s vysledky predlozenymi v mé diplomové préaci.

V letosnim roce byla v Casopisu Journal of Integrative Agriculture publikovana zatim
posledni studie, zabyvajici se stejnym tématem. Yang et al. (2020) na totozném uzemi jako
Zhang et al. (2013), tedy v Xinjiangu, testoval 9 populaci mandelinky bramborové panelem 9
mikrosatelitnich lokust definovanych dle Grapputo (2006). Z kazdé testované populace bylo
pro analyzu vybrano 13 az 30 jedinct. Dohromady bylo testovano 232 vzorkt. Tento vyzkum,
na rozdil od Zhang (2013), potvrzuje existenci dvou populac¢nich klastri a pfedpoklada dveé

migracni viny mandelinky na tizemi Ciny.

Z tohoto pfehledu dosavadnich studii v€nujicich se tomuto tématu je patrné, Ze vyzkum
v této diplomové praci mize byt co do rozsahu svétové nejrozsahlejsi s poétem 15
analyzovanych lokalit a 502 testovanych vzork na 9 lokusech a nabizi tak validni data

vzhledem ke svétovému Sstandartu.

65



6.2 Mikrosatelitni lokusy

6.2.1. Pocet pouzivanych markert

Z jedenacti definovanych lokust dle Grapputo (2006), jich bylo uzito v této diplomové
praci devét, coz je stejny pocet, ktery uziva pti analyzach Yang (2020). Osm z téchto nami
uzivanych lokusii bylo totoznych. Devaty, ktery Yang et al. (2020) ve své praci vyuziva, a to
LdACS5-2, byl v nasi praci zafazen v multiplexu 1, avSak jeho vysledky nebyly prikazné a byl
tak z testovani vylou¢en. Naopak lokus LAAC5-2 Yang (2020) ve svém vyzkumu nevyuziva.

Sedm lokust uzivanych Zhang et al. (2013) jsou totozné s témi, které jsou uzité v této praci.
6.2.2. Cetnost alel

V praci Grapputo (2006) se uvadi pramérny pocet 7,2 + 3,2 alely na lokus. Vysledny
pramérny pocet alel na lokus zjistény u populaci z Ceské republiky a Slovenska je 3,22 + 0,48,
coz je podobné vysledkiim z Ciny, kde Zhang (2013) uvadi 3,09 = 1,09 alel na lokus a Yang
(2020) ptedklada cislo 3,62. Vyssi prumérny pocet alel u Grapputo (2006), ktery je téméef
dvojnéasobny, nez vysledky této diplomové prace muze byt zpusoben vétsi genetickou

rozmanitosti populace z USA, kterd neprosla evropskym ,,hrdlem lahve®.

Z tabulky ¢. 9 z kapitoly 5.2.2. vyplyva, ze nejbohatsi, co do poctu alel na lokus, jsou
Z ndmi testovanych populaci jedinci z Ceskych Budgjovic, Zeliva a Stak&ina. Tyto tii populace,
pochazejici z riiznych regiont, jsou od sebe prokazatelné vzdaleny vzhledem k zemépisné délce
a neni tak mozné konstatovat, ze by populace jednoho konkrétniho regionu vykazovaly vétsi
bohatost unikatnich alel. Jisty rozdil zpisobeny odlisnosti frekvence alel, z diivodu prostorové
izolace, miZzeme spatfit u populace ze Stak¢ina, kde se nachazi nejvyssi pocet alel s frekvenci
vys§i nebo rovno 5 % a lze tak predpokladat jistou miru fixace frekvence alel v populaci. Nizsi
hodnoty alelické bohatosti populace z Travcic lze pokladat za dikaz vlivu nenahodného vybéru

vzorkll na genetickou vybavu populace.
6.3 Diference uvnitf populaci

Z tabulky ¢. 10 v kapitole vysledki 5.3.1. vyplyva, Zze priméma ocekavana
heterozygotnost populaci (He) se pohybuje v rozmezi 0,56 (Jamy) az 0,42 (Trav¢ice A) a
dosahuje primérné tirovné 0,52 + 0,07. Tyto vysledky jsou srovnatelné s vysledky z Ciny, kde

prvni studie Zhang (2013) uvadi hodnoty o¢ekavané heterozygotnosti v rozmezi 0,60 £+ 0,14 az
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0,37 £ 0,18 s primérem na trovni 0,47 + 0,13. Yang (2020) pak uvadi rozmezi 0,60 az 0,47

S primérem 0,52, coz je totozna vysledna hodnota jako v nasi praci.

Po odecteni zjisténé heterozygotnosti (Ho) od predpokladané (He) je patrné, Ze vétSina
populaci se nachéazi v blizkosti HW rovnovahy, byt mirné¢ vychylené smérem k
celkové homozygotnosti. Vyjimku v tomto ohledu pak tvofi populace Havlickova Borova
(0.17) a Chlumin (0.14), kde maji populace tendenci z této rovnovahy vybocovat. Tuto tezi pak
podporuje fakt, Ze obé tyto populace spole¢né se Stakéinem maji nejnizsi hodnotu zjisténé
heterozygotnosti. Pfic¢inou tohoto faktu muze byt napiiklad zvySena intenzita chemické ochrany
v téchto lokalitach, mozné nepostihnuti celkové diference lokality vybérem pouze 30 jedincii
¢i jiny divod. Pfi hledani pfi¢iny zvysené homozygotnosti u jedinct z téchto lokalit je vSak

nutné mit na paméti fakt rozdilnosti regionti, odkud vzorky pochazi.

Z hlediska fixa¢niho indexu (F) je vétSina vysledkt populaci blizka hodnoté 0, a tak je
mozné tvrdit, ze pivod testovanych jedincti lze nalézt v ndhodném oplozeni probihajicim
v rodi¢ovské generaci. Vyssi miru potencialniho inbreedingu pak vykazuji opét populace

Havlickova Borovna, Chlumin, Stak¢in, ale 1 BélCice.
Havlickova Borova vykazuje nejvyssi miru koeficientu Fis.

Moznou odchylku od HW rovnovahy muze také indikovat analyza lokust, kde z tabulky
¢. 13 v kapitole 5.3.2. je patrné, ze lokusy LdGAS5-30, LdE10e, LdE11c jsou mezi populacemi
vyrazné vychylené z této rovnovahy. MoZnou pfic¢inou tohoto vychyleni mize byt ptitomnost
nulovych alel na téchto lokusech. Lokus LdGAS5-30 ma napfiiklad nejvyssi procento zastoupeni
chybéjicich dat z vystupu elektroforézy, a to v celych 12,55 % ptipadu, avsak zjisténé genotypy
jsou vétsinou znaéné heterozygotni. Naopak u lokusu LdE11c sice v 1 % piipadi také chybi
vysledky, avSak u tohoto lokusu je vétSina vzorkd homozygotnich. U lokusu LdE10e byly
elektroforeticky zaznamenany alely ve vSech ptipadech, avSak velkéd vétSina vzorki je taktéz

homozygotnich. U téchto dvou markert je proto vyskyt nulovych alel velmi pravdépodobny.

Z populaci, které jsou na jednotlivych lokusech nejvice vychyleny od HWE lze uvést
populace Bél¢ice, Trav¢ice B, Havli¢kova Borova, Zeliv a Stakéin, které byly vychylené ve

vice jak 4 lokusech.
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6.3.1. Diference jedinct s piivodem v nenahodném oplozeni.

V kontextu sldbnoucich ucinkd insekticidni ochrany porosti lilku bramboru vici
jedincim mandelinky, ktery popisuje fada autori jako napiiklad Mamta a Rajam (2017) ¢i
Zichova et al. (2010) je naprosto zasadni pohled na vysledky populaci Travéice A a Travcice
B. Nendhodny vybér testovanych jedinci ztéto lokality mlize velmi dobie simulovat
mikrosatelitni profil nové rezistentnich brouki vzniklych v pfirodnich podminkach. Tato, do
jisté miry unikatni data mohou byt velice uzitecna pro dalsi vyzkumy ve svétovém testovani
genetické struktury populace mandelinky bramborové, nebot’ je mozné na jejich zakladé 1épe
usuzovat o diivodech odlisnosti testovanych populaci. Populace vzniklé na zakladé jedincii
snové vzniklou rezistenci a logickym naslednym inbreedingem napomadhajicim fixaci této
vlastnosti, by totiz mély vykazovat podobné vysledky, jako jsou hodnoty zjisténé u populaci
z Trav¢ic. Data z Travéic inbreedni piivod jednoznaéné prokazuji — viz tabulka ¢. 10 z kapitoly
5.3.1. kde v hodnoty parametru Fis, dosahuji pouze u populaci z této lokality zapornych ¢isel
(-0,06 TrA, -0,16 TrB). Bylo tak prokazano, Ze puvod jedinctu z Travéic je velmi vazany, na
rozdil od ostatnich lokalit, kde je ptivod testovanych broukd nahodny. Stejné tak data z grafu ¢.
14 z kapitoly 5.2.2. vykazuji naprosto markantni propad o¢ekavané heterozygotnosti (He) u
populaci z této lokality. Souhrnn¢ Ize na zaklad¢ vSech analyzovanych parametrti konstatovat,

ze u populaci z Travéic doslo k redukci genetické diverzity.

Otazkou v tomto kontextu vSak zlstava i vlastni ptivod ostatnich 14 populaci. Pokud se
v prvnich letech od invaze mandelinky do CSSR uplatiiovala ochrana ruénim sbérem v ramci
jiz legendarniho boje s americkym broukem shazovanym domnélymi agenty z USA, tak se na
naSem uzemi mohlo, vlivem casto nedokonalého sbéru, rozvinout vice populaci vzniklych
béhem 30 let uplynulych od uvodni Gspesné invaze do Francie. Tato genetické diverzita vSak
mohla byt redukovana na zakladé rozvoje insekticidni ochrany. Je poté teoreticky mozné, ze
soucasna niz8i diference populaci broukdt mandelinky bramborové miiZze byt timto ovlivnéna.
Mohou tomu totiz odpovidat hodnoty parametru Fis, ktery napiiklad u populace z Malont
dosahuje urovné pouze 0,1. Jednoznacnou odpoveéd’ na tuto otazku tato prace nepiinasi, nebot’

jeji zodpovézeni by vyzadovalo dalSich laboratornich analyz.
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6.4 Diference napii¢ populacemi

Zhang et al. (2013) uvadi vzajemnou odlisnost jednotlivych populaci na zakladé
vng&jsiho inbreedniho koeficientu (Fst) a genetické distance (D) dle Nei. Z hlediska inbreedniho
koeficientu Fis dosahuje jeho testovany soubor vzorkti hodnot Vrozmezi 0,00 az 0,18.
Pramérnou hodnotu tohoto indexu pak uvadi na urovni 0,071 + 0,043. Hodnoty genetické
distance (D°) se pak v jeho vyzkumu pohybuji v rozmezi 0,02 az 0,20. Primérnou hodnotu této

distance pak uvadi na trovni 0,088 + 0,048.

V naSem testovaném souboru dosahoval koeficient Fis hodnot v rozmezi 0,00 (Jamy x
Celakovice; Zabéice x Chlumin; Zabgice x Cizov) az 0,13 (Travéice A x Stakéin) respektive
0,06 (Stak¢in x Havlickova Borova), pokud z této analyzy vynechame ptivodem vice inbreedni
Travcice. Hodnoty tohoto indexu vyssi jak 0,05 prokazuji diferenci populaci. Z prezentovanych
vysledk je patrné, Ze pfi vylouceni Travcic, jsou vSechny ¢eské populace podobné. Potencialni
odlisnost populaci v§ak mlizeme pozorovat v ptipad€ Stak¢ina, kde hodnoty tohoto koeficientu
Vv porovnani s populacemi z Celakovic, Havli¢kovy Borové a ze Zeliva piesahuji hodnotu 0,05.
S ostatnimi populacemi vSak primérné¢ tento koeficient dosahuje hodnoty 0,03 a neni mozné
tak na zéklad¢ téchto Cisel jednoznacné konstatovat pfitomnost dvou populacnich klastri. Mira
genetické distance (D) v naSem souboru vzorkl dosahovala hodnot v rozmezi 0,01 (7x) az 0,30
(Trav¢ice A x Stak¢in) respektive 0,13 (Stakéin x Havlickova Borova) pii vylouéeni Travéic.
Ani tyto hodnoty nepoukazuji na pfitomnost separatnich populaénich skupin liSicich se na
genetickém zakladu. Z regionalniho srovnani koeficientl Fst a D¢, které je patrné z tabulky ¢.
11 v kapitole 5.3.1., sice vyplyva vyssi geneticka vzdalenost mezi regiony z Vysoéiny a
Slovenska dosahujici u parametru Fst hodnoty 0.04, avSak prikazny rozdil mezi jednotlivymi
regiony zde neni. Napiiklad Yang (2020), jehoz vysledky prokazaly existenci dvou popula¢nich
klastrti, dosahuje priimérné hodnoty Fis 0,127 a D 0,217, které jsou mnohem vyssi nez hodnoty
zjiSténé v této praci. Interpretace této vzajemné regionalni odliSnosti je velmi obtizna, nebot’
oba regiony jsou si do jisté miry podobné vzhledem k nadmotské vysce. Hledisko nadmoiské
vysky, o némz je logické uvazovat vzhledem k ovlivnéni délky vegetacni sezony, by vsak také
neobstalo vzhledem k porovnani sregiony Jizni Cechy a Plzeisko, které se nachazi
vV podobnych podminkach, a tak musi byt pfi¢ina vzajemné odliSnosti piimo téchto regionli
hledana jinde. JelikoZ ale zvySenou miru odliSnosti s regionem Slovensko vykazuji i ostatni

ceské a moravské regiony, tak 1ze z hodnot parametru Fis konstatovat, Ze tento nejvychodné;si
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region nachézejici se na hranicich Polska a Ukrajiny vykazuje tendenci k odliSnosti vzhledem

K ostatnim regiondim.
6.4.1. Analyza molekularni variance - AMOVA

Z grafu ¢. 15 v kapitole 5.3.3. plyne, Ze nejvétsi variance populaci se nachazi uvnitt
genotypl jednotlivell uvnitt populace a dale mezi jedinci testované populace. Molekularni
variance napfti¢ regiony (2%) a napii¢ populacemi (2%) je velmi nizka, coz odpovida recentni
invazi mandelinky na nase uzemi, ktera prozatim stale nevytvoftila diference mezi jednotlivymi
regiony. Moznou pfi¢inou malych rozdild mezi populacemi lze teoreticky hledat v nizké
riiznorodosti nami vybranych sbérovych lokalit. Ctrnact mist odbéru vzorkti v Ceské republice
pro analyzy této prace pokryva oblasti s nejvySsi intenzitou péstovani brambor v nasi zemi.
Pokud by vsak pfistup k vybéru lokalit by odlisny, naptiklad pokud bychom zvolili i vzorky
domacich péstitelli z Ostravska, Trutnovska ¢i z okoli ASe, tak by mohla byt riznorodost

jednotlivych vzorki mnohem vyssi.

Zajimava data také poskytuje Grafl6. Je z né&j patrné, z jaké miry jsou hodnoty variance
ovlivnény plivodem inbreedni populace z Travéic. Po vylouceni jedincii z této lokality se
snizila molekularni variance napii¢ regiony na pouhé 1 % a molekularni variance napfic
populacemi na hodnotu 0 %. Tyto vysledky znamenaji paradoxné znac¢ny vliv omezeni
genetické rozmanitosti na vyvin geneticky odliSnych, novych, populaci. Dale lze tedy
konstatovat, i v kontextu pfedchozich zavérG z ostatnich analyz, Ze ptfipadny vznik nové,
rezistentni populace by bylo mozné prokdzat i s pomoci tohoto panelu mikrosatelitnich

markerd.
6.4.2. Analyza hlavnich koordinat PCoA

Z analyzy hlavnich koordinat v kapitole 5.3.4. vyplyva piibuznost jednotlivych
populaci a regionil a jejich vzdjemna blizkost ¢i vzdalenost. Z graft je patrné, ze geneticka
muze v nasledujicich letech vyustit ve vznik separatni populace. Stejné tak graf, kde nebyly
zahrnuty Travcice, prokazal genetickou neodlis$nost populaci pochazejicich z regionu na sever
od Prahy (Celakovice, Chlumin). Regionalni graf viceméné kopiruje geografickou blizkost na

mapé CR, coz mize indikovat moznost regionalniho rozrtiznéni v nasledujicich letech.
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Pozoruhodné je postaveni populace Malonty, ktera se v grafu nezobrazujicim Travcice
a Stak¢in stava nejextrémnéji vzdalena od ostatnich. Tato vzdalenost je o to zarazejici, nebot
v zadné jiné analyze (HWE, Fis, F, pocet alel) tato populace nevykazovala jakoukoliv zndmku
odlisnosti. Jedinad piedchozi situace, kdy byla tato populace néjak odlisna od ostatnich byla
frekvence alel na lokusu LdGA5-30 v kapitole 5.1.. V kontextu ptedchozich vysledki je také
zajimavé sledovat v grafu &. 18 postaveni populaci Havlickova Borova a Zeliv. Obé tyto
populace vykazovaly zna¢nou miru odliSnosti od ostatnich Vv analyze odchylek od HWE a
znacnou miru inbreedingu uvnitt populace (FIS). Z téchto dvou populaci pak v analyze PCoA
byly odlisni jen jedinci z Havli¢kovy Borové, coz ale miZze korespondovat se zvysSenou
hodnotou koeficientu Fst, ktery tato populace vykazovala pfi porovnéni s populaci Malonty,

jejiz vysledky jsou v této analyze taktéz znacné rozdilné.
6.4.3. Shlukova analyza

Z fylogenetického stromu (Graf20) v kapitole 5.3.5. je patrné, Ze jednotlivci z riznych
populaci jsou vzajemné rovnomérné rozmisténi napiic celym spektrem testovanych vzorkl a
nevytvaii tak signifikantni shluky ve vztahu k lokalitim. Jedinymi vyjimkami jsou vSak

populace Stak¢in a Travcice, které tyto shluky do znacné miry vytvareji.

Z grafu 21, taktéz z kapitoly 5.3.5., ktery zobrazoval pouze jednotlivé lokality je patrna
vzdjemna vzdalenost populaci z Havliovi Borové, Zeliva, Stakéina a Celakovic, které pii
analyze koeficientem Fis, tedy vzdalenosti vzorkl uvnitf populace, vykazovaly nejvyssi miru
odli$nosti. Z ptedeslych, prezentovanych, vysledkl je zfejmé, Ze populace nejsou navzajem
prozatim natolik odli$né, aby bylo mozné uvazovat o zasadnéjSich, prikaznych, rozdilech mezi

nimi, a tak je nutné i vysledky z tohoto grafu brat v tomto kontextu.

Diverzifikace jednotlivych populaci je spojena s izolovanosti, moZnosti se vyvijet,
s moznosti migrace a S dalsimi faktory. Od pavodni imigrace mandelinky bramborové do
Evropy a na naSe uzemi uplynulo prozatim je$t€¢ malo Casu, a proto jsou tyto vzajemné
vzdalenosti mezi populacemi malé. Insekticidni tlak, vznik rezistenci k posttiktim, klimaticke
zmeény a S nimi spojené zmeny v proudéni vétrd, snizeni ro¢niho uhrnu srazek a rozsifeni
novych plevelnych druhtit mohou v budoucnu zpisobit vétsi vzajemné rozdily nejen mezi nami
zkoumanymi lokalitami, ale i v kontextu celého evropského prostiedi. To v§ak by jiz mélo byt
predmétem dalSich studii v budoucnosti. Vysledky této prace by témto ndslednym studiim

mohly slouzit jako vhodny referenéni material, pro jejich vlastni vyzkum této problematiky.
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Z.aveér

e Bylo uspésné testovano 502 jedincti mandelinky bramborové pochazejici z 15 riznych
lokalit. 14 ztéchto lokalit se nachazi na tzemi Ceské republiky, jedna lokalita
pochazela z vychodniho Slovenska.

e Jedinci z téchto populaci byli testovani optimalizovanym panelem mikrosatelitnich
markert. Z pivodnich 11 uzitych markert jich bylo pro analyzu dat pouzito 9. Marker
LdAC5-2 byl z finalni analyzy vyfazen pro neprukaznost dat pii jejich odecitani
z vysledki kapilarni elektroforézy. Marker LdD4h byl z analyzy taktéz vyloucen,
nebot pii PCR opakované neamplifikoval.

e Na zéklad¢ tohoto optimalizovaného panelu byl stanoven pramérny pocet alel na
lokus, mira ocekavané (He) a zjisténé heterozygotnosti (Ho), fixacni index
jednotlivych populaci (F), koeficient inbreedingu uvniti populaci (Fis), koeficient
inbreedingu napfi¢ populacemi (Fst) a geneticka distance (D). Byla provedena
analyza molekularni variance AMOVA a analyza hlavnich koordinat PCoA.

e Zhodnot, které byly prezentovany v kapitole vysledkd, je prikazné, Ze uvniti populaci
existuje geneticka variabilita, a lze tak potvrdit prvni nulovou hypotézu.

e  Z hodnot prezentovanych v kapitole vysledkd neni prikazné, ze by v Ceské republice
probéhl takovy evoluéni vyvoj, ktery by umozioval potvrzeni druhé nulové hypotézy
o populac¢ni variabilit¢ mezi jednotlivymi lokalitami na naSem tzemi, i pfesto, Ze se
zde mandelinka bramborova vyskytuje jiz vice jak 70 let. Z dat je patrné, ze naSe i
Slovenska populace tohoto brouka vznikla na zéklad¢ invaze ze stejnych predki a

jednotlivé lokality sbéru nelze povazovat za dostate¢né prostorove izolované.
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