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Abstrakt

Prace se zabyva molekularni detekci rezistence vac&i pyretroiddm u populaci
blyskacka fepkového na zakladé genetickych polymorfismi v genu VSSC tohoto
Skudce. Vzorky populaci blyskacka fepkového byly sbirany v letech 2016—2018
prevazné v jihozapadnich Cechach. Analyzovano bylo celkem 57 populaci blyskacka
fepkového s rliznym stupném rezistence vaci pyretroidim. Nukleotidové mutace
jednotlivych populaci byly monitorovany ve dvou oblastech genu VSSC blyskacka
fepkového — DIIS4 — S5 linker/DIIS5 a DIIIS6, které se nachazi ve vazebné doméné
VSSC. Tyto oblasti byly amplifikovany a nasledné sekvenovany Sangerovou
metodou. V alignmentu z vyslednych sekvenci byly vyhledavany mutace. Nasledné
byl uréen vliv téchto mutaci na aminokyselinovou sekvenci a posouzen efekt na

vyslednou konformaci VSSC proteinu.

KliCova slova: blyskacek fepkovy, VSSC, pyretroidy, rezistence



Abstract

The thesis deals with molecular detection of resistance in populations of pollen beetle
based on genetic polymorphisms in the VSSC gene of this pest. Population samples
were collected in 2016—-2018 in the Czech Republic, mainly in the Southwestern
Bohemian Region. A total of 57 populations of pollen beetles with different degrees of
resistance were analyzed. Nucleotide mutations of populations were monitored in two
parts of the VSSC gene of pollen beetles - DIIS4 - S5 linker / DIIS5 and DIIIS6 gene,
which is located in the VSSC binding domain. These parts were amplified and
sequenced by the Sanger method. In the alignment of final sequences, mutations
were searched. After that, the effect of these mutations on the amino acid sequence
was determined and the effect on the resulting VSSC protein conformation was
assessed.

Key words: pollen beetle, VSSC, pyrethroids, resistance
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1 Uvod

Repka olejka je hojn& pé&stovanou plodinou v celé Evropé. V Ceské republice je
péstovana kazdorocné na ploSe vétsi nez 300 tis. ha a je tak nejvyznamnéjsi
péstovanou olejninou. Pro péstitele je fepka velmi vyhodnou plodinou hned z nékolika
dlvodd. Jednim z nich je vysoka poptavka po této plodiné, ke které vede nejen
prevazujici vyuziti v potravinarstvi pro vyrobu fepkového oleje, ale i zavedeni

povinného pfimichavani bioslozek do pohonnych hmot.

Blyskacek fepkovy (dale také b. Fepkovy) je v souasnosti nejvyznamné;jSim skidcem
fepky olejky. Jeho Skodlivost a Sifici se rezistence vuci pyretroidim je Casto
diskutovana at’ uz mezi védci €i péstiteli. Jeho negativni vliv na péstovani a vynosy
fepky zaznamenaly téméf vSechny zemé Evropy. Bez chemické ochrany muze
dochazet na zasaZenych porostech k velkym agroekonomickym ztratdm. Z toho
divodu je stale vzrustajici rezistence tohoto S$kidce k insekticidim velkym
zemeédélskym problémem. Je dulezité pochopit mechanismus rezistence pro
pfedchazeni dalSimu Sifeni rezistentnich populaci nejen vici pyretroidim, ale

v budoucnu mozna i vici dalSim insekticidnim latkam.

Prestoze insekticidy neodmyslitelné patfi k dneSnimu intenzivnimu zemédélstvi, je
tfeba brat v ivahu i disledky pouzivani téchto chemikalii na zivotni prostfedi. Je
nutné vyuzivat biologickych alternativ a snazit se sniZzovat pouzivani obecné vSech
pesticidd na minimum. Pravé nadmérnym pouzivanim pyretroidu vznikla rezistence u
populaci b. fepkového. V praxi bézné dochazi k aplikaci insekticid(l proti témto
Sk{idcum bez predeslé kontroly napadeni porostu nebo k pouzivani nevhodnych
davek téchto insekticidu. Proto je dulezité nejen objasnit mechanismus vzniku
rezistence, ale také Sifit tyto informace o anti-rezistentnich opatfenich mezi péstitele,

ktefi v koneEném dusledku situaci nejvice ovliviuiji.
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2 Modelovy organismus blyskacCek repkovy

2.1 Morfologie vyvojovych stadii

Blyskacek fepkovy (Meligethes aeneus, Coleoptera: Nitidulidae; Obr. 1) je brouk
s proménou dokonalou. VajiCka blyskacka jsou 0,81 mm dlouha a 0,29 mm Siroka.
Maji Sedobilou az mlé€nou barvu a valcovity, na koncich zaobleny tvar s hladkym a

lesklym povrchem.

Obr. 1 Dospélci b. Fepkového Zdroj: web2.mendelu.cz (2019)

Larvy jsou podlouhlé, az 4,4 mm dlouhé, mlé¢né bilé s ¢ernou hlavou. Ostatni télni
segmenty maji po obou dorzolateralnich stranach hnédocerné skvrny. Kukly jsou
primérné 2,35 mm dlouhé, krémové bilé, ovalné a ventralné zplostélé (Osborne,
1965).

Velikost dospélct se pohybuje mezi 1,9 — 2,7 mm. Maji ovalny tvar se Siroce
zaoblenou pfedni i zadni Casti a pomérné Sirokou hlavou. Zbarveni je Cerné
s vyraznym kovovym, nazelenalym, modravym nebo purpurovym leskem, nohy maji

mirné bledé&jsi zbarveni (Osborne, 1965).

2.2 Hostitelské plodiny

Mezi hlavni hostitelské plodiny blyskacka fepkového v Evropé patfi riizné druhy fepky
a hofc€ice. Jako Skidce je znam predevsim pro jeho Skodlivy efekt na fepku olejku.
Kvalita hostitelské plodiny ovliviuje velikost vajiCek blyskacka repkového (Ekbom a
Popov, 2004). V dobé, kdy hlavni hostitelské rostliny nekvetou, se blyskacek fepkovy
krmi pylem kvéta velkého poctu druht rostlin, zvlasté na zacatku jara a konci léta. Byl
napfiklad hlaSen i jako Skudce jahod (Cross a Easterbrook, 1998).
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2.3 Bionomie

Blyskacek fepkovy je univoltinni druh. Dospélci na jafe vylézaji ze svych zimovist
v lesich nebo v jinych chranénych neobdélavanych mistech. Aktivné létaji pfi
teplotach vyssich nez 12-15 °C. Nez se usidli na své hostitelské plodiné krmi se
pylem vSech dostupnych kvetoucich rostlin. Vaji¢ka kladou do poupat hostitelskych
plodin. Zde se z vaji¢ek lihnou larvy, které se stejné jako dospélci, krmi pylem. Vyvoj
trva 9-13 dni. Poté larvy z poupat vypadavaji na zem a zavrtavaji se do pady, kde se
kukli. Novi dospélci se zivi opét pylem rGznych kvetoucich rostlin a nasledné prezimuji
(Alford a kol., 2003).

3 Prabéh Sifeni rezistentnich populaci v Evropé

Po témér dvé desetileti byly v Evropé populace b. fepkového ucinné regulovany
syntetickymi pyretroidnimi insekticidy. Pyretroidy pasobi na napétim fizené sodikové
kanaly v centralnim nervovém systému hmyzu. Nedostatek jinych dostupnych tfid
insekticidl s riznymi zpUsoby plsobeni vedl k silnému selekénimu tlaku a rozSifeni

rezistentnich populaci po Evropé (Nauen, 2007).

Rezistence vuci insekticiddm byla poprvé zaznamenana v roce 1967 u polskych
populaci b. fepkového. Prvni pfipad rezistence k pyretroidim byl zaznamenan v roce
1999 v severovychodni Francii (Slater a kol. 2011). Nasledné byly nalézany dalSi
rezistentni populace v mnoha zemich Evropy. Jednim z problému bylo, Ze nebyla
vyvinuta Zadna standartni metoda pro detekci rezistence a nebylo mozné rezistenci
nijak jednotné kvantifikovat a monitorovat jeji Sifeni. V roce 2007 sdruzeni IRAC
(Insecticide Resistance Action Committe) sestavilo pracovni skupinu zabyvajici se
rezistenci tohoto Skudce a vytvofila dnes jiz standardné vyuzivanou metodu pro

kontrolu rezistence b. fepkového, tzv. lahvickovy test (Slater a kol. 2011).
Pocet populaci rezistentnich vici pyretroiddm se od roku 2007 neustale zvySuje

(obr.2). Je vSak dulezité pfihlédnout k faktu, ze zemé a pocet vzork( zafazenych do

prizkumu se béhem let ménil.
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Obr. 2 Nar(st rezistentnich populaci v Evropé v letech 2007-2017 Zdroj: IRAC (2018)
(v zavorkach jsou uvedeny celkové pocty populaci testovanych v daném roce)

V roce 2017 byly vice nez tfi Ctvrtiny testovanych populaci v Evropskych zemich
rezistentni a jako citlivé bylo ozna¢eno celkové méné nez 10 % populaci (obr.3). Po
pocatecnim snizeni poctu citlivych populaci mezi lety 2007 a 2010 vS8ak nedochazi
k vyraznym zménam procentualniho zastoupeni rezistentnich populaci. Vysoky
stupen rezistence vykazovaly i populace ze Spanélska, Recka a Rumunska v roce

2016. V roce 2017 nebyly populace z téchto zemi testovany (IRAC, 2018).

100% - .. .
l l B Vysoce rezistentni
290% - || = Rezistentni
BO% Stredné rezistentni
m Citlivi
T0% | 1
© Vysoce citlivi
60% A . 1- Rakousko (6)
2 - BElorusko (5)
50% . 3- Cejské republika (2)
4 Dénsko (7)
5 - Estdnsko (19)
40% 6 - Finsko (2)
7 - Francie (14)
30% 8 - NEmecko (180)
9 Madarsko (19)
20% - | 10- Lotyisko (3)
11 - Litva (11)
| 12 - Norsko (11)
10% 13- I"Dlslm (14)
14 - Syédsko (21)
O% T T T T T T T T T 15- UK “_3}

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Obr. 3 Rezistence b. fepkového v zemich EU v roce 2017 Zdroj: IRAC (2018)
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Pfiznivé je, ze vétSina populaci b. fepkového v Evropé zustava citliva vudi
neonikotinoidnim pesticidim. Ale i u téchto insekticidl se pocty populaci s nizSi
citlivosti zvysily z 8 % na 16 %. Dokonce doslo i k narustu poc¢tu populaci, u kterych
byla pozorovana mortalita b. fepkového nizsi nez 50 %. VétSina vzorku s takto nizkou
mortalitou pochazela z Polska. Zatim také nic nenasvédCuje snizeni citlivosti b.

fepkového vuci organofosfatim a karbamatiim (IRAC, 2018).

3.1 Test citlivosti populaci

Tzv. lahvickovy test, vyvinuty némeckou organizaci zabyvajici se rezistenci — IRAC,
se pouziva pro zafazeni zkoumanych organisml do skupin dle stupné rezistence
k dané latce. Pro testovani se vyuziva metodika Susceptibility Test Method No. 11.
Do zkumavek se rovnomérneé rozetfe 100 % a 20 % registrované davky testovaného
insekticidu. Vzorek kazdé populace se poté vlozi do takto pfipravenych zkumavek a

do jedné kontrolni bez insekticidu. Po 24 hodinach se odedita mortalita jedincu.

V pfipadé, ze je u vzorku 100% mortalita i u 20% koncentrace insekticidu, je tato
populace oznaena za velmi citlivou s klasifikaénim stupném jedna. Pokud je u 100%
populace zafazena do klasifikaéniho stupné dva a povazovana za citlivou. Je-li
mortalita u 100% davky 90-99% je povaZovana za stfedné rezistentni s klasifikacnim
stupném tfi. Jestlize se mortalita u 100% davky pohybuje mezi 50-89 %, fadi se do
klasifikaCniho stupné &tyfi a je oznaCena za rezistentni. Mortalita mensi nez 50 % pfi
100% davce insekticidu Fadi populace mezi vysoce rezistentni s klasifikacnim
stupném pét (IRAC,2009).

4 Ochrana proti blyskacku fepkovému

Péstovani fepky se pfi sou¢asném enormnim vyskytu blyskackl fepkovych neobejde
bez ochrany proti tomuto Skddci. Nejvétsi ekonomické Skody zpUsobi pfi ¢asném
vyskytu na pomalu se vyvijejicich poupatech u slabSich porostl. V takovém pfipadé
mohou hrozit az 70% ztraty vynosu. Obvykle byva vice ohroZzena fepka jarni nez
0zima3, ta je schopna vznikla poskozeni alespor z¢asti kompenzovat. Pfesto je u obou

odrld €asto nezbytné pouzit chemickou ochranu porostu (T6th a Hudec, 2007).
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Pro snizeni vzniku rezistence by se méla pfed samotnou aplikaci pesticidu provést
kontrola zamofeni porostu a tim ur€it, zda je chemicka ochrana nutna. Jednim ze
zpusobu detekce zamoreni je spocitat primérny pocet blyskackl fepkovych na
vrcholové kvétenstvi Fepky. Zpravidla se spocitaji Skadci na dvaceti odliSnych
mistech. Na kazdém se spoditaji brouci na péti rostlinach vedle sebe a poclty se
zprameruji. Detekuje se zvlast prGmér po obvodu osevni plochy, to je do 50-100 m
od okraje, a primér ve stfedu osevni plochy. S ohledem na letovou aktivitu Skadct
pfi teplotach nad 12 °C se doporucuje provadét detekci po 17 hodiné vecer nebo pfed
7 hodinou rano (Muska, 2009).

Kritické hodnoty poctu broukd na rostlinu se lisi v riznych vyvojovych fazich fepky.
Pro rostlinu ve fenologické fazi BBCH 51, kdy jsou poupata fepky jesté uzaviena, je
kriticky pocet 1-2 Sklidci na rostlinu. V rlstové fazi BBCH 53 je porost ohrozen pfi
vyskytu pramérné 4 Skadcu na rostlinu. Kratce pfed kvétem, v ristové fazi BBCH 55-
57, je kriticky pocCet Skudcu na rostliny 5-6. Tato Cisla se vSak v praxi daji povazovat
pouze za orientani vzhledem k vysokym kompenzacnim schopnostem Fepky u

silnych porost(l (Kazda, 2012).

Prvni chemické oSetfeni by se mélo aplikovat, jsou-li pfekro¢ené kritické hodnoty, v
dobé zacatku prodluzovaciho rastu (BBCH 50-51). Rostliny jsou v této fazi asi 20 cm
vysoké a zaklad kvétenstvi je kryty zelenymi listky. Provadi se bud' okrajové oSetfeni
do hloubky 50 m nebo se porost oSetfuje az do hloubky cca 100 m. P¥i této aplikaci
dochazi k hubeni i dalSich Skudcu jako jsou krytonosec fepkovy, krytonosec Ctyfzuby

a krytonosec SeSulovy (Kuzma a kol., 1999).

vvvvvv

dorostlych poupat na okrajich vrcholovych kvétenstvi, kdy v poupatech prosvitaji
korunni platky (BBCH 59). Chemicka ochrana se provadi pfi pfekroCeni vyskytu
Skadch v priméru dvou jedinct na jedno vrcholové kvétenstvi. Pokud po tomto
oSetfeni dosahne zamofieni opét prahovych hodnot, Ize provést dalSi o3etieni jesté
pfed kvétem. Jinak se dalSi a obvykle posledni aplikace provadi v dobé tvorby vétvi
prvého fadu az zacatkem kvétu (BBCH 60). Je-li dlouhy zacatek kvétu a pocet Skidcl
presahuje prah Skodlivosti, ktery je vtomto pFipadé v priméru 300 brouk( na 100
postrannich dosud nekvetoucich kvétenstvi, je mozné oSetfit porost i po zaatku
kvétu. V takovém pfipadé museji byt aplikovany insekticidni pfipravky neSkodné pro

véely (Kuzma a kol., 1999).
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Dojde-li pouze k lokalnimu napadeni nékterych mist v porostu, oSetfuji se pouze tyto
napadené casti. Pfi jednotlivych aplikacich se pouzivaji insekticidy s odliSnymi
ucinnymi latkami. Aplikace se provadi bud pfed sedmou hodinou rano nebo po
sedmnacté hodiné vecer, kvuli snizené letové aktivité Skidcl. Pri teplotach nizSich

nez 15 °C jsou ucinné jen latky na bazi pyretroidd (Kuzma a kol. 1999).

Kromé& chemickych pfipravkl Ize v ochrané proti blyskackovi fepkovému vyuzit i
biologickou ochranu. Jednou z obrannych metod je vyseti jiné kvetouci plodiny po
obvodu hlavni plodiny, v tomto pfipadé fepky. Tato plodina ma nalakat Skiidce na své
kvéty, predevS§im v dobé poupat, kdy mohou byt zplisobeny nejvétsi Skody
(Seidenglanz a Posludna, 2009). Kazda a kol. (2008) na zakladé svého pozorovani
popsali v souvislosti s blyskackem Fepkovym tzv. okrajovy efekt. To znamena, Ze
Skidce zpUsobuje nejvétSi Skody pravé po okrajich osevnich ploch. Nejvétsi
zamoreni Skidcem byva jen nékolik desitek metrl od okraji poli. Obsevem pro
Skadce lakavou plodinou se tento okrajovy efekt zesili, nedojde k takovému napadeni

fepky, a umozni to pfripadnou lokalni chemickou ochranu.

Mimo strikiné chemické nebo biologické postupy je nové vyuzivan systém tzv.
integrované ochrany rostlin. Tento systém spojuje biologické a chemické postupy tak,
aby dochazelo k minimalnimu sSkodlivéemu vlivu na Zivotni prostfedi a zaroven byly

Skodlivé organismy udrzeny pod prahem $kodlivosti (Kazda a kol. 2008).

5 Mechanismy rezistence

Pyretroidy jsou nejcastéji vyuzivanymi insekticidy proti b. fepkovému. Jejich Casté
pouzivani vytvofilo obrovsky selekéni tlak, na jehoz zakladé vznikly a rozSifily se

rezistentni populace tohoto Skidce.

Zname jsou dva hlavni mechanismy rezistence vuci pyretroidim. Prvnim je zvySena
detoxikace metabolitl. Tuto rezistenci zplUsobuje pFedevsim zvySena exprese
monooxygenazy cytochromu P450. Konkrétné cytochrom P450 CYP6BQ23 je
povazovan za hlavni detoxikaéni agens zpUsobuijici rezistenci k pyretroidim, diky své
schopnosti hydroxylovat alkoholovou skupinu pyretroidii na méné toxicky hydroxy-
metabolit (Zimmer a kol., 2014)

Druhym mechanismem rezistence je tzv. knock-down rezistence (KDR). Pfi tomto

typu rezistence dochazi ke zméné konformace cilového mista. Insekticid pak ztraci
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schopnost se do takto zménéného cilového mista vazat, a snizuje se nebo zanika
Ucinek insekticidu na cilovy organismus. KDR mUze byt zpusobena jednou nebo vice
bodovymi mutacemi v cilovém misté. To nasledné vede k aminokyselinovym

substitucim, které redukuji vazebnou afinitu pyretroidt (Wrzesinska a kol., 2014).

Rezistence u b. fepkového neni omezena na konkrétni pyretroidni latku, jsou odolni
pfevazné proti vSem pfipravkim na bazi pyretroida. Proti jednotlivym latkam vznika
tzv. kfizova rezistence, kdy populace rezistentni vic¢i jedné latce je zaroven
rezistentni vaci jiné, strukturné podobné latce, presto Ze si k ni rezistenci predem
nevytvofila. Vlivem kfizové rezistence je odolnost vysSi u sloucenin, které jsou
strukturné podobné, napf: lambda-cyhalothrin a deltametrin, ve srovnani se
slou€eninami s odlinou strukturalni stavbou jako je bifenthrin, etofenprox a

taufluvalinat (Zimmer a Nauen, 2011).

Uz v minulosti pouzivani insekticidu s u€innou latkou dichlor-difenyl-trichlorethan
(DDT) zpusobilo vznik kfizové rezistence i vUCi pyretroidim, které maji stejny

mechanismus pusobeni (Soderlund, 2008).

6 Gen VSSC

Pyretroidy jsou silnymi neurotoxiny a pro jejich vysokou ucinnost jsou nejCastéji
pouzivanou chemickou latkou v zemédélstvi. Cilovym mistem plsobeni této skupiny
insekticidl jsou napétim fizené sodikové kanaly — VSSC (voltage-sensitive sodium
channel). Proteiny pro VSSC jsou exprimovany v neuronovych burikach centralniho
nervového systému hmyzu (Sattelle a Yamamoto, 1988, Narahashi, 1996). lontovy
kanal je tvofen transmembranovym proteinovym komplexem. Tento komplex vytvari
kanal skrz lipidovou dvojvrstvu pinény vodou. Prostfednictvim kanalu difunduji
specifické anorganické ionty dovnitf neuronovych bunék pomoci elektrochemického
gradientu (Zlotkin, 1999). Protein VSSC je cilovym mistem primarné pro
organochloridy a syntetické pyretroidy. Na rozdil od iontovych kanall fizenych
ligandem jsou VSSC ovliviiovany vice membranovym napétim nez koncentraci

neurotransmiterd (Ffrench-Constant a kol., 2004; Brogdon a McAllister, 1998).

VSSC hmyzu (Obr.4) jsou podobné rlznym sav&im sodikovym kanalim. Tvofi
je jedna alfa podjednotka a Ctyfi beta podjednotky. Alfa podjednotka ma molekulovou
hmotnost 260 kDa a kazda beta podjednotka 30—40 kDa. Podjednotka alfa se sklada

ze Ctyf homolognich repetic (I-1V), kazda se Sesti transmembranovymi segmenty (S1-
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S6) (Catterall, 2000, Rinkevich a kol., 2013), které slouzi k rychlému vyvolani akéniho

potencialu pfes membranu, jako odezva na elektrickou signalizaci.

Dojde-li

k depolarizaci membrany, sodikovy kanal se otevira. Pokud je kanal otevieny,

dochazi k proudéni sodikovych iont pfes membranu do burky. Tento mechanismus

je pro bunku, a tedy i organismus, Zivotné dllezity a neurotoxiny mezi které patfi napfr.

pyretroidy, tento mechanismus blokuji a zpUsobuji Uhyn organismu (Dong, 2007).
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Obr. 4 Struktura VSSC Zdroj: Soderlund & Knippe, 2003

Pfedpoklada se, Ze vazebné misto pro pyretroidy se ve VSSC nachazi na
hydrofobnich sténach domény Il (DIl) segmentu S4-S5, DIIS5, DIIIS6 a DIl P-smyc&ky.

VétSina mutaci, nalezenych v linkeru DIIS4-S5, DIIS5 a DIIIS6, zpusobila rezistenci

vuci pyretroidiim. (O’Reilly a kol., 2006).
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7 Cile prace

Cilem prace bylo na zakladé amplifikovanych oblasti genu VSSC rozliSit rezistentni
populace b. Ffepkového od populaci nerezistentnich k pyretroiddm. Zamérem
molekularni analyzy byla amplifikace C€asti genu VSSC, jejich sekvenovani a
detekovani nukleotidovych substituci s cilem urcit smysl téchto substituci v sekvenci
aminokyselin a v kone¢ném dusledku posoudit jejich vliv na konformaci vysledného
proteinu. U8elem posouzeni vlivu na konformaci VSSC bylo odliit rezistentni

populace b. Fepkového na zakladé molekularni analyzy.
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8 Material a metodika

8.1 Sbér vzorkl

Vzorky populaci blyskacka fepkoveho byly sbirany v letech 2016-2018 (tab.1) na
uzemi Ceské republiky. U vzork( z roku 2016 byla Groven rezistence populaci uréena
na zakladé interaktivni mapy se zvyraznénymi lokacemi podle zjisténého stupné
rezistence. Mapu vytvofili Havel a kol. (2016) a je volné dostupna na
Rostlinolékaiském portalu (UKZUZ). Vzorky pochazejici ze stejné lokality i roku, byly
sbirany v rozdilnych ¢asech nebo ve vzdalenosti do 10 km. Byly proto povaZzovany za

jednu populaci a vyuzity pro detekci rozdili v ramci stejnych populaci.

Tab.1 Seznam vzorkl

ZF JU 4/2016 Blanice 5/2017
val 5/2016 Cichtice 7/2017
Horazd’ovice 5/2016 Horazd'ovice 5/2017
ManeSovice 5/2016 Kozlov 5/2017
Babice 5/2016 Horazd'ovice 5/2017
Hostkovice 5/2016 Dasny 5/2017
Predin 5/2016 Bavorov 712017
Hory 5/2016 Hubenov 5/2017
Budiskovice 5/2016 Chynov 5/2017
Studena 5/2016 Dobronice u Chynova 5/2017
Vatin 5/2016 Zahostice 5/2017
ZF JU 6/2016 Dlouha Lhota 5/2017
Kadov 7/2016 Haklovy Dvory 5/2017
Némdéice 5/2017 Bavorov 4/2018
Stiibriak 5/2017 Cigenice 4/2018
Cichtice 5/2017 Cichtice 5/2018
ZF JU 6/2017 Strunkovice n. Blanici 5/2018
Bilsko 5/2017 Milinov 5/2018
Bavorov 5/2017 Bésiny 5/2018
Kojecin 5/2017 Obytce 5/2018
Strakonice 5/2017 Petrovicky 5/2018
Dlouha Ves 5/2017 Biluky 5/2018
Bavorov 6/2017 Zborovy 5/2018
Horazd'ovice 712017 Maly Bor 5/2018
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Stirelské Hostice 5/2017 Strakonice 5/2018

Horazd'ovice 5/2017 Kojecin 5/2018
Babin 5/2017 Némdcice 5/2018
Bavorov 6/2017 Potocisté 5/2018
Lhenice 7/2017

V roce 2016 bylo analyzovano celkem 13 populaci (pfiloha 1), z roku 2017 bylo
analyzovano celkem 29 populaci (pfiloha 2) a v roce 2018 bylo sebrano celkem 15
populaci blyskacka fepkového (pfFiloha 3). Stupné rezistence uréené u populaci z roku

2016 jsou: Horazdovice — 4, Babice — 5, Hostkovice — 4, Pfedin — 5, Studena — 5.

8.2 Izolace DNA pomoci CTAB-PVP

Vzorky byly izolovany metodou vyuzivajici roztok CTAB-PVP
(cetyltrimethylamoniumbromid — polyvinylpyrrolidon; Curn a kol. 2012), ktera
umoznuje ziskani velkého mnozstvi DNA, které je snadno uchovatelné a neni

nachylné k degradaci.

Ke vzorku populace b. fepkového se do mikrocentrifugacnich zkumavek pfida 250 pl
pfedehratého pufru CTAB-PVP, 2,5 ul merkaptoetanolu a vzorek se manualné
homogenizuje. Pro lepSi rozdrceni Ize pfidat kiemicity pisek. Homogenizované vzorky
se inkubuji 45 minut pfi 65°C. Nasledné se vzorky centrifuguji 10 minut pfi 12 000 rpm
a vytvoreny supernatant se prepipetuje do novych mikrocentrifugaénich zkumavek.
K supernatantu se pfida 500 pl chloroformu s IAA (isoamylalkohol). Roztok se necha
10 minut protfepavat a nasledné 5 minut centrifugovat pfi 12 000 rpm. Supernatant
se opét pfevede do novych mikrocentrifuganich zkumavek a pfida se 80 pl 5% CTAB
a 500 ul smési chloroformu s IAA. Roztok se znovu necha 10 minut protfepavat a 5
minut centrifugovat pfi 14 000 rpm. V Cistych mikrocentrifugacnich zkumavkach se

vznikly supernatant smicha s 250 pl isopropanolu a necha se pfes noc pfi -20 °C.

Po vyjmuti z mrazaku se vzorky ve 4 °C centrifuguji 5 minut pfi 14 000 rpm. DNA se
usadi na dné zkumavky. Supernatant se slije, k DNA se pfida 300 uyl 1x TE a
nasleduje 45 minut inkubace pfi 37 °C. Roztok se smicha s 600 ul ledového 96%

etanolu a pfes noc se necha inkubovat pfi -20 °C.

Po inkubaci se vzorky 10 minut centrifuguji ve 4 °C pfi 14 000 rpm. Odstrani se
supernatant a pfida se 1 ml 70% etanolu, smés se lehce promicha a necha

centrifugovat 2 minuty pfi 4 °C na 14 000 rpm. Supernatant se slije. Pro lepsi Cistotu
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izolované DNA se tento krok zopakuje. Po odstranéni supernatanu se vzorky nechaji
dikladné vysusit. VysuSena DNA se nasledné rozpusti ve 100 ul TE pufru ve 37 °C.

Takto pfipravené vzorky se skladuji pfi -20 °C.

8.3 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Pomoci PCR reakci byly namnozeny useky genu VSSC, konkrétné useky DIIS4 — S5
a DIIIS6 z podjednotky alfa. V prvnim pfipadé byla provedena analyza fragmentu
DIIS4 — S5 linker/DIIS5 s pouzitim primerd MaVGb a MalINSR2 a v druhém pfipadé
byl analyzovan fragment DIIIS6, ktery ohraniCuji primery VMaOc a MaVPb (viz také
Wrzesihka a kol. 2014).

Pro obé PCR reakce byla pouzita reakéni smés obsahujici 5 yl master mixu PPP (Top
Bio), 0,5 pl forward a 0,5 pl reverse primert, 3 pl vody Top Bio a 1 pl izolované DNA.
PCR reakce s primery MaVGb a MalNSR2 (tab.2) za¢inala po pocate€ni denaturaci
3 minuty pfi 94 °C, nasledovalo 30 cykll slozenych z 20 sekund denaturace pfi 94 °C,
20 sekund annealingu pfi 59 °C a 30 sekund elongace pfi 72 °C. Nakonec probé&hla

zavérecna elongace 7 minut pfi 72 °C.

Program pro reakéni smés s primery VMaOc a MaVPb (tab.2) se lisil v teploté

annealingu — 51 °C a délce elongace — 20 sekund, jinak byl totozny.

Tab. 2 Primery pro oblasti DIIS4-S5 a DIIIS6

MaVGb CTCGAGCTGGGTTTGGAAG 2647-2665
MalNSR2 ATTCCCCGCATAACACTCTAAA 2944-2965
VMaOc CCAATTCGTGAGACAAATATTTAC 4531-4554
MaVPb ACTTTTTCTGGTCTTCCGTCA 4682-4702

Pro ovéfeni mnozstvi a Cistoty byl vysledny produkt analyzovan gelovou
elektroforézou na 2% agar6zovém gelu. Namnozené fragmenty po PCR byly
nasledné precistény pomoci ExoSAP-IT™ (Thermo Fisher Scientific). K 10 yl PCR
produktu byly pfidany 2 pl ExoSAP-IT™. Vzorky byly umistény do termobloku

a inkubovany 15 minut pfi 37 °C a nasledné byl enzym deaktivovan 15 minut pfi 80 °C.
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Ke kazdému vzorku bylo pfidano 5 pl primeru ve sméru pozadovaného sekvenovani.
Takto upravené vzorky byly odeslany k sekvenovani Sangerovou metodou do externi

laboratofe SeqMe s.r.o.

8.4 Klonovani

populaci klonovano do bakterie Escherichia coli a nasledné osekvenovano.

Po PCR byly produkty separované na gelové elektroforéze, z gelu izolované
komerénim kitem NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Macherey Naegel a
zaklonovany pomoci kitu Invitrogene™ TOPO™ TA Cloning™ Kit (Thermo Fisher
Scientific). Plazmidova DNA byla izolovana kitem GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Fisher Scientific) a nasledné sekvenovana Sangerovou metodou v externi

laboratofi SeqMe s.r.o.

9 Vysledky

Analyzovano bylo celkem 57 populaci b. fepkového, 13 populaci z roku 2016, 29
populaci z roku 2017 a 15 populaci z roku 2018. Z kazdé populace byly analyzovany
Ctyfi jedinci. Stupen rezistence u vzork( z roku 2016 byl orientané uréen podle mapy,
kterou vytvorili Havel a kol. (2016). Charakterizovany byly dva nukleotidové useky
nachazejici se v alfa podjednotce genu VSSC: usek DIIS4 — S5 linker/DIISS a usek
DIIIS6.

9.1 Amplifikace usekl DIIS4 — S5 a DIIIS6 z podjednotky alfa genu
VSSC

Primery pro usek DIIS4-S5 — MaVGb a MalINSR2 i primery pro usek DIIIS6 — VMaOc
a MaVPb nasedaly na templatovou DNA bez problému. Pro oblast DIIS4-S5
amplifikovaly useky dlouhé pfiblizné 320 bp (obr.5) a pro oblast DIIIS6 vznikaly
fragmenty o velikosti pfiblizné 210 bp (obr.6). Amplifikace obou fragmentu probihala
uspésné, s vysokou presnosti. Vysledné produkty byly kvalitni a v dostate¢ném
mnozstvi. Rovnéz Uuspésné probéhla sekvenalni analyza a vSechny amplifikované

fragmenty byly osekvenovany.
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9.2 Porovnani oblasti DIIS4-S5 a DIIIS6 genu VSSC algoritmem
BLAST

U obou charakterizovanych fragmentl byly srovnavany consensus sekvence
s databazi GenBank pomoci algoritmu BLAST. Sekvence studovanych fragment
byly porovnany se sekvencemi VSSC u jinych druhd hmyzu i se sekvencemi genu

VSSC blyskacku fepkovych zafazenych v databazi.

Usek DIIS4 — S5 linkeru/DIIS5 se shoduje s ostatnimi sekvencemi VSSC u blyskagkd
fepkovych v 99,38 — 99,62 % (KJ407276, KJ699123). Dalsi druhy hmyzu zafazené
do porovnani vykazovaly niz8i shodu v této sekvenci — mandelinka bramborova
(Leptinotarsa decemlineata) v 86,29 % (XM_023167301), tesafik (Anoplophora
glabripennis) v 85,08 % (XM_018713418), potemnik hnédy (Tribolium castaneum)
v84,71 % (XM_015982050) a krasec (Agrilus planipennis) v 82,35 %
(XM_018475442, obr.7).

[ ——————— e Blyskacek fepkovy, populace z Polska (KJ699123)

; Blyskacek fepkovy, populace z Polska (KJ407276)

Krasec, Agnlus planipenmis (XM_018475442)

Potemnik hnédy, Trnbolium castaneum (XM_015982050)

Mandelinka bramborova, Leptinotarsa decemlineata (XM_023167301)

Tesafik, Anoplophora glabripennis (XM_018713418)

Consensus sekvence pro oblast DIIS4-55

Obr. 7 Porovnani useku DIIS4-S5 se sekvencemi VSSC u jinych organism

Srovnani useku DIIIS6 ukazalo 98,4 — 100 % shodu s dalSimi sekvencemi blyskacka
fepkového (KJ407278, KJ407277, KJ699123). DalSi porovnavané druhy hmyzu
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v vor

vykazovaly niz8i shodu v této sekvenci — mlra z €eledi travarfikoviti Cnaphalocrocis
medinalis shodna v 89,77 % (KC342959), pilous ryzovy (Sitophilus oryzae) shodny
v 89,77 % (MG813770), polnik (Agrilus planipennis) shodny v&88,64 %
(XM_018475442) a mandelinka bramborova (Leptinotarsa decemlineata) shodna
v 88,64 % (XM_023167301, obr.8).

Blyskatek fepkovy, populace z Polska (KJ407278)

Blyskacek fepkovy, populace z Polska (KJ407277)

Blyskacek fepkovy, populace z Polska (KJ699123)

Mura z éeledi travafikoviti, Cnaphalocrocis medinalis (KC342959)

I Pilous ryZovy, Sitophilus oryzae (MG813770)
4‘%4: Polnik, Agrilus planipennis (XM_018475442)

andelinka bramborova, Leptinotarsa decemliineata (XM_023167301)

Consensus sekvence pro oblast DIISG

Obr. 8 Porovnani tseku DIIIS6 se sekvencemi VSSC u jinych organismu

Pfi srovnavani sekvenci obou oblasti pomoci algoritmu BLAST a cDNA mouchy
domaci (Musca domestica, X96668.1) byl detekovan intron v oblasti DIIS4 — S5
dlouhy 64 bp od pozice 219 a v oblasti DIIIS6 intron dlouhy 53 bp od pozice 122.

9.3 Analyza useku DIIS4 — S5 linkeru/DIIS5

Z osekvenovanych vzorkl populaci Sangerovou metodou se vytvoril alignment a bylo
detekovano nékolik bodovych polymorfismid mezi populacemi. Mutace byly
posuzovany vUci consensus sekvenci (obr.9). Consensus sekvence byla vytvofena

z alignmentu sekvenci vzorkd pro oblast DIIS4 — S5 linkeru/DIIS5.

GATCATTCAGATTGCTGAGAGTTTTCARATTGGCCAAATCGTGGCCGACTCTARATTTACTTATATCCATTATGGGCAGAACAATGGGTGCTTTAGGTAATCTA

1 5 10 13 20 b kL 3% 40 4% =0 55 60 65 70 73 &0 83 a0 9% 100 104
CTAGTAAGTCTAACGACTCTCAARAGTTTAACCGGTTTAGCACCGGCTGAGATTTARATGAATATAGGTAATACCCGTCTTGTTACCCACGAAATCCATTAGAT

ACCTTCGTGTTGTGTATTATTATATTTATATTCGCTGTGATGGGTATGCAACTTTTCGGCARAARTTATACGGGTAAGGACATTGGGTAAAATATGTATGTAARG

105 110 15 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 208
TGGARGCACAACACATAATAATATAARTATAAGCGACACTACCCATACGTTGARARGCCGTTTTTAATATGCCCATTCCTGTAACCCATTTTATACATACATTIC

TRCGATTGATATTTTATGTCATGTTCTTTTCAGATAACGTGGACAGGTITTCCGGACCACGATCTACCTCGTTGGAATTTCACGGATTTTATGCATTICTTTTATG

209 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 ol 275 280 285 290 25 300 305 32
AMGCTAACTATAARATACAGTACAAGARAAGTCTATTGCACCTGTCCAAAGGCCTGGTGCTAGATGGAGCAACCTTAAAGTGCCTARRATACGTAAGARAATAC

ATAGTGTTTAGAG
—_——
33 320 325
TATCACAAATCTC

Obr. 9 Consensus sekvence DIIS4 — S5 linker/DIIS5
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Pro &teni celych zvolenych oblasti byly vybrané vzorky klonovany pomoci plazmidd

do bakterie E. coli a nasledné sekvenovany i s plazmidy. Pro oblast DIIS4 — S5 linker/

DIIS5 byla vysledna sekvence i s plazmidem 1530 bp dlouha, viozeny konstrukt

obsahoval 383 bp (obr. 10).

T CGAGCTGGET T TG RAAGEGETGC AAGGTT TATCAGTGTTACGATCATTCAGATTGCTGAGAGTTTTCA

12 4 6 & 10 12 14 16 186 B0 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 45 48 50 52 54 56 58 60 62 64 65 6870
CAGCTCGACCCAARCCTTC L CCACGTTCCARAATAGTCACAATGCTAGTAACGTCTAACGACTCTCARAAAGCT

AARTTGGCCAAATCGTGGCCGACTCTARATTTACTTATATCCATTATGGGCAGAACAATGGGTGCTTTAGG

71 75 a0 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 138 140
TTAACCGGTTTAGCACCGGCTGAGATTTARATGAATATAGGTAATACCCGTCTTGTTACCCACGARATCC

TAARTCTAACCTTCGTGT TGTGTAT TATTATATTTATATTCGCTGTGATGGGTATGCAACTTTTCGGCARAR

141 145 150 155 160 165 170 175 130 185 150 195 200 205 210
ATTAGATTGGAAGCACAACACATAATAATATAAATATAAGCGACACTACCCATACGTTGAAARGCCGTTT

A ATTATACGGETAAGGACATTGGGTARAAATATGTATGTAAGTTCGATTGATATTTTATGTCATGTTCTTT

211 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280
TTARATATGCCCAT T CC TG TAACCCATTTTATACATACATTCAAGCTAACTATARARAATACACTACARGARD

TCAGATAACGTGGACAGGTTTCCGGACCACGATCTACCTCGTTGGAATTTCACGGATTTTATGCATTCTT

281 285 290 285 300 305 310 315 320 328 330 335 340 345 350
AGTCTATTGCACCTGTCCAAAGGCCTGGTGCTAGATGGAGCAACCTTAAAGTGCCTARAATACGTAAGRA

TTATGATAGTYTTTAGAGTCGTTATGCGCGGGAAT

351 355 350 385 370 375 330 383
AATACTATCAQRAATCTCACAATACGCCCCTTA)

Obr.10 Sekvence klonu DIIS4 — S5 linkeru/DIIS5 ohrani¢ena primery MaVGb a MaINSR2

V nukleotidovych sekvencich bylo nalezeno nékolik mutaci (obr.11,12,13). Nékteré

polymorfismy byly zaznamenany u vSech nasbiranych jedinct z jedné populace, dalSi

se objevovaly jen u ¢asti sbiranych jedinct z dané populace. U takovych substituci

se Ize domnivat, Ze se jedna o heterozygoty. K ur€eni heterozygotnosti by v8ak bylo

zapotfebi dalSich molekularnich analyz. Pro zjednoduSeni jsou tyto nejednotné

substituce dale oznaCeny za heterozygoty. Pozice detekovanych substituci byla

pocitana od zaCatku ¢tené oblasti uréené pomoci klonovani.
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Na 47. pozici u populace b. fepkového sbirané u Horazdovic v roce 2017 byla
detekovana heterozygotni alela pro substituci C/A, u populace sbirané u Chynova
v roce 2017 byla heterozygotni alela pro substituci C/T. Na 53. pozici se vyskytoval
heterozygotni stav pro substituci G/A u populaci broukl pochazejicich ze Stfibriiaku
zroku 2017 a z Biluk z roku 2018. Na 66. pozici se vyskytovaly heterozygoti pro
substituci T/A v populacich §kiidct z Horazdovic, z Vatina, z Kadova a z pozemku ZF
JU zroku 2016, ve vzorcich ze Zahostic a Haklovych Dvord zroku 2017 a
v populacich z Biluk a Malého Boru z roku 2018. DalSi heterozygotni substituce T/A
byla nalezena na 141. pozici u populaci sbiranych v Bavorové, v HoraZzdovicich,
v Babiné a v Dasném z roku 2017 a na 144. pozici heterozygotni substituce T/C u

populaci z Dasného sbiraného v roce 2017.

Pozice 140 - 157

Dlouha Ves/2017 GTAATCTAACCTTCGTGT
Bavorow 2017 GWAATCTAACCTTCGTGT
Horazdovice 2017 GWAATCTAACCTTCGTGT
Stielské Ho3tice/2017T B TAATCTAACC T TCGTE Y
Horazdovice 2017 GTAATCTAACCTTCGTGT

Babinf2017 GWAATCTAACCTTCGTGT
Bavorow 2017 GTAATCTAACCTTCGTGC
Lhenice/2017 GTAATCTAACCTTCGTGT
Blanice/2017 GTAATCTAACCTTCGTGT
Cichtice/2017 GTAATCTAACCTTCGTGT
Horazdovice 2017 GTAATCTAACCTTCGTGT
Fozlow 2017 GTAATCTAACCTTCGTGT
Horazdovice 2017 GTAATCTAACCTTCGTGT
Dasny/2017 GWAAYCTAACCTTCGTGT

Obr. 11 Vybér nukleotidovych substituci z oblasti DIIS4-S5 linker/DIIS5

Na pozici 157 byly detekovany substituce u populaci $kidce z Hostkovic z roku 2016,
z Bavorova zroku 2017 a z Obytcl zroku 2018 zT na C a heterozygotni
substituce T/C u populaci sbiranych v Babicich v roce 2016 a Stfelskych Hosticich
v roce 2017. DalSi heterozygotni substituce T/C se vyskytla u populace b. fepkového
zroku 2017 sbiraného u Dobronic u Chynova na pozici 192. Dale u populaci
z Dasného zroku 2017 a z PetroviCek z roku 2018 byla odhalena heterozygotni
substituce A/G na pozici 245 a na pozici 249 u populace sbirané v Hubenové v roce
2017 doslo k substituci G za A. Na pozici 252 byla detekovana substituce C za T u
populace skldce z Hubenova z roku 2017 a heterozygotni substituce T/C u populaci
z Babic a Pfedina zroku 2016, z Lhenic a Haklovych Dvord zroku 2017, a ze
Strakonic z roku 2018. Na pozici 253 byla odhalena substituce u populace pochazejici

Zz Hostkovic zroku 2016 z T na G a heterozygotni substituce T/G u populaci b.
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fepkového sbiranych na pozemku ZF JU a v Babicich v roce 2016, v Bavoroveé v roce
2017 a v Obytcich v roce 2018.

Pozice 244 - 254

Dasny/2017 TRTeTAaaGTTC
Bavorow2017 TATEITAAGBTTC
Hubenow2017 TATETEAGBGCTC
Chynow2017 TATGEGTAAGTTC
Dobronice u Chynova2017 T a T TAABGTTC
Zahostice 2017 T A TET A ABTTC
Dlouha Lhota/2017 TAMTET A ABTTE
Haklovy Dvory/2017 TATEGTAAGWT C
Bavorow2018 TATEITAAGBTTC
Citenice/2018 TATEGTAAGTTC
Cichtice/2018 TATEGTAAGTTC
Strunkovice/2018 T A TET A ABTTC
Milinow/2018 TATGEGTAAGTTC
B&siny/ 2013 TATGEGTAAGTTC
Obytce/2018 TATETAAGBTKC
Petroviély/2018 T.TGTAAGTTC
Bilukoy/2018 TATGEGTAAGTTC
Zborowvy(2018 TATETAAGWTC
Maly Bor/2018 T ATETAABRTTC
Strakonice/2018 Il A METE A A BTTRE

Obr. 12 Mutace v oblasti DIIS4 — DIIS5

Na pozici 286 byla detekovana heterozygotni substituce T/G u populaci brouk
sbiranych u Bavorova a Dobronic u Chynova vroce 2017 a na pozici 289
heterozygotni substituci C/G u populace pochazejici z Obytcl z roku 2018. Dale byla
objevena substituce u populace b. Fepkového sbirané v Hostkovicich v roce 2016 z C
na T a heterozygotni substituce C/T u populaci z Babice z roku 2016, ze Stielskych
Hostic a z Bavorova z roku 2017 a u populace sbirané v Obytcich v roce 2018 na
pozici 295. Na pozici 334 byla detekovana substituce G za C u populace skudcl
z Hostkovic sbiraného v roce 2016 a heterozygotni substituce G/C u populaci z Babic
zroku 2016, z Bavorova zroku 2017 a z Obytcd zroku 2018. U populace
pochazejiciho z Hubenova z roku 2017 byla nalezena substituce T za A na 344.
pozici. DalSi heterozygotni substituce C/T byla objevena na 354. pozici u populaci
pochazejicich z pozemku ZF JU a z Bilska z roku 2017 a na 356. pozici heterozygotni
substituce A/C u populace z Dasného z roku 2017.
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Na 357. pozici byla nasledné odhalena
heterozygotni substituce C/T u populaci
Cichticich,

Horazdovicich, Kozlové a Dlouhé Lhoté

broukd sbiranych v Blanici,
z roku 2017 a heterozygotni substituce T/A
u populace ze Zahostic zroku 2017. Na
nasledujici pozici — 358. byla odhalena
heterozygotni substituce A/C u populaci
sbiranych v Haklovych Dvorech v roce 2017
a v Petrovi¢kach v roce 2018. V této oblasti
posledni heterozygotni substituce G/A byly
objeveny na pozici 361 u populaci b.
fepkovych pochazejicich z Hostkovic z roku
2016, z Bavorova z roku 2017 a z Obytcl
z roku 2018.

Bavorow 2017
Lhenice/2017
Blanice/2017
Cichtice/2017
Horazd'ovice/2017
Kozlow2017
Horardovice/2017
Dasny/2017
Bavorow/ 2017
Hubenow?2017
Chynow2017

Dobronice u Chynova/2017 AT A

Zahostice/2017
Dlouhd Lhota/2017
Haklowy Dvory/2017
Bavorow/2018
Cicenice/2018
Cichtice/2018
Strunkovice/2018
Milinow/2018
Bésiny/2018
Cbytce/2018
Petrovicky/2018

Pozice 356 - 361

AT A
ATA
AY A
AY A
AY A
AY A
AY A
B
ATA
ATA
ATA

AWA
AYA
AT

ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
AT

A4 4444444 A4 A4 A4 A4 A4

Obr. 13 Vybrané bodové mutace oblasti
DIIS4-S5 linker/DIIS5

Z nukleotidového alignmentu se pro zjisténi smyslu detekovanych mutaci vytvoril

alignment aminokyselinovy (obr.14, 15). U heterozygotnich populaci byla vytvofena

aminokyselinova sekvence pro obé varianty nukleotidu.

Mukleotidové pozice 246 - 260

LF L2016 s
ZF L2016 S5
Vall2016 55

HoraZdovice/2016 s =
Horazdovice/2016 =5
Mane&ovice/2016 =z 3
Babicel2016

Dooooooooon

Babice/2016 RE Babice/2016  [BIF ¥
Hostkovice/2016 = Babice/2016 R F ¥
Hostkovice/2016 = Hosthkavice/2016R F ¥
Pfedini2016 S Hostkovice/2016R F ¥
Predini2016 RS Pfedin/2016 |G F ¥

Obr. 14 Vybrané aminokyselinové
substituce oblasti DIIS4 — S5
linker/DIIS5

MNukleotidové pozice 332 - 361

FEFEYDS
FEFEYDS
FEFEYDS
FEFEYDS
FEYDS

Obr. 15 Vybrané zmény v aminokyselinové
sekvenci DIIS4 — S5 linker/DIIS5
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Na 47. nukleotidové pozici byla detekovana zména aminokyseliny ze serinu na leucin
u populace sbirané v Chynové v roce 2017. U populaci broukll pochazejicich ze
Stiibriiaku z roku 2017 a z Biluk z roku 2018 doslo na 53. pozici k substituci z argininu
na lysin. Na pozici 157 doslo k substituci z izoleucinu na valin u populaci z Hostkovic,
Babic z roku 2016, z Bavorova, Stfelskych Hostic z roku 2017 a z Obytct z roku
2018. Na pozici 245 u populaci z Dasného z roku 2017 a z PetroviCek z 2018 byla
objevena substituce tyrozinu na cystein. Substituce ze serinu na arginin byly
detekovany u populaci §kadcl z Babic a z Pfedina z roku 2016, z Lhenic a Haklovych
Dvord z roku 2017 a ze Strakonic z roku 2018 na pozici 252. Na 253. pozici byla
objevena substituce ze serinu na alanin u populaci z pozemku ZF JU, Babic a
Hostkovic z roku 2016, z Bavorova z roku 2017 a z Obytcu z roku 2018. U populace
z roku 2018 sbiraného u Obytcl na pozici 289 doslo k substituci z argininu na glycin.
Na pozici 334 byly objeveny substituce z glycinu na arginin u populaci pochazejicich
z Babic a z Hostkovic z roku 2016, z Bavorova z roku 2017 a z Obytcu z roku 2018.
Déle na pozici 356 byly odhaleny substituce z kyseliny asparagové na alanin u
populace z Dasného zroku 2017. U populaci broukd pochazejicich z Haklovych
Dvord z roku 2017 a z Obytcu z roku 2018 byla objevena substituce ze serinu na
arginin na pozici 358. Nakonec na pozici 361 byly detekovany substituce z valinu na
izoleucin u populaci z Hostkovic z roku 2016, z Bavorova z roku 2017 a z Obytcl
z roku 2018.

9.4 Analyza useku DIIIS6

K analyze useku DIIIS6 byla vytvofena consensus sekvence (obr.16) na zakladé
alignmentu ze sekvenci zkoumanych populaci b. Fepkovych. Consensus sekvence
byla pouzita jako vzorova sekvence a byly podle ni detekovany mutace v oblasti

DIIIS6 u jednotlivych populaci.

GTATTCTTCATCATATTTGGCTCGTTCTTCACACTTAACCTATTTATAGGAGTAATCATCGACAATTTTAACGAGCARARGAARRAGGTAAGT

12 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 35 38 40 42 44 45 43 50 52 54 56 58 60 62 64 66 6B V0 72 74 75 75 B0 82 24 86 33 90 93
CATAAGAAGTAGTATAAACCGAGCAAGAAGTGTGAATTGGATAAATATCCTCATTAGTAGCTGTTARAATTGCTCGTTTTCTTTTTCCATTCA

TTGCATTATTTCACTAATGAATGTGTAACARTATCGCAATATTTAAGGCGGGTGGATCATTGGARATGTTCATGACGGAR

54 100 105 10 15 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170173
AACGTAATARAGTGATTACTTACACATTGTMATAGCGTTATAAATTCCGCCCACCTAGTAACCTTTACAAGTACTGCCTY

Obr.16 Consensus sekvence DIIIS6

Pro pfesné urCeni pozice jednotlivych substituci byla dana oblast klonovana a
nasledné sekvenovana i s plazmidy. Pro oblast DIIIS6 byl vysledny produkt

s plazmidem dlouhy 1407 bp a vloZzeny konstrukt obsahoval 224 bp (obr. 17).
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[ CAATTCGTGAGACAAATATTTACKRTGTATTTATATTTTGTATTCTTCATCATATTTGGCTCGTTCTTCA

12 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 35 33 40 42 44 45 48 S0 52 54 S5 58 B0 62 64 66 6870
FGTTAAGCACTCTGTTTATAAATGI ACATAARTATAAARACATAAGAAGTAGTATARACCGAGCARAGARGT

CACTTAACCTATTTATAGGAGTAATCATCGACAATTTTARCGAGCAARAGAARAAGGTAAGTTTGCATTA

71 75 30 85 90 95 100 108 110 e 120 125 130 135 140
GTGAATTGGATARAATATCCTCATTAGTAGC TGTTAARAATTGCTCGTTITCTTTTTCCATTCARACGTAAT

TTTCACTAATGAACGTGTAACATTATCGCAATATTITAAGGCGGGETGGATCATTGGAAATGTTCATGACGE

141 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 05 210
ARAGTGATTACTTGCACATTGTAATAGCGTTATARATTCCGCCCACCTAGTAARCCTTTACARAGTIRCTGCC

AAGACCAGARRRARAGT
—_——

211 215 220 225
TTCTGGTCTTTTTCA]

Obr. 17 Sekvence klonu DIIIS6 ohrani¢ena primery VMaOc a MaVPb

Pfi porovnavani sekvenci zkoumanych populaci b. Fepkového z consensus sekvenci
pro oblast DIIIS6 bylo odhaleno nékolik bodovych mutaci (obr.18,19,20). Pozice
substituci je pocitana od zaCatku zkoumané oblasti v€etné primerd. U populace b.
fepkového sbirané v Zahosticich v roce 2017 byla detekovana substituce z C na A na
61. pozici. Na pozici 76 byla zjiSténa substituce z T na C u populace z Hostkovic
z roku 2016 a heterozygotni substituce C/T u populaci $kadct z Babic z roku 2016 a
ze Stfelskych Hostic a Bavorova z roku 2017. U populace pochazejiciho z Hubenova
z roku 2017 byla v pozici 82 objevena heterozygotni substituce G/A a u populace
z Babic z roku 2016 heterozygotni substituce A/C na 94. pozici. Dale na 127. pozici
byly zjistény substituce z G na A u populaci broukd z Hostkovic sbiranych v roce 2016
a z Obytcu sbiranych v roce 2018 a heterozygotni substituce G/A u populaci z Babic

z roku 2016, ze Stfelskych Hostic a z Bavorova z roku 2017.

Pozice 144 - 155

Babice/2016 TSACTAATIAAT
Hostkovice/2016 TEACT A A THEA AT
Pfedin/2016 TCACTAATGEAAT
Hory/2016 TCACTAATGEAAT
BudiZkovice/2016 TCACTA A TG A AT
Studena/2016 TCACTAATEAAY
Vatin/2016 TCACTAATGEAAT
ZF JUi2016 TCACTAATEAAY
Kadow2016 TCACTAATEAAY

Obr.18 Vybér nukleotidovych substituci z oblasti DIIIS6

Na pozici 135 byly zaznamenany substituce z T na A u populaci pochazejicich
z Hostkovic z roku 2016, z Obytct z roku 2018 a heterozygotni substituce T/A u
populaci z Babic z roku 2016, ze Stfelskych Hostic a Lhenic z roku 2017. Substituce
z C na G u populaci b. fepkového sbiranych u Hostkovic z roku 2016 a u Obytct

z roku 2018 a heterozygotni substituce G/C u populace z Babic z roku 2016 byly
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zaznamenany na 145. pozici. Dale na pozici 152 byly zaznamenany substituce z G
na A u populace pochazejici z Obytcl z roku 2018, heterozygotni substituce G/C u
populace Skudce ze Strelskych Hostic z roku 2017 a heterozygotni substituce G/A u
populaci z Babic, z Hostkovic z roku 2016 a z Bavorova zroku 2017. DalSi
heterozygotni substituce C/T byly zjiStény na pozici 155 u populaci ze Studené, z
pozemku ZF JU a z Kadova z roku 2016, z Dlouhé Vsi, z Dasného a z Haklovych
Dvort z roku 2017 a ze Zborov z roku 2018. U populace ze Stfelskych Hostic z roku
2017 byla nalezena heterozygotni substituce C/T na pozici 162. Na pozici 164 byly
odhaleny substituce z T na G u populaci z BudiSkovic z roku 2016 a z Horazdovic
z roku 2017, heterozygotni substituce G/C u populace z Bavorova z roku 2017 a
heterozygotni substituce T/G u populaci z roku 2016 pochazejicich z pozemku ZF JU,
Valu, Horazdovic, ManeSovic, Pfedina, Hor a Vatina, zroku 2017 u populaci
sbiranych ve Stfibriiaku, Cichticich, na pozemku ZF JU, Bilsku, Bavorové, Kojecing,
Strakonicich, Dlouhé Vsi, Stfelskych Hoésticich, Horazdovicich, Babiné&, Lhenicich,
Kozlové, Dasném, Hubenové, Chynové, Dobronicich u Chynova, Dlouhé Lhoté a
Haklovych Dvorech a zroku 2018 u populaci z Cicenic, Cichtic, Biluk, Zborov,

Strakonic, Koje¢ina, Némcic a Potocisté.

Pozice 163 - 167

FF JU2016 AKTAT
Valf2016 A KB A (i
Horazdovice/2016 A K T AT
ManeZovice/2016 A K TAT

Babice/2016 : I ii I
_ |

Efnfdtﬁgg%mm AKTAT N Pozice 172 - 178
Hory/2016 A KT AT Hnraid'nmcefz_nﬁ AATT T A
Budizkovice/2016 AGBTAT Stfelsk_é I_-Inétn:efzm? ATWTTTA
Studena/?016 A SR A BB HoraZdovice/2017 A RN A BRI A
Vatin/2016 AT AT Bahin/2017 AR A SR A
ZF JU/2016 AT AT Elauu_ruu.-fzﬂﬁ ATWTTTA
Kadow 2016 AR A BB Lhen_lcelei]ﬁ AR A IR A
Memeice/2017 A DR A BB Blanice/2017 AR A IR A
Obr.19 Mutace v DIlIS6 Obr.20 Vybrané bodové mutace oblasti DIIIS6

Dale na 165. pozici byla zjisténa heterozygotni substituce T/G u populace b.
fepkového sbirané v Babicich v roce 2016. Na 174. pozici byly pozorovany substituce
z A na T u populaci z Hostkovic z roku 2016 a z Obytcl z roku 2018 a heterozygotni
substituce T/A u populaci z pozemku ZF JU a z Babic z roku 2016, u populaci ze
Strelskych Hostic a z Bavorova z roku 2017. Nakonec byl odhalen heterozygotni stav
G/A pro 213. nukleotid.
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Z nukleotidového alignmentu pro usek DIIIS6 se vytvofil alignment aminokyselinovy
a byl zjistovan smysl detekovanych mutaci (obr.21, 22). V pfipadé heterozygotnich

populaci, byly pfepsany do aminokyselinové sekvence obé alelické varianty.

Mukleotidove pozice 150 - 171

Pfedin/2016 Elv Tls

Predin/2016 EfvTVs

Hory/2016 Efv TVs

Hory/2016 3 U E

Budikovice/2016 @V TV S

Budikovice/2016 @V TV S

Nukleotidové pozice 140 - 160 S Ilz
ManeZovice/2016 ¥ F TN E[BV Vatin/2016 EfvTvs
Babice/2016 ¥E TN KV Vatin/2016 Elu Tils
Babice/2016 ‘f’IT N E v 7F JUI2016 efvTvs
Hostkovice/2016 YR TN K B ZF U206 v THls
Hostkovice/2016 Y I8 T N E gV Kadow2016 Erv THs
Predin/2016 Y ETNERWV Kadow2016 3 B
Predin/2016 Y ETNERV N&méice/2016 EI‘H" THls
Obr. 21 Aminokyselinové substituce v Obr. 22 Zmény v aminokyselinové

oblasti DIIS6 sekvenci DIIIS6

Na nukleotidové pozici 145 doSlo k substituci z fenylalaninu na leucin u populaci
broukl z Babic a z Hostkovic sbiranych v roce 2016 a u populaci ze Stielskych
Hostic, z Bavorova zroku 2017 a z Obytch zroku 2018. Na pozici 152 doslo
k substitucim z kyseliny glutamové na lysin u populaci pochazejicich z Babic a
z Hostkovic z roku 2016, z Bavorova z roku 2017 a z Obytcd zroku 2018 a na
glutamin u populace ze Stfelskych Hostic z roku 2017. DalSi substituce z cysteinu na
arginin byla objevena na pozici 155 u populaci ze Studené, pozemku ZF JU, Kadova
zroku 2016, z Dlouhé vsi, Dasného a Haklovych Dvort z roku 2017 a ze Zborov
z roku 2018. Nakonec u populaci Skidce z roku 2016 pochazejicich z pozemku ZF
JU, Valu, Horazdovic, ManeSovic, Pfedina, Hor a Vatina, z roku 2017 u populaci
sbiranych ve Stfibriaku, Cichticich, na pozemku ZF JU, Bilsku, Bavorove, Kojecing,
Strakonicich, Dlouhé Vsi, Stfelskych Hosticich, Horazdovicich, Babing&, Lhenicich,
Kozlové, Dasném, Hubenové, Chynové, Dobronicich u Chynova, Dlouhé Lhoté a
Haklovych Dvorech a zroku 2018 u populaci z Cigenic, Cichtic, Biluk, Zborov,
Strakonic, Kojecina, Némcic a Potocisté byla detekovana substituce z leucinu na valin

na 164. pozici.
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10 Diskuse

Byly analyzovany populace blyskacka fepkového za ucelem zjisténi zmén v sekvenci
genu VSSC a odpovidajicim proteinu. Zmény v sekvenci aminokyselin a struktufe
proteinu pak mohou zplsobovat KDR rezistenci u blyskackl fepkovych. Vybrany byly
fragmenty pokryvajici oblast DIIS4 — S5 linker/DIIS5 a DIIIS6, kde byly prokazany
bodové mutace v této oblasti u polskych populaci b. fepkovych (Wrzesinské a kol.
2014). Udaje o t&chto sekvencich z dal$ich populaci blyskacka Fepkového doposud

nejsou znamy.

V genu VSSC byla jiz dfive prokazana mutace — L1014F (Nauen a kol., 2012). Tato
mutace nebyla pfedmétem vyzkumu v této praci. Byla sice u jinych druhd hmyzu
spojovana s KDR rezistenci vuci pyretroidiim, nenachazi se vSak ve vazebné oblasti
VSSC (O'Reilly a kol., 2006). Navic u blyskacka fepkového byla nalezena pouze u
populaci z Danska a Svédska (Nauen a kol. 2012).

Ve zvolenych oblastech bylo nalezeno nékolik bodovych mutaci. Pouze nékteré
z téchto mutaci, vSak zpusobily zménu v sekvenci aminokyselin a mohou tak mit vliv
na vysledny exprimovany protein. Mutace lokalizované v intronech zkoumanych
oblasti neovlivni pfimo konformaci VSSC, ale mohly by mit vliv na alternativni sestfih

pre-mRNA a tim i na konecny protein.

V oblasti DIIS4 — S5 linkeru/DIIS5 bylo nalezeno 21 mutaci v nékolika populacich na
riznych pozicich. Nékteré ztéchto substituci se vyskytovaly jen u jedné nebo
nékolika malo populaci a jsou povazovany spiSe za nahodné mutace nez za ustalené
polymorfismy. Za polymorfismus by se dala povazovat substituce z T na C na pozici
252, ktera zplsobila zménu aminokyseliny ze serinu na arginin u populaci z Babic a
Predina z roku 2016, z Lhenic a Haklovych Dvorl z roku 2017 a ze Strakonic z roku
2018. Dalsi dulezita substituce byla odhalena na pozici 253, kde doSlo ke zméné
nukleotidu z T na G, coz zpUsobilo aminokyselinovou substituci také ze serinu na
arginin u populaci z pozemku ZF JU, Babic a Hostkovic z roku 2016, z Bavorova
z roku 2017 a z Obytcu z roku 2018. DalSi ¢etnéjSi mutace se vyskytovala na pozici
334, doslo zde k substituci z G na C, coz zplsobilo zménu aminokyseliny z glycinu
na arginin u populaci z Babic a Hostkovic z roku 2016, z Bavorova z roku 2017 a
z Obytch zroku 2018. Zadna ztéchto mutaci se neshoduje s detekovanymi
polymorfismy u polskych populaci blyskacka fepkového. Jedina mutace, ktera

zpusobila zménu aminokyselinové sekvence a sou€asné byla pozorovana i polskych
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populaci byla detekovana na pozici 157 a vedla ke zméné izoleucinu na valin
(Cislovani dle mouchy domaci 1936V) u populaci z Hostkovic, Babic z roku 2016,
z Bavorova, Strelskych Hostic z roku 2017 a z Obytcl z roku 2018 (Wrzesinska a kol.
2014, Obrepalska-Steplowska a kol. 2016).

Zajimaveé je, ze v populacich z roku 2016 z populaci z Babic a z Hostkovic, u kterych
byla urCena rezistence stupné 5 a 4 se nachazi mnoho nukleotidovych substituci,
které ovlivnily i aminokyselinové zmény a zaroveri se vyskytuji i u daldich zkoumanych
populaci. Pro pfesnéjsi informace by vSak bylo potfeba pomoci lahvickoveho testu
uréit stupen rezistence u vice populaci. Stejné jako u polskych populaci blyskacka
fepkového, ktere byly v8echny shledany jako rezistentni, nebyly v této praci nalezeny
u v8ech rezistentnich populaci vyznamnéjsi mutace (Slater a kol. 2011; Wrzesinska
a kol. 2014). U populace pochazejici ze Studené z roku 2016 nebyla nalezena Zzadna
ani nukleotidova substituce, pfesto Ze je u ni uren stupen rezistence 5. U populace
sbirané u Horazdovic v roce 2016 s urenym stupném rezistence 4 se vyskytuje
pouze jedna nukleotidova substituce, ktera neovliviiuje aminokyselinovou substituci.
Vzorek populace sbirany v Horazdovicich v roce 2017, u kterého by se mohl stupen
rezistence 4 oCekavat na zakladé udajl z roku 2016 obsahoval sice 3 nukleotidové
substituce, ale ani tyto mutace nezpusobily zménu v aminokyselinové sekvenci a
nelze tak pfedpokladat, Ze by ovliviovaly vysledny protein. Vysoky stupen rezistence
u populaci bez zmén v aminokyselinovych sekvencich je pravdépodobné zpUsoben
metabolickou rezistenci, tedy zvySenou expresi cytochromu P450 (Zimmer a kol.,
2014). Zatimco v populacich s CetnéjSimi aminokyselinovymi substitucemi je

pravdépodobna zména konformace VSSC proteinu a tim i KDR rezistence.

U populace sbirané na pozemku ZF JU v roce 2016 se na pozici 253 vyskytovala
aminokyselinova substituce ze serinu na arginin a nukleotidova substituce na pozici
66 z T na A, u populace sbirané ve stejné lokalité v roce 2017 se ani jedna z téchto
substituci neopakovala. Stejné tak u populace z Bavorova z roku 2017 bylo nalezeno
6 mutaci z nichz 2 zpUsobily aminokyselinovou substituci a ve stejné lokalité v roce
2018 u populaci nebyla detekovana zadna mutace. To mlze byt nasledek migrace
populaci nebo miizeme predpokladat, Ze dané mutace nejsou v populaci ukotveny a

dale dédény.

V &asti DIIIS6 bylo detekovano celkem 13 pozic s mutovanymi nukleotidy. Stejné jako
v pfedchozi oblasti se zde vyskytovaly nukleotidové substituce, které nezpusobily

zménu v aminokyselinové sekvence a da se predpokladat, Ze tedy nemaji viiv na
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vyslednou expresi genu VSSC. NejCastéjSi mutaci, ktera se vyskytovala u vice nez
poloviny vzork(l populaci je substituce zT na G na 164. pozici, ktera zpUsobila
aminokyselinovou zménu z leucinu na valin. U populaci z Pfedina a Horazdovic
s uréenym stupném rezistence 4 a 5 byla tato mutace pozorovana. U populaci
z Babic, Studené a Hostkovic z roku 2016 s uréenym stupném rezistence také 4-5 se
tato mutace nevyskytuje, nelze proto spolehlivé tvrdit, ze by mutace v této pozici méla

pfimy vliv na KDR rezistenci.

DalSi vyznamné mutace byly pozorovany na pozicich 145, 152 a 155. Zajimavé je, ze
mutace na 145. pozici z fenylalaninu na leucin a 152. pozici z kyseliny glutamové na
lysin se vyskytuji u v8ech vzork spole¢né, konkrétné u vzork( populaci z Babic a
Hostkovic z roku 2016, z Bavorova a Strelskych Hostic z roku 2017 a z Obytcl z roku
2018. Bylo by vsak potfeba urcit stupné rezistence u téchto populaci pro zhodnoceni
vlivu téchto mutaci na KDR rezistenci. Na 155. pozici doslo k aminokyselinové
substituci z cysteinu na arginin u populaci pochazejicich ze Studené, pozemku ZF JU
a Kadova z roku 2016, z Dlouhé Vsi, Dasného a Haklovych Dvor( z roku 2017 a ze
Zborov z roku 2018. Zadna z mutaci této oblasti nebyla detekovana zaroveri i u
polskych populaci blyskacka fepkového (Wrzesinska a kol. 2014). Jsou-li tyto mutace
pfi€¢inou KDR rezistence, Ize vyloucit pfenos mutantnich alel pro rezistenci z polskych
populaci blyskacka fepkového. Pro uréeni geografického sméru Sifeni rezistence by
bylo zapotiebi detekovat mutace genu VSSC na rozsahlej$im uzemi Ceské republiky

i v dalSich zemich Evropy.

Stejné jako v oblasti DIIS4 — S5 linkeru/DIIS5 se u vzorku populaci z Babic a
Hostkovic z roku 2016 s uréenym stupném rezistence 4 a 5 nachazi vétsi pocet
mutaci z nichz nékteré ovlivriuji aminokyselinovou sekvenci. U populaci z Pfedina,
Horazdovic a Studené z roku 2016, u kterych je také ur€en stuperi rezistence 4-5 ani
vtéto oblasti nebylo detekovano vice vyznamnych substituci a je proto
pravdépodobné, Ze stuperi rezistence u téchto vzork( ovliviiuje vice metabolicka
detoxikace nez KDR rezistence. Pozitivni je, Ze bylo prokazano pfekonani
metabolické rezistence k pyretroidim pouzitim fpiperonylbutoxidu (PBO), ktery

pusobi jako inhibitor P450, v kombinaci s tauvalinatem (Moores a kol. 2012).

PFi srovnani populaci sbiranych ve stejnych lokalitach ve vice letech bylo zjiSténo, ze
u populace z Horazdovic z roku 2016 je na pozici 164 aminokyselinova substituce
z leucinu na valin, ale u vzork( ztéto lokality z roku 2017 se tato mutace jiz

nevyskytuje. U populace sbirané na pozemku ZF JU v roce 2016 byla detekovana
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mutace na pozici 155, ktera zplUsobila zménu aminokyseliny z cysteinu na arginin, ale
u populace pochazejici ze stejné lokace z roku 2017 se nevyskytuje. U populace
z Bavorova z roku 2017 byla detekovana na pozici 145 aminokyselinova substituce
z fenylalaninu na leucin a na pozici 152 z kyseliny glutamové na lysin, ani jedna
Z téchto mutaci se nevyskytuje u populace z Bavorova z roku 2018. Dale u populace
ze Strakonic z roku 2016 byla detekovana mutace cysteinu na arginin na pozici 155,
ktera se nevyskytovala u vzorku populace z roku 2018. U populaci pochazejicich
z Cichtic byla detekovana aminokyselinova zména na 164. pozici z leucinu na valin u
populaci z roku 2017 i 2018. Tyto rozdily mezi jednotlivymi populacemi ze stejnych
lokaci mohou byt stejné jako u oblasti DIIS4 — S5 linkeru/DIIS5 zpusobeny migraci
populaci b. fepkového nebo se jedna o nahodilé mutace, které nejsou dédi¢né
prenaseny. U populace z Cichtic Ize pfedpokladat, Ze je mutace dé&diéna a bylo by
zajimavé urcit stupen rezistence této populace, ktery by mohl pfispét k ureni

korelace této mutace s KDR rezistenci.

Pfesto, ze bylo v jednotlivych populaci detekovano nékolik opakujicich se
aminokyselinovych substituci, nemusi tyto substituce mit vliv na vazbu VSSC
s pyretroidy. Pfi modelovani vznikajicich proteind z téchto sekvenci se zjistilo, ze
umisténi jedné aminokyselinové substituce nema u vétSiny modeld vliv na stabilitu
konformace cilového mista. To potvrdilo i modelovani proteinové struktury pro mutaci
pozice 157 z izoleucinu na valin v oblasti DIIS4-S5, kde bylo prokazano zachovani
vysokého stupné afinity k pyretroidu. Spravné umisténa mutace muze v8ak ovlivnit
proteinovou strukturu VSSC a snizit tak afinitu k pyretroidim. Strukturu neovlivni
aminokyselinové substituce z valinu nebo glycinu na serin. Tyto aminokyseliny jsou
si podobné ze strukturalniho, chemicko-fyzikalniho i funkéniho hlediska (Wrzesinska
a kol. 2014).

Nukleotidové substituce mohou ovliviovat kromé& strukturnich vlastnosti také
alternativni sestfih pre-mRNA a tim pak mize dochazet Kk substitucim
aminokyselinovym a nasledné k ovlivnéni funkCnich vlastnosti kanalu (Hopkins a
Pietrantonio, 2010). Hopkins a Pietrantonio (2010) objevili mutaci 1936V, ktera byla
nalezena i u polskych populaci b. fFepkového v praci Wrzesiniské a kol. (2014). Tato
mutace byla detekovana v cDNA, v genomové DNA u stejného jedince nalezena
nebyla. Da se tedy predpokladat, ze tato mutace vznikla jako nasledek upravy pre-
mRNA. U mutace 1936V bylo prokazano, Ze snizuje vazebnou afinitu k deltametrinu

a fenfluthrinu, ale naopak zvySuje ucinnost permethrinu (Usherwood a kol., 2007).
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Stejné tak v praci O'Reilly a kol. (2006) bylo pozorovano snizeni uc¢innosti pyretroid(

za pritomnosti valinu v 936. pozici.

Nejcastéji popisovana mutace spojovana s KDR rezistenci vuéi pyretroidim u
rliznych druh( $kadcl je mutace L1014F (Chen a kol. 2010). Dals$i ¢astou mutaci
spojovanou s KDR rezistenci je mutace M918T, ktera bylo detekovana i u polskych
populaci b. fepkovych (Wrzesinska a kol. 2014). Tyto dvé mutace se ¢asto nachazeji
soucasné (Haddi a kol., 2012). Spojeni mutaci M918T a L1014F u mouchy domaci
zpusobilo v experimentalnich podminkach exprimované v oocytech Xenopus leavis
uplnou necitlivost VSSC na vysoké koncentrace pyretroidd, cysmetrinu a
cypermetrinu (Lee a kol. 1999). Pfi zkoumani evropskych populaci b. fepkového viak
nebyla mutace M918T nalezena, detekovana byla pouze mutace L1014F samostatné
(Nauen a kol. 2012).

Pro monitorovani rezistence blyskackd fepkovych rutinnimi molekularnimi metodami
na zakladé molekularnich marker jesSté nebylo ziskano dostatek informaci o
mechanismu vzniku rezistence. Detekovani mutaci VSSC genu a posuzovani
korelace s fenotypem tohoto Skidce vSak k zjednoduSeni molekularni detekce muze
vést. Motivaci pro pokracovani vyzkumu na toto téma je prfedevsSim vCasné urceni
rezistence a tim i zvoleni spravné strategie ochrany proti tomuto Skidci. Nékteré
opakujici se mutace, jako jsou L1014F a M918T, v rezistentnich populacich sice jiz
detekovany byly, nelze je vSak povazovat za jediné mutace VSSC, které zpisobi KDR
rezistenci, a proto je nelze ploSné vyuzit jako marker pro ¢asnou molekularni detekci
(Nauen a kol. 2012; Wrzesinska a kol. 2014).
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11 Zavér

Bé&hem vyzkumu bylo odhaleno nékolik ¢asto se opakujicich mutaci, které vedly ke
zméné aminokyselinové sekvence. Tyto mutace mohou pfispivat ke zméné
konformace VSSC a tim ke vzniku rezistence vic&i pyretroidm. Pro potvrzeni této
hypotézy by vSak bylo zapotfebi viceleté detekovani jednotlivych mutaci a rozsahlejsi
uréeni stupnu rezistence u jednotlivych populaci. Dulezité pro molekularni detekci
rezistence u blyskackul repkovych je také uréeni konzervovanosti jednotlivych mutaci

a posouzeni jejich schopnosti pfenosu z generace na generaci.

Dale mlze byt zajimavé posouzeni genové exprese ovlivnéné témito mutacemi
porovnanim cDNA s genomovou DNA. Alternativni sestfih pre-mRNA maze mit velky
vliv na konformaci vznikajiciho VSSC proteinu a nabizi tak dalSi moznosti pro
monitorovani rezistence populaci blyskacka fepkového molekularnimi metodami. Pro
Casnou detekci rezistence b. Fepkového pomoci molekularnich metod muze byt
uziteCné zaméfit se na expresi cytochromu P450. Ureni vztahu mezi stupen
rezistence a mirou exprese cytochromu P450 i detekce korelace mezi zvySenou
expresi cytochromu P450 a rozsahu mutaci genu VSSC muze pomoci objasnit

komplexni mechanismus vzniku rezistence.
Dokud nebude objasnén mechanismus vzniku rezistence b. fepkového a navrhnut

jiny postup pro zamezeni Sifeni rezistentnich populaci, zlstava nejdulezitéjsi

metodou ochrany dodrzovani anti-rezistentnich opatfeni v polnich podminkach.
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Priloha 1: Lokality sbéru vzorku v roce 2016
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Priloha 2: Lokality sbéru vzorku v roce 2017
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Priloha 3: Lokality sbéru vzorku v roce 2017
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