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1. Uvod

1.1. Evoluce pohlavnich chromosomii

U vétSiny zivoCichl hraji dulezitou roli pii urCeni pohlavi jedince geny lokalizované na
pohlavnich chromosomech. Tyto chromosomy jsou na rozdil od autosomi zastoupeny u obou pohlavi
odlisn¢. Zatimco chromosomy Y nebo W jsou pohlavné specifické a vyskytuji se pouze u jednoho
pohlavi (tzv. heterogametické pohlavi), chromosomy X nebo Z jsou pfitomny u obou pohlavi ale
v ruzném poctu. Predpoklada se, ze se pohlavni chromosomy vyvinuly postupnou diferenciaci
z pivodné homologniho paru autosomi poté, co jeden z partnert ziskal gen zodpovédny za uréeni
pohlavi. Selekce nasledné preferovala st¢hovani gendl, vyhodnych pro dané pohlavi, do vazby (tedy na
stejny chromosom) k tomuto genu. DalSim typickym krokem v evoluci pohlavnich chromosomi je
restrikce rekombinace mezi homolognimi useky stémito geny nebo celymi chromosomy,
v extrémnich piipadech i u celého heterogametické¢ho pohlavi. Disledkem restrikce rekombinace je
pak postupné odliSovani obou pohlavnich chromosomii degeneraci funk¢nich genti a Sifenim
repetitivnich sekvenci u pohlavné specifickych chromosomt, chromosomu Y v systémech urceni
pohlavi typu XY/XX a chromosomu W v systémech typu WZ/ZZ (Charlesworth a kol. 2005,
Steinemann a Steinemann 2005, Bachtrog 2006, Traut a kol. 2007).

1.2. Chromosomalni determinace pohlavi motylu

U motyli je samici pohlavi heterogametické a je ureno chromosomalni konstituci WZ nebo
70, zatimco samci maji pohlavi homogametické s pohlavnimi chromosomy ZZ. Tento systém urceni
pohlavi WZ/ZZ, nazyvany Abraxas podle pid’alky angrestové (Abraxas glossulariata), je bézny u
ptakd, hadid a u nékterych obojzivelnikll a ryb, (Graves a Shetty 2001), ale nachazi se i u parazitickych
motolic &eledi Schistosomatidae (Spakulova a Casanova 2004). U motyli jsou zndmé i riizné

numerické variace tohoto systému (Traut a Marec 1997, Traut 1999).

1.3. Evoluce pohlavnich chromosomii motyli

Primitivni druhy motylt sdili spolu s chrostiky (Trichoptera), sesterskou skupinou motyl,
chromosomalni konstituci ZO/ZZ. Tato konstituce je tedy povazovana za vychozi podobu systému
pohlavnich chromosomtl. Systém WZ/ZZ je evolu¢ni novinkou ¢eledi Tischeriidae a podfadu Ditrysia,
ktery zahrnuje 98 % vsech zijicich druhti motyla (Traut a Marec 1996; shrnuto v praci Traut a kol.
2007). V zasade existuji dveé hlavni hypotézy, které se zabyvajici vznikem pohlavniho chromosomu
W. Podle prvni z nich pochazi z autosomu, jehoz homolog sfizoval s pohlavnim chromosomem Z.

Takto vznikly chromosom, oznaCovany jako neo-Z, se béhem meidzy paroval se zbylym autosomem,



ze kterého vznikl tzv. neo-W (Traut a Marec 1996). Podle druhé teorie vznika chromosom neo-W z B-
chromosomu, malého nadpocetného chromosomu vyskytujiciho se v genomech celé tady rostlin a
zivocicht (Lukhtanov 2000). U nékterych z odvozengjSich druhti motylli vSak doslo k druhotné ztraté
chromosomu W, jako napf. u miry Orthosia gracilis (Traut a Marec 1996) nebo poddruhu martinace
Samia cynthia ricini (Yoshido a kol. 2005a), zatimco u jinych druhti doslo k zmnozeni pohlavnich
chromosomt, jako napf. u §tétconose Orgyia thyellina nebo u jinych geografickych poddruht S.
cynthia (Yoshido a kol. 2005a).

Zatimco informaci o evoluci pohlavnich chromosomid u organismi se systémem urceni
pohlavi XY/XX rychle pribyva (Graves 20006), data o systtmu WZ jsou stale vzacna a ve vétSing

ptipadli se omezuji pouze na hady a ptaky.

1.4. Chromosom W

Na chromosomu W bylo v nedavné dobé provedeno mnozstvi molekularné cytogenetickych
studii, které nam alespon caste¢né¢ pomohly odhalit jeho celkové slozeni. Ziskana data potvrdila
pritomnost repetitivnich sekvenci, které se sice vyskytuji v celém genomu, ale na chromosomu W jsou
akumulovany v mnohem vétsi mire (Sahara a kol. 2003b, Mediouni a kol. 2004, Fukova a kol. 2005).
Stejn¢ tak sekvence ziskané z RAPD fragmenti chromosomu W bource moruSového ukazaly
vyznamné nahromadéni riznych transpozont (Abe a kol. 2000, 2005). Diky vySe zminénému slozeni
a absenci rekombinace u samiciho pohlavi dochézi krychlé ztrat¢ homologie mezi sekvencemi
chromosomt W blizce ptibuznych druhd, coz bylo poprvé ukdzano u cCeledi Pyralidae (zavijecoviti)
(Vitkova a kol. 2007).

Predpokladd se, Ze se na chromosomu W vyskytuje nékolik genil. Jednim z nich je
feminizujici faktor Fem, ktery hraje vyznamnou roli pii determinaci pohlavi. Uz Hasimoto (1933)
zjistil, Ze o pohlavi u bource morusového rozhoduje piitomnost nebo absence chromosomu W
(Ohbayashi a kol. 2002, Fujii a Shimada 2007). Gen Fem se vsak prozatim nepodafilo zaklonovat ani
ptesné lokalizovat. Druhym genem na chromosomu W je gen determinujici velikost vajicek (Esd),
objeveny u B.mori (Kawamura 1988). Zajimavym piipadem je také gen pro protein Period regulujici
cirkadialni rytmy. Tento gen se nachazi na chromosomu Z u martina¢e Antheraea pernyi, ale nékolik
desitek jeho kopii bylo nalezeno i na chromosomu W (Gotter a kol. 1999; M. Vitkova, nepublikované
vysleky).

W chromosom samic tvofi v interfaznim jadfe heterochromatinové télisko, W chromatin. Ve
vetsing tkani se vyskytuje pouze jedno télisko a s rostoucim stupném polyploidizace jadra se zvétSuje
(Traut a Marec 1996). U systému Z0/ZZ chrostik a primitivnich druhit motyli je absence Ci ztrata
chromosomu W spojena s nepfitomnosti sex chromatinu (Marec a Novak 1998, Traut a kol. 2007).
Diky tomu je uzitecnym markrem, ktery nam dovoli rozpoznat pohlavi jedince i u ranych stadii

vyvoje motyld a je i dobrym indik4torem aberaci pohlavnich chromosomt (Traut a Marec 1996).



1.5. Chromosom Z

Chromosom Z obsahuje, na rozdil od chromosomu W, mnozstvi transkripéné€ aktivnich genti a
u samcil (ZZ) muze stale dochazet k jeho opravdim mechanismem homologni rekombinace béhem
meiotického déleni. Celkoveé se vSak o jeho slozeni vi pomémé malo a informace se omezuji na
nékolik modelovych druhi motyli. Nejvice je zndmo o chromosomu Z B.mori, jehoz genom byl
osekvenovan nezavisle na sobé dvémi laboratofemi (Mita a kol. 2004, Xia a kol. 2004). Vyznamna
data o chromosomu Z ziskal v pfedchozich pokusech Koike a kol. (2003), kterému se za pomoci BAC
klonu podatilo osekvenovat 320-kb usek kolem genu (Bmkettin) chromosomu Z bource morusového.
V této oblasti nasel 13 genll a mnozstvi repetitivnich sekvenci.

Ackoliv je chromosom Z velmi vdécnym objektem pro studium evoluce genomu motyli,
doposud na ném nebyly provedeny zadné rozsahlej$i srovnavaci studie. Pravé geny vazané na
pohlavni chromosom Z by se vSak daly vyuzit jako markery pfi porovnavani chromosomi mezi
fylogeneticky zna¢né vzdalenymi taxony. Dosud byla zjiSténa konzervovanad syntenie dvou gend,
apterous a Tpi (triozafosfat izomeraza), na chromosomu Z u B. mori a motyla Heliconius melpomene
z ¢eledi Nymphalidae (babockoviti) (Yasukochi a kol. 2006), ktera naznacuje, ze by geneticky obsah
chromosomu Z mohl byt konzervovan pfinejmensim u evolu¢né nejmladsi skupiny Macrolepidoptera.

Také se zatim nepodaiilo prokazat, ze by u motyli existoval néjaky zptisob kompenzace
davky geni chromosomu Z. Naopak u bource morusového bylo zjiSt¢no dvojnasobné mnozstvi
transkriptu genti lokalizovanych na chromosomu Z (Bm kettin a T15) u samc¢iho pohlavi (ZZ) oproti
pohlavi samic¢imu (WZ) (Suzuki a kol. 1998, 1999). Motyli jsou tedy pravdépodobné schopni tolerovat

nebo vyuzivat rizné mnozstvi produktd genti chromosomu Z u obou pohlavi (Traut a Marec 1996).

1.6. Metodické pristupy studia pohlavnich chromosomii motyli

Chromosomy motyll jsou ve srovnani s chromosomy obratlovct velmi malé, uniformni a je jich
zpravidla hodné, vychozim poctem je n = 31. Navic jsou tyto chromosomy holokinetického typu, tedy
bez jasn¢ definované centromery (Suomalainen 1969, Wolf a kol. 1997). Absence jakychkoliv
rozliSovacich znaku (velikost, pozice centromery) nam tedy znemoznuje identifikaci jednotlivych
chromosom (Traut a kol. 1999). Navic nebyly vyvinuty zadné prouzkovaci techniky, které se bézné

pouzivaji pro rozliSeni metafaznich chromosomt obratlovct. Detailngj§i informace o pohlavnich

chromosomech motyld se nam podafily ziskat az za pomoci nasledujicich metod.
1.6.1. Pachytenni mapovani

Pro cytogeneticky vyzkum maji pachytenni chromosomy oproti mitotickym fadu nespornych

vyhod. V nejdelsi fazi meiotického dé€leni, v pachytene, se homologni chromosomy sparuji a celkovy



pocet elementl v jadie se tim zredukuje na polovinu. Pachytenni bivalenty jsou mnohem delsi nez
metafazni chromosomy a disponuji charakteristickym chromomerovym vzorem, ktery nam
v nékterych pripadech umoziuje rozliseni jednotlivych chromosomalnich parti (Traut a Marec 1997).
Piestoze se pohlavni chromosomy Z a W 1isi, béhem meiotického dé€leni tvoii bivalent. Ten je
v nekterych piipadech v preparatech pachytennich oocytd dobie rozpoznatelny ve fazovém kontrastu
svételné mikroskopie. Chromosom W né¢kterych druht, diky své heterochromatinové struktufe, tvoii
vyrazny fetézec bez chromomerového vzoru, ktery je typicky pro chromosom Z i autosomy (Marec a
Traut 1994). Charakteristicky chromomerovy vzor byl pouzit kidentifikaci 6 zcelkem 28
pachytennich bivalenti B. mori (Traut 1976). Tato metoda ale neni univerzalni a pro $iroké pouziti
nestaci; touto metodou se napiiklad nepodaftilo identifikovat pohlavni chromosomy v pachytennich

oocytech dvou zastupct skupiny Pyraloidea (Mediouni a kol. 2004, Vitkova a kol. 2007).

1.6.2. Hybridizace genomovych sond

Dv¢ zékladni modifikace klasické fluorescenéni in situ hybridizace (FISH), genomova in situ
hybridizace (GISH) a komparativni genomova hybridizace (CGH), znamenaly obrovsky piinos pro
studium pohlavnich chromosomt motylii. Metody jsou zaloZeny na hybridizaci jedné (GISH) nebo
dvou (CGH) rtzn¢ znacenych celogenomovych sond v pfitomnosti kompetitora, coz miize byt
fragmentovana (napf. sonikatorem) genomova DNA nebo Cot-1 frakce DNA (tj. frakce DNA
s vysovym podilem kratkych repetitrivnich sekvenci). V zavislosti na stupni diferenciace pohlavnich
chromosoml dokazi obé metody identifikovat chromosom W ve vsech stadiich mitdzy, meiozy i
v interfaznich jadrech a to i v pfipadech, kdy ostatni techniky selhavaji. Naptiklad Yoshido a kol.
(2006) potvrdili potencial GISH, kdyz za pomoci znafené sami¢i genomové sondy identifikoval
chromosom W u 8 riznych druht motyla.

Zatimco genomova in Situ hybridizace jednoduSe ozna¢i chromosom W, komparativni
genomova hybridizace ma mnohem Sir$i vyuziti. Tato technika ma uplatnéni v nddorové cytegenetice
(Brisset a kol. 2001), ale je také univerzalni metodou, slouzici k identifikaci a analyze pohlavnich
chromosomt (Traut a kol. 1999, Traut a kol. 2001). Porovnanim intenzity signali samic¢i a samci
genomové sondy, které spolu pii hybridizaci kompetuji o vazebna mista na chromosomech, ziskdme
hruby odhad molekularniho slozeni chromosomu W. Takto identifikoval Sahara a kol. (2003a) dva
druhy sekvenci chromosomu W u G. mellonela, E. kuehniella a B. mori. Jsou to (i) repetitivni
sekvence spolecné pro samce i samice (pfitomné i na autosomech a chromosomu Z) a (ii) repetitivni
sekvence vyskytujici se vyhradné nebo pfevazné na chromosomu W. Zatimco chromosom W vsech tfi
druhtt motylii obsahoval prvni komponentu, unikatni sekvence byly pfitomné pouze u prvnich dvou
druhti a u bource morusového chybély (Sahara a kol. 2003a). Diky této metodé se podatilo viibec

poprvé identifikovat ,,wild-type“ (neaberantni) chromosom W u B. mori (Traut a kol. 1999). Pfedchozi



pokusy Kawamura a Niino (1991) vyuzivaly k identifikaci tohoto chromosomu specifické translokace

autosomu s chromosomem W.

1.6.3. BAC-FISH

Existuje nékolik riznych vektorl slouzicich ke klonovani relativné dlouhych fragmenti DNA.
Prvnim z nich jsou YACs (umélé kvasinkové chromosomy) replikujici se v kvasinkach. Tento vektor
obsahuje vedle sekvenci bakterialniho plazmidu i ¢asti kvasinkového chromosomu dulezité pro jeho
stabilitu a autonomni replikaci, napt. centromeru a telomery. Vyhodou YACs je jejich velka klonovaci
kapacita (n€kolik stovek kb), ale nevyhodou je na druhé strané nestabilita inzertl cizorodé DNA
(Burke a kol. 1987). Dalsimi vektory jsou umélé bakterialni chromosomy (BACs) odvozené
z plazmidu F E. coli, a umélé chromosomy odvozené z bakteriofaga P1 (PACs). Mezi jejich vyhody
patii jednoducha konstrukce DNA knihoven, vyssi stabilita inzerti a vét$i vytéznost pii izolaci DNA
(Shizuya a kol. 1992). BAC knihovny byly vytvofeny pro fadu druhii vcetné¢ bource morusového
(shrnuto v Wu a kol. 1999). Ve vyzkumu genomu motylll se v poslednich letech osvédcilo prave
vyuziti BAC klond.

Bakterialni umélé chromosomy lze pouzit k lokalizaci sekvenci na chromosomech za pomoci
tzv. BAC-FISH. Je to opé&t modifikace klasické fluorescenéni in situ hybridizace jejiz princip spociva
v hybridizaci umélych bakteridlnich chromosomt znacenych fluorochromem. Vzhledem k relativné
velké velikosti inzertt (150-300 kb) je vSak nutné pouZzit znacné mnozstvi kompeti¢cni DNA, ktera
zabrani hybridizaci repetitivnich sekvenci sondy a zvysi tak jeji specifitu.

BAC-FISH znamenala velky pokrok pro fyzikalni mapovani a pro studium syntenie genti u
vybranych druhti motyli (Yasukochi a kol. 2006, Sahara a kol. 2007), ale uplatnila se i v fadé dalSich
odvétvi molekularni cytogenetiky. Yoshido a kol. (2005b) za pomoci této metody spolehlivé rozpoznal
vSech 28 pachytennich bivalenti B. mori a pfifadil je k ptislusnym vazebnym skupinam. BAC-FISH je
vSak i dilezitym ndastrojem k identifikaci a studiu pohlavnich chromosomu. Sahara a kol. (2003b)
vyizoloval ¢tyii BAC klony chromosomu W (W-BAC) bource morusového a hybridizoval je na
samic¢i chromosomalni preparaty. Délka jedné W-BAC sondy byla kolem 170 kb (asi 1% celkové
délky chromosomu) a piesto vSechny ¢tyii sondy oznacily cely chromosom W. Tyto vysledky
potvrzuji predpokladané nahromadéni transpozond a dalSich repetitivnich sekvenci na tomto
chromosomu. V dalsim pokusu pouzil Yoshido a kol. (2007) W-BAC sondy B. mori pro detekci
chromosomu W u 16 riznych druh motyla. U 15 z nich nebyly nalezeny zadné hybridizacni signaly
na pohlavnich chromosomech ani na autosomech, zatimco u divokého predka bource morusového, u
Bombyx mandarina, W-BAC sondy chromosom W spolehlivé oznacily. Podobna absence jakychkoliv
hybridizacnich signalt byla pozorovana i pii pouziti Z-BAC sond a autosomalnich BAC son (F. Marec

a K. Sahara, nepublikované vysledky). Tyto vysledky naznacuji, Ze bakterialni umélé chromosomy



nejsou dobrym nastrojem pro ,,cross-hybridizace* mezi vzdalenymi druhy motylti (Zoo-FISH — viz.

nize).

1.6.4. Malovaci (,,paintingové*) sondy

Dalsi z moznosti, jak identifikovat a studovat chromosomy, je fluorescen¢ni in situ
hybridizace s pouzitim chromosomalné specifickych sond. Podminkou je vSak izolace jednotlivych
chromosomt z karyotypu, ¢ehoz je mozné dosahnout n¢kolika zptisoby.

Prvnim z nich je tfidéni pratokovou cytometrii (flow-sorted cytometry). Tato metoda je
zaloZena na tfidéni fluorochromem obarvenych chromosomt na zéklad¢ intenzity emitovaného zareni,
ktera je pfimo umérna obsahu jejich DNA. Vyuziva se pro ptfipravu DNA knihoven specifickych pro
jednotlivé chromosomy a pro detekci chromosomalnich aberaci (Vooijs a kol. 1993). Tuto metodu
nelze vyuzit u druhti s malymi nebo velikostn€ uniformnimi chromosomy (Christian a kol. 1999).

Druhym zptsobem, ktery slouzi k vyrobé sond specifickych pro urCity chromosom nebo
dokonce pro jeho casti (centromera, telomery, raménka,.), je vyfiznuti chromosomu, tzv.
mikrodisekce. U konvencni mikrodisekce je chromosom vyfezdn a pienesen z buiiky za pomoci
specialnich sklenénych jehel a mikromanipulatoru.Vyhodou této metody je jeji piesnost, ale mezi
nevyhody patii casova naro¢nost a moznost kontaminace (Murray 2007).

Mechanickému kontaktu a pfipadnému znecisténi vzorku mizeme ptedejit pouZzitim laserové
mikrodisekce, kde jsou preparaty piipravené na specialni polyetylénové membrané umistény do
invertovaného mikroskopu spojeného s vlastnim laserovym mikrodisekénim systémem. Pomoci
mikroskopu je dohledan pfislusny chromosom, ktery je nasledné slabym laserovym paprskem vyfiznut
a pomoci silngjsiho paprsku katapultovan do vicka mikrozkumavky (napt. Kubi¢kova a kol. 2002;
Thalhammer a kol. 2004).

Predpokladem pro uspésné vyfezani u konvenéni i laserové mikrodisekce je dostatek dobie
rozptylenych chromosomutl a jejich rozliSeni na zakladé klasickych barvicich technik (Giemsa, C-
prouzkovani, G-prouzkovani) (Kubi¢kova a kol. 2002). Nazory na to, kolik vyfezanych chromosomi
nebo jejich casti je tfeba k vyrobé specifické malovaci sondy se riizni. Autofi uvadéji odlisné pocty
chromosomu pohybujici se v rozmezi od vice nez 20 do méné nez 10 kopii, v zavislosti na velikosti a
obsahu DNA (shrnuto v Thalhammer a kol. 2004).Vyfezavani velkého mnozstvi chromosomil vSak
muize byt ¢asové narocné a problematické, zvlasté u druhti, u kterych jsou i po naprouzkovani
chromosomy tézko rozlisitelné. Christian a kol. (1999) tuto nevyhodu vytesil aplikaci in situ DOP-
PCR na cilovy chromosom jesté pred mikrodisekci. Dostatecna amplifikace zvysi mnozstvi DNA
natolik, Ze i jediny vyfezany chromosom je nasledné schopen slouzit jako specificka sonda pro FISH.
Po in situ DOP-PCR vsak nemohou byt chromosomy naprouzkovany (G-banding), coz muze byt

problém u chromosomtl, které nepozname podle jejich morfologie (Christian a kol. 1999).



1.6.5. Zoo-FISH

Chromosomalné specifické sondy vyrobené sortovanim pritokovym cytometrem nebo
mikrodisekci se staly dobrym nastrojem pro identifikaci a studium homolognich segmentil
chromosoml mezi karyotypy rozliénych druhii pomoci metody “comparative chromosome painting”,
zvané t€Z Zoo-FISH. Princip této metody spociva v ,cross-hybridizaci® specifické DNA sondy
vybrané¢ho druhu na chromosomalni preparaty druhu jiného (Scherthan a kol. 1994). Toto heterologni
(mezidruhové) barveni chromosomt ndm umoziuje odhalit konzervované homologni tiseky u riizné
ptibuznych druhti, coz je vyhodné nejen pro odhaleni evolu¢ni divergence genomt, ale i pro
srovnavaci mapovani genti (Chowdhary a Raudsepp 2001).

Prvnim vyznamnym uspéchem Zoo-FISH byla srovnavaci analyza u evolu¢né blizce
pfibuznych druht primatd (Jautch a kol. 1992). Lidské DNA knihovny zde poslouzily jako zdroje
chromosoml pro specifické barvici sondy, které byly nasledné€ hybridizovany na chromosomalni
preparaty Simpanzil, orangutand, goril a gibonl.Vysledky jednoznacné ukazuji na vysokou miru
homologie a syntenie mezi chromosomy lidoopi a cloveéka. Na zakladé dalsich studii, zahrnujicich 8
zivocisSnych druhti ze Ctyf riznych savéich tadlt, vymezil Chowdhary a kol. (1998) tfi odliSné
kategorie zachovani homologie a to na trovni (i) celych chromosomt, (ii) celych ramen nebo velkych
chromosomalnich segmentti (iii) po sob¢€ nasledujicich chromosomalnich sekvenci. Do prvni skupiny
patii mimo jiné i pohlavni chromosom X, ktery je u savcl vysoce konzervovan. I druhy z riznych
radu si uchovavaji znacnou homologii chromosomovych usekti (Graves and Watson 1991).

Jak uz bylo fe¢eno, informace o evoluéni historii pohlavnich chromosomtit W a Z jsou stale
vzacné a ve veétsing pripadu se tykaji pouze hadl a ptaki (Matsuda a kol. 2005). Vitkova a kol. (2007)
viibec poprvé zkoumala za pomoci Zoo-FISH miru homologie mezi chromosomy W u blizce
pfibuznych druhti motyld celedi Pyralidae (zavijeCoviti). Sondu, vyrobenou za pomoci laserové
mikrodisekce ze sex chromatinu E. kuehniella, hybridizovala na chromosomalni preparaty Cadra
cautella, Plodia interpunctella a Galleria mellonela. Vysledky odhalily ¢asteénou miru homologie
mezi sekvencemi chromosomu W E. kuehniella a dvou druhti podéeledi Phycitinae (C. cautella a P.
interpunctella), ale u zastupce podCeledi Galleriinae (G. mellonela) nebyly nalezeny téméi zadné
hybridiza¢ni signaly. Tato rychld ztrata homologie mezi sekvencemi chromosomti W blizce
pfibuznych druht je nejpravdépodobnéji disledkem jeho repetitvniho slozeni (viz vyse). Na

chromosomu Z motylt nebyly doposud takovéto evolucni studie provedeny.

1.7. Obale¢ jable¢ny (Cydia pomonella)

Modelovym objektem této prace je obale¢ jable¢ny, Cydia pomonella (L.), z ¢eledi Tortricidae
(obalecoviti). Tento druh je vyznamnym Skiidcem mirného klimatického pasu, nebot’ jeho larvy
zplisobuji Cervivost jadrového ovoce a ofechl. Ma standardni systém pohlavnich chromosomu typu

WZ/ZZ, pticemz chromosom W tvofi v interfaznich jadrech samic heterochromatinové télisko, W
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chromatin. Karyotyp obaleCe jable¢ného se skladd z2n = 56 chromosomut holokinetického typu.
Chromosomy jsou rozdéleny do péti skupin podle velikosti: extra velké (3 pary), velké (3 pary),
sttedné velké (15 parh), malé (5 pard) a nejmensi (,,dot-like”) (2 pary). Do prvni skupiny patii mimo
jiné i pohlavni chromosom Z, kteryje vibec nejvétSim elementem celého karyotypu. Diky své
velikosti je relativné snadno rozpoznatelny, coz je vzhledem k absenci prouzkovacich technik u

motyli velmi vyhodné (Fukova a kol. 2005).



2.  Cile prace

Rychla degenerace a znacna molekularni divergence ve slozeni chromosomu W nam
znemoznuje jeho vyuziti pro studium evolu¢ni historie pohlavnich chromosomti. Zvlasté jeho vysoce
repetitivni charakter brani identifikaci a sekvenaci hypotetickych gent. Proto se dalsi vyzkumy nasi
laboratote zamétily na pohlavni chromosom Z, ktery obsahuje mnozstvi transkripné aktivnich geni.
Diky tomu by mohl byt chromosom Z vhodnym néastrojem ke sledovani homologie a rychlosti zmén
mezi pohlavnimi chromosomy i evoluc¢né vzdalenych druhd motyld.

Pro ovéfeni vyuzitelnosti chromosomu Z pro studium evoluce pohlavnich chromosomi 1ze
pouzit dvou metodickych pfistupti. Prvni z nich byl tématem mé bakalaiské diplomové prace a
spocival v ziskani vzorku DNA chromosomu Z obalece jablecného pomoci laserové mikrodisekce a
jeho nasledné amplifikaci metodou PCR s degenerovanymi primery (“degenerate oligonucleotide-
primed polymerase chain reaction”, tzv. DOP-PCR). Tento vzorek jsem méla vyuzit ke konstrukei
malovaci (“painting”) sondy pro pohlavni chromosom Z obalece a v pfipad¢ uspéchu tuto sondu
hybridizovat na chromosomalni preparaty vybranych druhd motyld a pfimo tak studovat evoluéni
historii chromosomti Z metodou Zoo-FISH. Alternativnim vyuzitim vzorku byla konstrukce DNA
knihovny chromosomu Z s cilem ziskat specifické sekvence, jez by mohly byt pouzity jako sondy pro
prohledani (“screening”) BAC knihovny obalece jablecného.

Druhy pfistup je tématem magisterské diplomové prace mého kolegy Bce. Petra Nguyena a je
zaloZzen na identifikace a izolaci ortologli genti, znamych z chromosomu Z bource morusového
(Bombyx mori), a jejich nasledné vyuziti jako markeri pro studium evoluce na chromosomech

vybranych druhti motyla.



3. Material a metody
3.1. Pouzity hmyz

Pokusy byly provadény na laboratornim kmeni Krym-61 obale¢e jable¢ného (Cydia
pomonella). Larvy obaleCe byly chovany na umélé stravé v mistnosti o stalé teploté (27+1°C) a v

nediapauznich svételnych podminkach pii fotoperiodé¢ 16/8 h (den/noc). Detailnéjsi informace o

ptivodu tohoto kmene a o zptisobu chovu jsou uvedeny v publikaci Fukova a kol. (2005).

3.2. Priprava preparati pro laserovou mikrodisekei
3.2.1. Priprava skel se specialni PEN membranou

Pro laserovou mikrodisekci jsem nejdiive musela piipravit skla se specialni polyethylén-
nafthalatovou membranou (PEN membrana o tloust'ce 0,013 mm; Goodfellow, Huntingdon, Anglie) a
to nasledujicim zptsobem. Do stfedu kryciho skla (75 x 25 mm, tloustka 0,17 mm; vyrobena na
zakazku firmou MENZEL-GLASER, Braunschweig, SRN) jsem nanesla kapku cca 30 pl etanolu a
ihned na ni umistila PEN membranu, kterou jsem pfed tim nastiihala na obdélniky o velikosti 18 x 35
mm. Membranu jsem nasledné uhladila kouskem papiru a okraje oblepila ze vSech stran lakem na
nehty. Po zaschnuti laku jsem piejela lakem vSechny jeji strany jest¢ jednou, abych méla jistotu, Ze se
etanol neodpafi. Takto pfipravené kryci sklicka jsem pred pouZzitim sterilizovala 30 min. UV svétlem,
nasledné ponofila na 1 min. do 96% etanolu a nechala je na vzduchu uschnout. Takto pfipravena kryci

skla jsem pro vétsi pevnost umistila na skla podlozni.

3.2.2. Priprava chromosomalnich preparati

Samc¢i chromosomalni preparaty pro laserovou mikrodisekci jsem pfipravovala pomoci tzv.
“spreading” techniky na histologické plotynce s drobnymi obménami podle protokolu Fukova a kol.
(2007). Testes jsem vypitvala ve fyziologickém roztoku pro Ephestia kuehniella (0,9% NaCl, 0,042%
KCl, 0,025% CaCl,, 0,02% NaHCOs;, pripadné 0,025% glukosy; Glaser 1917, citovano v Lockwood
1961). Poté jsem je prenesla bud’ na 15 — 20 min. do hypotonického roztoku (0,075 M KCI) nebo na
10 min. do hypotonického roztoku s detergentem (0,075 M KCl, 0,02% roztok detergentu Joy od
firmy Procter & Gamble, Cincinnati, OH, USA). B¢hem hypotonizace jsem testes ocistila
wolframovymi jehlami a v dal$im kroku je pfenesla na 10 - 30 min. do Cerstvé pfipravené fixaze dle
Carnoye (etanol — chloroform — kyselina octova, v poméru 6:3:1). Fixované testes jsem po dvou az
trech kusech premistila do 10 — 14 ul kapky 60% kyseliny octové na sklo potazené PEN membranou a
macerovala je pomoci wolframovych jehel. Po maceraci jsem sklo s membranou polozila na vyhiatou

histologickou plotynku (45°C) a za ob¢asné¢ho posouvani kapky jehlou jsem nechala kapku odpatit.
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Pfipravené preparaty jsem nejméné 10 min. barvila v 5% Giemse (PENTA, Chrudim) v 0,1 M
Sérensenové fosfatovém pufru (0,05 M Na,HPO, . 12 H,0, 0,05 M KH,PO,, pH = 6,8). Nabarvené
preparaty jsem skladovala pii 4°C do dalsiho pouziti.

3.3. Laserova mikrodisekce

Vlastni mikrodisekce byla provedena za pomoci P.A.L.M. Microlaser System (P.A.L.M.
Microlaser Technologies AG, Bernried, SRN) za odborného vedeni Dr. Svatavy Kubickové ve
Vyzkumném ustavu veterinarniho 1ékafstvi v Brné. Preparaty umisténé v inverznim mikroskopu byly
prohlédnuty a vybraly se pouze ty mitotické metafaze, u kterych byl chromosom Z dobfte
rozpoznatelny dle velikosti a izolovany od ostatnich chromosomut. Vybrané chromosomy Z byly
vyfiznuty slabym laserovym paprskem (1,5 — 1,7 wl/puls, 1 pm v priméru) a pomoci silngj$iho
paprsku (2 uJ/puls) katapultovany do vicka mikrozkumavky s 2 pl mineralniho oleje pro PCR. Kazdy
vzorek obsahoval 6 — 15 vyfezanych chromosomi, které byly pro dalsi pouziti rozpustény v pufru pro

PCR (10 mM Tris-HCI, pH = 8,8) a stoCeny v centrifuze 2 min. pfi 13000 r.p.m.

3.4. Priprava malovaci sondy pro chromosom Z

DNA ziskanou z prvni mikrodisekce jsem namnozila pomoci polymerazové fetézové reakce
s degenerovanymi oligonukleotidovymi primery (DOP-PCR) s mirnymi obménami podle protokolu
Kubickova a kol. (2002). PCR reakce o celkovych objemech 11,7 ul a 14,7 ul obsahovaly 5,1 mM Tris
HCI (pH = 8§,8), 0,76x pufru “Blue buffer” (Top-Bio, Praha), 1,79 mM MgCl,, 0,05% pufru W-1, smés
0,2 mM dNTP nukleotidi, 1,63 pM DOP-primert (5'-CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3") a 0,6
U Ex Tag polymerazy (Takara, Otsu, Japonsko). U jednoho vzorku jsem pro ziskani delSich fragmentt
k zaklonovani pouzila misto EX Taq polymerazy LA polymerazu (Top-Bio, Praha). Do PCR reakci
jsem pridala navic 10 pul PCR oleje, abych zabranila pfipadnému vypareni smési. Teplotni profil kazdé
reakce se skladal z denaturace 3 min. pti 96°C, po které nasledovalo 8 cykla sestavajicich z denaturace
1 min. pfi 96°C, nasedani (“annealing”) 1 min. pfi 30°C a prodluzovani (“extension”) 1 min. pii 72°C.
Dalsich 35 cykli reakce sestavalo z denaturace 1 min. pii 94°C, nasedani 1 min. pii 56°C a
prodluzovani 2 min. pti 72°C. Poslednim krokem bylo zavérecné prodluzovani 5 min. pti 72°C. PCR
produkty jsem analyzovala v 1% agar6zovém gelu v 1x pufru TAE (40 mM Tris-acetat, | mM EDTA,
pH = 28).

Vzorky ziskané z druhé mikrodisekce jsem opét namnozila pomoci DOP-PCR, ale oproti
predchozimu pokusu s mirnymi obménami. PCR reakce o celkovych objemech 10 pl a 14 ul se
skladaly z 0,25x “Blue buffer”, 1,95 mM MgCl,, 0,05% pufru W-1, 1,55 uM DOP-primerti, 0,5x
“PPP Master Mix” (Top-Bio, Praha) a 0,75 U EX Taq polymerazy (Invitrogen Life Technologies,
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Carlsbad, CA, USA). Do reakci jsem opét pridala 10 pl PCR oleje. Teplotni profily reakci a analyza
produkt byly stejné jako v prvnim piipadé.

Znaceni fluorochromem jsem pro vSechny vzorky provadéla pomoci DOP-PCR znacici reakce
podle protokolu Fukova a kol. (2007). Jako templat jsem pouzila 2 ul PCR produktu prvni DOP-PCR.
Reakce o celkovych objemech 22 pl obsahovaly 0,68x “Blue buffer”, 1,6 mM MgCl,, 0,045% pufru
W-1, smés 0,9 mM dNTP nukleotidl pro dUTP znaceni (vSechny 0,18 mM az na dTTP, jejichz
koncentrace byla 0,15 mM), 0,01 mM dUTP konjugované s fluorochromem SpectrumOrange (Vysis,
Richmond, Anglie), 1,45 uM DOP-primerd a 1 U LA polymerazy. Reakce zacinaly denaturaci 3 min.
pii 95°C a poté nasledovalo 30 cykll skladajicich se z denaturace 30 s pii 94°C, nasedani 40 s pfi
56°C a prodluzovani 2 min. pii 72°C. Zavérecné prodluzovani bylo 5 min. pii 72°C. PCR produkty

jsem opét analyzovala v 1% agarézovém gelu.

3.5. Hybridizace in situ

3.5.1. Priprava preparata

Preparaty pro fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH) jsem pfipravovala pomoci “spreading”
techniky dle protokolu uvedeného v praci Mediouni a kol. (2004). Ovaria i testes jsem vypitvala ve
fyziologickém roztoku. Testes jsem nejdiive pfenesla na 15 min. do hypotonického roztoku (0,075 M
KCl) a poté na nejméné 10 min. do fixaze dle Carnoye (viz vySe). Vypitvana ovaria jsem rovnou
prenesla na 10 min. do fixaze. Fixovanou tkan jsem pfemistila do kapky 60% kyseliny octové na
podlozni sklo ocisténé v kyselém etanolu (1% HCI v 96% etanolu) a macerovala ji pomoci
wolframovych jehel. Sklo jsem nasledné¢ umistila na vyhfatou plotynku, kde se kapka postupné
odparovala za obCasného posouvani jehlou. Takto pfipravené preparaty jsem odvodnila v etanolové

radé (70% - 80% - 100%, v kazdém 1 min.) a skladovala do dalSiho pouziti pti -20°C.

3.5.2. Izolace genomové DNA ze samic obalece jable¢ného

Genomovou DNA pro pfipravu kompetitora pro FISH jsem izolovala z dospélych samic
standardni fenol - chloroform - isoamylalkoholovou extraci. Nejdiive jsem si navazila 0,5 g samic bez
zadeCkl, které jsem nasledné prenesla do tekutym dusikem vychlazené tieci misky a tam je
zhomogenizovala. Vznikly prasek jsem pifenesla do Falkonovy zkumavky s 10 ml pfipraveného
extra¢niho pufru (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, 0,5% sarkosylu, 100 pg/ml
proteinazy K) a nechala smés promichavat pti 37°C pies noc ve vodni lazni. Druhy den jsem k roztoku
pridala 10 pl RNazy A (koncetrace zasobniho roztoku: ¢ = 10 mg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) a nechala inkubovat dalsi 1 h pti 37°C. Poté jsem ke vzorku pfidala 10 ml fenolu (pH = 8) a
nechala inkubovat po dobu 30 min. na tfepacce. Smés jsem ndsledné€ 15 min. centrifugovala (5000 g,

20°C, zrychleni a zpomaleni 5).
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Po centrifugaci jsem pfenesla horni vrstvu s DNA do Cisté zkumavky, ptidala kni 10 ml
fenolu, nechala 30 min. promichavat a nakonec smés 15 min. centrifugovala za stejnych podminek.
Horni fazi jsem opét pienesla do nové Falkonovy zkumavky a nechala ji inkubovat 15 min. s 8 ml
smési fenolu - chloroformu - isoamylalkoholu v poméru 25:24:1. Poté jsem roztok nechala 15 min.
centrifugovat (viz vySe). Horni fazi jsem opét pienesla a doplnila 8 ml smési chloroformu -
isoamylalkoholu v poméru 24:1. Extrakce pokracovala stejné¢ jako v predchozich krocich 15 min.
inkubaci na tfepacce a centrifugaci.

Vzniklou horni vrstvu jsem pienesla do Cisté zkumavky a pridala 1/10 objemu 3M octanu
sodného, promichala a doplnila 7/10 objemu 100% isopropanolu. Smeés jsem pozvolna promichavala,
dokud se nevysrazelo klubko vlaken DNA. Vysrazenou DNA jsem pfenesla pomoci sklenéného hacku
do zkumavky s 500 pl 70% etanolu a nechala 10 min. centrifugovat (3000 g, 20°C, zrychleni a
zpomaleni 5). Nasledn¢ jsem odstranila etanol, pfidala 500 ul ¢erstvého etanolu a nechala za stejnych
podminek centrifugovat. Po centrifugaci jsem odsala veskery etanol a pelet ponechala vyschnout.
Nakonec jsem ptidala tolik 1x TE pufru (0,01 M Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0), aby pfiiblizna
koncentrace DNA byla kolem 500 ng/ul.

Kwvalitu izolované DNA jsem zjist'ovala stépenim DNA restriktdzou ECORI (Takara) a gelovou
elektroforézou nastépeného a nenastépeného vzorku. Na jednu kontrolni reakci jsem smichala 7,5 pl
miliQ vody, 1 ul pufru H (Takara), 0,5 pul enzymu EcoRI a 1 pl DNA a smés nechala 1 h inkubovat pfi

37°C. Ptipravené vzorky DNA jsem srovnavala v 1% agar6zovém gelu.

3.5.3. Fluorescenc¢ni in situ hybridizace

Pro detekci chromosomu Z jsem pouzila fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH) se sondou
ziskanou z DOP-PCR znacici reakce a to v pfitomnosti sonikatorem nafragmentované samici
celogenomové DNA jako kompetitora. Postupovala jsem podle protokolu Fukova a kol. (2007)
s mirnymi obménami z protokolu pro komparativni genomovou hybridizaci (CGH) (Traut a kol.
1999).

Pro FISH jsem si nejprve pfipravila a zdenaturovala chromosomalni preparaty. Skla s
chromosomy obalece jsem vyndala z mraziciho boxu, odvodnila v etanolové fad¢ (ledovy 70% - 80%
- 100%, v kazdém po dobu 1 min.) a nechala na vzduchu oschnout. Poté jsem na jednotlivé preparaty
nanesla 100 pl 70% formamidu (ptiprava: 70 pl deionizovaného formamidu, 10 pl 20x SSC pufru a 20
pl miliQ vody). Smes jsem piekryla krycim sklickem (24 x 50 mm) a nechala 3,5 min. denaturovat pfti
68°C. Thned po denaturaci jsem odstranila kryci sklicko a preparat ponotila nejprve na 1 min. do
ledového 70% etanolu a nasledné na 1 min. do 80% etanolu a na 1 min. do 100% etanolu. Takto
odvodnéné preparaty jsem nechala na vzduchu oschnout.

Na kazdy preparat jsem si pfipravila hybridizacni smés, ktera obsahovala 0,9 pl nebo 2,7 pl

fluorochromem znacené sondy, 3 pg sonikatorem fragmentované samici celogenomové DNA a 25 pg
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sonikované DNA ze spermii lososa (Sigma-Aldrich). Pro precipitaci jsem ptidala 1/10 objemu 3M
octanu sodného a 2,5x objemu ledového 100% etanolu a hybridiza¢ni smés nechala 30 - 60 min.
vysrazet pii -80°C. Po precipitaci jsem vzorky 10 min. centrifugovala (13000 g, 4°C). Vznikly
supernatant jsem odstranila, pelet promyla pfiddnim 100 pl ledového 70% etanolu a opét 10 min.
centrifugovala za stejnych podminek. Poté jsem supernatant dokonale odsala a pelet nechala
vyschnout pti 37°C. Pelet jsem rozpoustéla 30 min. v 5 pl 100% deionizovaného formamidu piti 37°C,
poté jsem pridala 5 pl 20% dextranu sulfatu v 2x SSC a hotovou hybridizacni smés (vysledna
koncentrace formamidu 50% a dextran sulfatu 10%) denaturovala 5 min. pti 95°C. Po denaturaci jsem
sondu okamzité zchladila ponofenim do ledové tfisté na 3 min.

Na kazdé sklo s denaturovanymi chromosomy jsem nanesla 10 pl denaturované sondy a
preparat prikryla krycim sklickem (24 x 34 mm). Okraje kryciho skli¢ka jsem utésnila kau¢ukovym
lepidlem. Do pfipravené komtrky s papirem navlhéenym v 2x SSC pufru jsem takto pfipravené
preparaty vlozila a nechala 3 dny hybridizovat.

Po hybridizaci jsem z preparati odmyla kryci skli¢ka pti pokojové teploté¢ v 1% Triton X-
100/0.1x SSC. Podlozni skla jsem nasledné piemistila do 1% Triton X-100/0.1x SSC predehtatého na
62°C a nechala odmyvat pfi této teplot¢ 5 min. ve vodni 1azni. Po omyti jsem preparaty podbarvila
DAPI (Sigma-Aldrich) tak, Ze jsem je nejdiive ponofila na 5 min. do PBS/1% Triton X-100 a poté na
15 min. do roztoku PBS/1% Triton X-100 s DAPI o koncentraci 0,5 pg/ml. Skla jsem po obarveni
promyla nejdiive 5 min. v PBS/1% Kodak PhotoFlo a poté 1 min. v sterilni miliQ vodé/1% PhotoFlo.
Nakonec jsem na kazdy preparat kapla 20 pl média zabranujiciho vyhasindni fluorescence, tzv.
“antifade”, ptipraveného z DABCO (Sigma-Aldrich) a vSe zakryla krycim sklickem (24 x 32 mm).
Ptebytek média jsem odstranila filtracnim papirem a okraje kryciho sklicka ut€snila lakem na nehty.

Preparaty jsem prohlizela ve fluorescencnim mikroskopu Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss, Jena,
SRN). Fotografie jsem snimala pro kazdou fluorescencni barvu zvlast chlazenou CCD kamerou F-
View pomoci programu Analysis Software, verze 3.2 (Soft Imaging System GmbH, Miinster, SRN).

Snimky jsem poté obarvila a slozila v programu Adobe Photoshop, verze 7.0.

3.6. Priprava sekvenci DNA chromosomu Z

3.6.1. Klonovani

3.6.1.1. NamnoZeni a piesraZeni PCR produkti

Pro klonovani jsem pouzila DNA ze vzorku chromosomt Z ziskanych laserovou mikrodisekeci
po prvni amplifikaci metodou DOP-PCR. Nejprve jsem vSak tuto DNA znovu namnozila pomoci
DOP-PCR a piesrazela ji. PCR reakce o celkovych objemech 22 pl obsahovaly 0,68x “Blue buffer”,
1,6 mM MgCl,, 0,045% pufru W-1, smés 0,9 mM dNTP nukleotidd, 1,45 uM DOP-primert a 1 U Ex
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Tag polymerazy (Takara). Jako templat jsem pouzila 2 ul PCR produktu z prvni DOP-PCR. Teplotni
profil reakci byl stejny jako u DOP-PCR znacici reakce (viz kapitola 3.4.).

Po namnozeni jsem ke kazdému vzorku pfidala 0,1x objem 3M octanu sodného a 2,5x objem
vychlazeného 100% etanolu. Smés jsem dala na 1 h do -80°C a nasledné ji 20 min. centrifugovala
(13000 g, 4°C). Poté jsem odstranila supernatant, ptidala 100 ul vychlazen¢ho 70% etanolu a 5 min.
centrifugovala za stejnych podminek. Nasledn€ jsem odstranila veskery supernatant a pelet nechala

vyschnout. Nakonec jsem takto pfesrazenou DNA rozpustila v 20 pl sterilni miliQ vody.

3.6.1.2. Liga¢ni reakce

K ligaci vzorkt jsem pouzila kit pGEM-T Easy Vector (Promega, Madison, WI, USA). Na
jednu liga¢ni reakci jsem smichala 5 pl 2x liga¢niho pufru, 1 pl “Easy Vector” (50 ng), 1 pl ligazy, 1

ul miliQ vody a 2 ul DNA. Takto ptipravenou smés jsem nechala inkubovat pies noc pii 4°C.

3.6.1.3. Klonovani vzorku

Druhy den jsem 2 ul zligované smési piidala k 50 pl elektrokompetentnich buniek E. coli
(kmen DH5a) a nechala smés cca 1 min. stat. Elektroporaci jsem provadéla v elektroporatoru 2510
(Eppendorf AG, Hamburg, SRN) pfi napéti 12,5 kV/cm. Pokud byl puls optimalni, ¢asova konstanta
se pohybovala kolem 5,4 ms. Vzorky jsem nasledné pfenesla do LB média (1% peptonu, 0,5%
kvasni¢ného extraktu, 0,5% NaCl) s 2% gluk6zou a nechala 1 h inkubovat pii 37°C na tfepacce.

Poté jsem bakterie vysela na plotny (LB médium s 2% agarem, 100 pg/ml ampicilinu, 350 uM
IPTG, 35 pg/ml X-Gal). Na kazdou ligacni reakci jsem pouzila dvé plotny. Na prvni z nich jsem
prenesla 100 pl transformovanych butiek a rozetfela je sterilni sklenénou zahnutou tyc¢inkou
(,,hokejkou*). Zbytek smési jsem pfelila do zkumavky a nechala 5 min. centrifugovat (3000 g, 4°C).
VétSinu supernatantu jsem odstranila az na cca 200 ul, ve kterych jsem pelet opét resuspendovala.
Poté jsem smés prenesla na druhou plotnu a opét rozetiela ,,hokejkou®. Bakterie jsem nechala mnozit

ptes noc pti 37°C.

3.6.1.4. Precarkovani a PCR kontrola vyrostlych kolonii

Na plotnach mohly vyrist dva typy kolonii, modré bez inzertu a bilé s inzertem. Bilé kolonie
jsem za pomoci sterilniho paratka precarkovala na nové plotny (LB médium s 2% agarem, 100 ug/ml
ampicilinu) a abych zjistila velikost inzertl, provedla jsem zaroven kontrolu uspésné zaklonovaného
inzertu pomoci PCR. Kazda reakce o celkovém objemu 10 pl obsahovala 1x Ex Taq pufru, smés 0,8
mM dNTP nukleotidi, 1 pM primeru M13-24 (5'-CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC-3")a 1
UM primeru M13-26 (5'-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3") (Generi Biotech, Hradec Kralové) a 1 U
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Ex Tag polymerazy (Takara). DNA jsem do reak¢ni smési pienesla jesté pred pre¢arkovanim na novou
ampicilinovou plotnu tak, ze jsem paratko skolonii ve smési protfepala. Plotny jsem nechala

inkubovat pies noc pii 37°C. Produkty PCR jsem analyzovala v 1% agarézovém gelu.

3.6.2. Sekvenovani

3.6.2.1. MnoZeni bakterii a izolace plazmidi

Pro namnozeni bakterii jsem si nejprve piipravila do sterilnich sklenénych zkumavek médium,
které obsahovalo 2 ml LB média a 20 pl ampicilinu. Sterilnim paratkem jsem z ampicilinové plotny
seskrabla kus vyrostlé kolonie obsahujici inzert a paratko vhodila do pfipraveného roztoku. Zkumavku
jsem piekryla alobalem a nechala inkubovat pfes noc pii 37°C na tfepacce.

Médium jsem druhy den pfelila do Cisté zkumavky, nechala 5 min. centrifugovat (13000 g,
4°C) a poté odstranila veSkery supernatant. Plazmidy jsem nasledné izolovala pomoci soupravy
QIAprep Spin Miniprep Kit (250) (Qiagen, Diisseldorf, SRN) dle navodu vyrobce.

Pro sekvenaci jsem DNA plazmidl s nizkou koncentraci namnozila pomoci PCR a piesrazela
ji. PCR jsem provadéla stejné jako v kapitole 3.6.1.4., az na to, Ze objem reakéni smési byl 25 pl a
jako templat jsem pouzila 0,1 ul plazmidové DNA. Vysledné produkty jsem presrazela (viz kapitola
3.6.1.1.) a ziskanou DNA rozpustila v 10 pl sterilni miliQ vody.

3.6.2.2. Sekvenacni reakce a precipitace

Pro sekvenaci vzorkl jsem pouzila soupravu Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Do sekvenaéni reakce o celkovém objemu 20 ul jsem
dala 600 — 900 ng plazmidové DNA spolu s 2 ul RR pufru, 3 ul sekvenacniho pufru a 1 ul primeru
M13-26. Inzerty delsi nez 650 bp jsem sekvenovala z obou stran tak, ze jedna PCR reakce obsahovala
primer M13-26 a druhé primer M13-24. Teplotni profil reakci byl nasledujici: pocate¢ni denaturace 2
min. pfi 94°C, po které nasledovalo 35 cykli denaturace 10 s pii 94°C, nasedani 10 s pii 53°C a
prodluzovani 4 min. pti 60°C.

Kazdy produkt PCR jsem pfenesla do 1,5 ml mikrozkumavky, ptidala 80 pl 75% isopropanolu
a smes nechala stat 30 min. pfi pokojové teploté. Poté jsem vzorky 20 min. centrifugovala (13000 g,
20°C), odstranila supernatant a doplnila 200 pl Cerstvého 75% isopropanolu. Po dalsi centrifugaci za
stejnych podminek jsem ostranila veskery supernatant a precipitovanou DNA nechala vyschnout.

Takto pfipravené vzorky jsem predala k analyze na sekvenatoru.
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3.6.2.3. Vyhodnoceni vysledku

Ziskané sekvence jsem v dalSich krocich upravila v internetovém programu BLAST (“Basic
Local Alignment Search Tool”). Nejprve jsem odstranila za pomoci funkce “vector contamination”
sekvence vektorového ptivodu a poté jsem inzerty porovnavala s doposud znamymi nukleotidovymi
sekvencemi. Pro vyrazeni duplikovanych sekvenci jsem inzerty srovnavala mezi sebou v programu

BioEdit Sequence Alignment Editor.

3.6.3 Southern hybridizace

Southern hybridizace je technika zalozena na kapilarnim pienosu naStépené DNA
z agar6zového gelu na nylonovou membranu. Po takovéto imobilizaci DNA nésleduje hybridizace se

znacenou sondou, promyvani a nakonec detekce sondy protilatkou.

3.6.3.1. Piiprava sond

Znacené sondy DNA pro Southern hybridizaci jsem ziskala z plazmidG obsahujicich inzert
pomoci PCR. Kazda reakce o celkovém objemu 12,5 pl obsahovala 20 ng plazmidové DNA, 1x EXx
Taq pufru, smés 0,8 mM dNTP nukleotidd (0,08 mM dGTP, dATP a dCTP, 0,054 mM dTTP, 0,028
mM dioxigenin-11-dUTP), 1 uM primeru M13-24, 1 uM primeru M13-26 a 1 U Ex Taq polymerazy
(Takara). Teplotni profil reakce se skladal z denaturace 3 min. pii 94°C, po které nasledovalo 30 cykli
sestavajich z denaturace 30 s pii 94°C, nasedani 30 s pii 55°C a prodluzovani 2 min. pii 72°C.

Poslednim krokem bylo zavére¢né prodluzovani 5 min. pii 72°C.

3.6.3.2. Stépeni celogenomové DNA

Samici i sam¢i DNA jsem izolovala standardni fenol - chloroform - izoamylalkoholovou
extrakci (viz kapitola 3.5.1.). Kazdy vzorek DNA jsem S$tépila dvéma restriknimi enzymy, ECORI a
Pstl (Takara). Stépici reakce obsahovala 5 pg bud’ sami¢i nebo saméi DNA, 1x pufr H a 30 U enzymu.

Vzorky jsem inkubovala ptes noc pti 37°C.
3.6.3.3. Elektroforeticka separace nastépené DNA

Druhy den jsem fragmenty nastépené DNA elektroforeticky separovala v 1% agarézovém gelu
v 1x TBE pufru (89 mM Trizma base, 2 mM EDTA, 89 mM kyselina borita, pH = 8). Vzorky jsem

nanesla do jamek v gelu spolecné s velikostnim markerem znaCenym digoxigeninem, ktery jsem

pfipravila smichanim 4 pl DIG markeru III (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, SRN), 4 pl
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“Loading buffer” (Takara) a 2 pl miliQ vody a inkubaci smési 10 min. pii 65°C. Gelova elektroforéza
probihala rychlosti 5 V/cm po dobu 3 — 4 h. Poté jsem gel kratce obarvila v ethidium bromidu (0,5
pug/ml) a vyfotila jej, abych se ujistila, ze je DNA dobfe nastépena a Ze koncentrace samici i samci

DNA je v jednotlivych drahach pfiblizné stejna.

3.6.3.4. Southern blotting

Po vyfoceni jsem gel ponofila do 0,25 M HCI na dobu, nez se modra barva bromfenolu
nosného pufru zménila na Zlutou. Pii tomto kroku se dlouhé fragmenty DNA degradovaly na kratsi
useky, které byly nasledné schopny kapilarniho pienosu na membranu. Po oplachnuti gelu
destilovanou vodou jsem ho nechala inkubovat 2x 15 min. pii pokojové teplot¢ v denatura¢nim
roztoku (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) na tfepacce. Po inkubaci jsem gel oplachla destilovanou vodou a
nechala promichavat 2x 15 min. pfi pokojové teploté v neutraliza¢nim roztoku (0,5 M Tris-HCI, 3 M
NaCl, pH = 7).

Mee

Mezitim jsem pfipravila “sendvic® pro vlastni pienos fragmenti DNA na membranu a to tak,
ze jsem do misky vlozila dnem vzharu vani¢ku pro elektroforézu a na ni umistila filtraéni papir
predvlhceny v 20x SSC (pH = 6,4). Na tento papir jsem polozila vrchni stranu pfipraveného gelu a vse
zalila dostateCnym mnozstvim 20x SSC. Na gel jsem pfilozila nylonovou membranu (Hybond-N+,
Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Anglie) tak, aby piesahovala velikost gelu pfiblizné€ o 1
mm. Kraje membrany jsem oblozila parafilmem, abych zabranila ptipadnému vzlinani pufru mimo gel
a membranu. Na membranu jsem nasledn¢ umistila 2 filtracni papiry piedvlhéené v 20x SSC a 6 cm
silnou vrstvu buni¢iny. Na vrch jsem polozila sklo se zatézi a cely sendvi¢ nechala stat pres noc.
Druhy den jsem sendvic rozebrala a membranu promyvala 5 min. v 6x SSC pufru. Po oschnuti

jsem membranu fixovala v pfistroji UV Crosslinker (Stratagene, San Antonio, TX, USA) pfi 120 mJ a

poté ji oplachla 5 min. v 2x SSC pufru.

3.6.3.5. Hybridizace DNA se zna¢enou sondou

Membranu s fixovanou DNA jsem prenesla do hybridiza¢niho valce s 20 ml ptredehiatého
prehybridizaéniho roztoku DIG Easy Hyb (Roche) a nechala ji inkubovat 30 — 60 min. pii 42°C za
stalého michani v hybridizac¢ni picce. Mezitim jsem si pfipravila hybridiza¢ni roztok tak, ze jsem
smichala 100 ng znacené sondy s 50 pl miliQ vody a smés denaturovala 5 min. pii 95°C ve vodni
lazni. Thned po denaturaci jsem vzorky chladila nékolik minut v ledové tfisti. K sond€ jsem nakonec
pridala 6,5 ml hybridiza¢niho roztoku DIG Easy Hyb.

Po prehybridazaci jsem z valce odstranila veskery roztok a membranu zalila hybridiza¢nim
roztokem obsahujici denaturovanou sondu. VSe jsem nechala inkubovat pfes noc pii 42°C

v hybridiza¢ni picce.
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3.6.3.6. Promyvani a chemiluminiscen¢ni detekce

Po hybridizaci nasledovalo promyvani membrany, které odstranilo nespecificky navazané
molekuly sondy. Nejdiive jsem membranu ponofila na 2x 15 min. do pufru “Stringent wash buffer
I” (2x SSC, 0,1% SDS) a nechala promyvat pii pokojové teploté¢ na tfepacce. Nasledné jsem ji
pfemistila do predehiaté¢ho pufru “Stringent wash buffer II” (0,2x SSC, 0,1% SDS) a nechala
inkubovat 20 minut pti 68°C v hybridizacni picce. Membranu jsem znovu promyla, tentokrat 5 min.
v promyvacim roztoku s 0,3% Tween v 1x TBS pufru (25 mM Tris-HCI, 0,2 M NaCl, pH = 7,5).

Nasledné jsem membranu piemistila do blokovaciho roztoku s 5% suSenym mlékem Difco
Skim Milk (Becton, Dickinson and Company, Francie) v 1x TBS pufru a nechala inkubovat 30 min.
pti pokojové teploté. Poté jsem ji pienesla do blokovaciho roztoku s protilatkou (fedéni 1:10000)
Anti-Dioxigenin-AP (Roche) obsahujici alkalickou fosfatazu a nechala promichavat nejméné¢ 30
min. pii 23°C.

Po inkubaci s protilatkou jsem membranu promyla 2x 15 min. promyvacim roztokem a
nasledn¢ ji pfemistila na 2 — 5 min. do detekéniho pufru (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, pH = 9,5).
Jeste vlhkou membranu jsem pienesla na otevienou spodni stranu hybridiza¢niho sa¢ku a nanesla na
ni priblizné 40 kapek roztoku chemoluminiscen¢niho substratu (CDP-Star ready to use, Roche).
Membranu jsem inkubovala 5 min. pti pokojové teplote, poté odstranila prebytecny substrat a okraje
saCku zatavila. Vysledky hybridizace jsem dokumentovala pomoci pristroje LAS-3000 Lumi-Imager

(Fuji Photo Film Europe GmbH, Diisseldorf, SRN).
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4. Vysledky

Cely pokus s vyfezavanim chromosomt jsem provedla celkem dvakrat. Vysledky jsem pro

piehlednost rozd¢lila do dvou oddé€lenych kapitol.

4.1. Prvni laserova mikrodisekce

Jak uz bylo zminéno v tvodu, piedpokladem pro usp€snou mikrodisekci je dostatek dobie
rozptylenych chromosomt. Po sérii pokust se ukazalo jako idealni staddium pro ziskani velkého
mnozstvi mitotickych chromosomti spermatogonii 9. - 10. den po vylihnuti housenky z vaji¢ka. Pro
snizeni rizika kontaminace ostatnimi chromosomy jsem mitotickd metafazni jadra rozptylila za
pomoci hypotonického roztoku (0,075 M KCl). Predbézné pokusy ukazaly, Ze metafazni chromosomy
jsou u vétsiny jader v dostate¢né vzdalenosti od sebe po 15 - 20 min. hypotonizaci (Obr. 1a). Oba
chromosomy Z byly identifikovany jako dva nejvétsi elementy v karyotypu obalece.

Za pomoci laserové mikrodisekce jsem ziskala 3 vzorky, které obsahovaly 9, 9 a 15
vyfezanych chromosomi Z. DNA téchto vzorkll jsem nasledné namnozila pomoci DOP-PCR a
elektroforeticky separovala v 1% agardézovém gelu. Velikost ziskanych produkti PCR namnozenych
pomoci Ex Taq polymerazy se pohybovala v rozmezi 300 — 1200 bp. Nejdelsi fragmenty DNA 300 —
2000 bp m¢l vsak vzorek, u kterého jsem pouzila misto Ex Taq polymerazy LA polymerazu. Tento
vzorek jsem také nasledné zaklonovala a inzerty z pozitivnich klont osekvenovala. Po fad¢ pokust se
mi vSak podafilo ziskat pouze 5 inzertd, jejichz velikost byla 319 - 405 bp. Izolované plazmidy
s inzertem jsem po namnozeni a presrazeni osekvenovala. VSechny sekvence byly bakterialniho
puvodu (Acinetobacter baumannii). Zbylé dva vzorky se mi viibec nepodafily zaklonovat.

Sondy, vyrobené za pomoci DOP-PCR znacici reakce o velikostech v rozmezi 200 - 4000 bp,
jsem hybridizovala na sami¢i i sam¢éi chromosomalni preparaty obaleCe jable¢ného, C. pomonella.
Nejdiive jsem hybridizaci provedla bez kompetitora, poté s pouzitim neznacené sonikované samici
DNA jako druhové specifického kompetitora. Na samcich preparatech byly v obou piipadech
hybridizacni signaly sond slabé a rovnomérné rozsifené na pohlavnich chromosomech i autosomech
(Obr. 1b, 1c). Sondy hybridizované na samicich preparatech oznacily chromosom W a sex chromatin
vice nez ostatni chromosomy (Obr. 1d, le). Ani u samice nem¢l kompetitor na specifitu sond zadny

vyrazny vliv, pouze ubral mnozstvi hybridiza¢nich signalt (Obr. 1f, 1g).

4.2. Druha laserova mikrodisekce

Jelikoz nebyla zadna z pripravenych sond specificka pro chromosom Z a neuspéla jsem ani pti

zaklonovani vyfezané DNA, cely pokus jsem proto s mirnymi obménami zopakovala.
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4.2.1. Laserova mikrodisekce a priprava sondy

Pro jesté lepSi rozptyleni chromosomi jsem tentokrat pouzila hypotonicky roztok s Joy
detergentem. Diky detergentu se chromosomy 1épe uvolnily z mitotického jadra, coz zvysilo $anci, Ze
bude alesponi kolem jednoho chromosomu Z dostatek mista pro laserovy paprsek o priméru 1 pm
(Obr. 3a).

Za pomoci druhé mikrodisekce jsem ziskala dalsi 3 vzorky. Dva z nich (pracovni nazev Z2 a
Z3) obsahovaly po 11 vyfezanych chromosomech a jeden (Z4) sestaval pouze z 6 disektovanych
pohlavnich chromosomti. Kazdy vzorek jsem nejprve namnozila pomoci DOP-PCR. Ziskané produkty
jsem analyzovala v 1% agar6zovém gelu, ktery odhalil velikost DNA fragmentt pohybujici se od 150
bp do 1500 bp. Znaceni Cervenym fluorochromem (SpectrumOrange) jsem pro vSechny vzorky
provedla pomoci DOP-PCR znacici reakce. Naslednou separaci DNA fragmentl v agar6zovém gelu
jsem zjistila velikost produkti PCR odpovidajici délce 150 — 1800 bp (Obr. 2). Slozeni jednotlivych
sond se vSak po znacici reakci zna¢né liSilo. Zejména u sondy Z3 bylo amplifikovano nejvice

fragmentd DNA v rozmezi 300 — 400 bp.

Obr. 2. Sondy ziskané z DOP-PCR znacici reakce separované na 1% agarézovém gelu.
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4.2.2. Ovéreni specificity sond fluorescenéni in situ hybridizaci

Pro detekci chromosomu Z jsem opét pouzila fluorescencni in situ hybridizaci (FISH) se
sondami ziskanymi z DOP-PCR znacici reakce. Nejdiive jsem hybridizovala sondu Z2 na samdi a
sami¢i chromosomalni preparaty bez pouziti kompetitora. Na sam¢ich preparatech jsem ani tentokrat
nenalezla zadné vyrazngj$i hybridizacni signaly. Sondy slabé oznalily autosomy i pohlavni
chromosomy. Chromosom Z nebyl prokazatelné rozpoznatelny na pachytennich ani na mitotickych
chromosomech (Obr. 3b, 3c¢). Na samicich preparatech byl oproti ostatnim chromosomiim vyrazné
oznacen chromosom W, a to ve vSech stadiich mitézy, meidzy i v interfaznich jadrech (Obr. 3d, 3e,
3f). Velmi zajimavy byl pattern znaCeni chromosomu W. Sondy oznacily témét cely pohlavni
chromosom az na kratké useky na jeho koncich (Obr. 3e Sipky). Pfi pouziti sami¢i kompeticni DNA
jsem nenasla zadné vyznamnéjsi rozdily. Kompetitor v mal¢ mife odebral mnozstvi hybridizacnich
signalil a to na samcich i na samicich preparatech (Obr. 3g, 3h).

V dalsich pokusech jsem hybridizovala sondy Z3 a Z4 na chromosomalni preparaty samct i
samic nejdiive bez kompetitora, poté s pouzitim neznacené sonikované samic¢i DNA jako kompetitora.
Vysledky byly stejné jako v ptfedchozich pfipadech. Signdl sondy Z3 byl na chromosomalnich
preparatech samct v pritomnosti kompetitora i bez n¢j slaby a rovnomérné rozprostieny po vsech
chromosomech (Obr. 4a, 4b, 4c, 4d). Na preparatech samic vSak sonda v obou piipadech oznacila
chromosom W a sex chromatin (Obr. 4e, 4f, 4g, 4h, 4i). Signal sondy byl vS§ak velmi slaby a kromé
chromosomu W jsem nenalezla zadné vyrazngjsi hybridizace.

Mnohem silngj§i hybridizacni signaly vSak poskytovala sonda Z4. Na pachytennich i
mitotickych chromosomech samci byl signal sondy velmi vyrazny, ale opét rovnomérné roztrouseny
po celém genomu (Obr. 5a, 5Sb). Na chromosomalnich preparatech samic v$ak sonda Z4 velmi silné
oznacila sex chromatin i cely chromosom W a to véetné jeho konct (Obr. 5c, 5d). Velmi vyrazné

hybridizovala sonda i v pfitomnosti kompetitora (Obr. 5e, 51, 5g).

4.2.3. Analyza sekvenci DNA ziskanych mikrodisekci chromosomii Z

Vsechny vzorky po prvni amplifikaci DOP-PCR jsem nejprve zaklonovala. Oproti prvnimu
pokusu s mikrodisekci chromosomt Z se mi podafilo ziskat celkem 48 pozitivnich klonti obsahujicich
inzert. Pouze nékolik plazmidi mélo po izolaci nizkou koncentraci DNA; inzerty téchto plazmidii
jsem proto pro sekvenéni reakci nejprve namnozila pomoci PCR a presrazela. Ze ziskanych sekvenci
bylo 9 lidského plivodu, ostatni jsem pro piehlednost sefadila do Tab. 1. Nejvice inzertti (19) jsem
ziskala klonovanim vzorku Z2. Ztéchto 19 sekvenci vykazovaly dvé ¢astenou homologii se
sekvencemi v GenBank. Prvni z nich byla z46% homologni se sekvenci chobotnatky Helobdella
robusta (kmen Annelida) a druha z 33% s mikrosatelitem motyla jasoné ervenookého, Parnassius
apollo (Papilionidae). Ostatni nemély zadné vyraznéj$i podobnosti s doposud zndmymi sekvencemi.

Zaklonovanim vzorku Z3 se mi podafilo dostat dalSich 15 plazmidd obsahujicich inzert. Z téchto
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sekvenci byla jedna z 54% a druha z 55% homologni se sekvenci motyla Heliconius melpomene
(Nymphalidae). Z posledniho vzorku Z4 jsem ziskala 5 sekvenci, z nichz byly tfi z 30% homologni se
sekvencemi révy vinné, Vitis vinifera. Vsechny ziskané sekvence jsou prozatim uloZeny v laboratofi F.
Marece a po dokonceni jejich analyz budou zaslany do GenBank.

Ovéteni vyskytu inzertu v genomu obalece jablecného a jeho piipadné specificity pro
chromosom Z jsem provedla pomoci Southern hybridizace, a to z ¢asovych divoda prozatim pouze
pro inzerty CpZ6, CpZ11, CpZ13, CpZ24 a CpZ28 (Obr. 6a-e). Vysledky ukazaly, Ze zadna z téchto
sekvenci neni specifickd pro chromosom Z a Ze se jedna o sekvence repetitivni povahy, vyskytujici se
v genomu obalece v mnoha kopiich. Vyrazné prouzky v drahach se samic¢i genomovou DNA u inzertu
CpZ6 indikuji vyskyt vice kopii sekvence na chromosomu W, zatimco nékolik méné vyraznych
prouzkt v drahach DNA obou pohlavi predstavuji kopie autosomalniho pivodu. Pouze jediny prouzek
byl intenzivnéj$i v draze se sam¢i genomovou DNA, z ¢ehoz lze vyvodit vyskyt sekvence na
chromosomu Z vzhledem ke dvoum kopiim chromosomu Z u samce oproti jedné u samice. Sekvenéni
motiv CpZ6 se tedy vyskytuje na vS§ech chromosomech. Sonda motivu CpZ11 hybridizovala pfevazné
se sami¢i DNA, coz naznacuje akumulaci na chromosomu W, ale jedna nebo vice kopii se nachazi i na
chromosomu Z. U motivu CpZ13 je patrné velké mnozstvi prouzkd spole¢nych pro samici i samci
DNA, coz naznacuje jeho pievazné autosomalni vyskyt. Opét vSak nalezneme sekvence vyskytujici se
na chromosomu W i na chromosomu Z. Sekvence motivu CpZ24 se nachazeji ve velké mife na
chromosomu W, ale podle né€kolika slabych signali sondy, ktera hybridizovala i se sam¢i DNA lze
soudit, Ze se nekteré kopie vyskytuji i na autosomech. Motiv CpZ28 se vyskytuje na obou pohlavnich
chromosomech i1 na autosomech, pfiCemz ze vsSech testovanych sekvenci je na chromosomu
Z zastoupen nejvice. Dle vyraznych hybridizacnich signald se samic¢i DNA je vsak téz akumulovan na

chromosomu W.
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Tab. 1 Pi‘ehled sekvenci DNA ziskanych mikrodisekci chromosomii Z obalece jable¢ného.

Pracovni

Puavod

ir(lizleszi?u nazev inzertu Ve(}jll;;) st Homolicr)lizts}]] fymt Homologie v GenBank
inzertu (vzorek)
1 CpZ2 72 112 ne
2 CpZ3 72 193 uplna s CpZ4 ne
3 CpZ4 72 193 uplna s CpZ3 ne
4 CpZ5 72 234 ne
5 CpZ6 72 157 uplna s CpZ12 ne
6 CpZ7 Z2 436 ne
7 CpZ8 Z2 231 ne
8 CpZ9 72 277 ne
9 CpZl11 72 277 ne
10 CpZ12 72 157 uplnéd s CpZ6 ne
11 CpZ13 72 282 Castecna s CpZ19 ne
homologie 46% (hodnota E =
12 Cpzld 22 362 610”)§}4d0bdénarobuﬁa
13 CpZ15 Z2 329 ne
homologie 33% (hodnota E =
14 CpZ16 72 391 2.10”) s mikrosatelitem
Parnassius apollo
15 CpZ18 Z2 271 uplna s CpZ26 ne
16 CpZ19 72 281 Castecna s CpZ13 ne
17 CpZ24 72 304 ne
18 CpZ26 72 271 uplna s CpZ18 ne
19 CpZ28 74 231 ne
20 CpZ29 73 270 Castecnd s CpZ44 ne
21 CpZ31 73 378 Castecnd s CpZ46 ne
22 CpZ33 Z3 379 ne
23 CpZ34 Z3 631 ne
24 CpZ36 72 242 ne
homologie 54% (hodnota E =
25 CpZ38 73 396 Casteéna s CpZ47 1.10%) s Heliconius
melpomene
26 CpZ39 Z3 262 ne
27 CpZ40 Z3 312 ne
28 Cpz41 73 415 ne
29 CpZ43 73 248 ne
30 CpZz44 73 254 Castecnd s CpZ29 ne
31 CpZ45 Z3 285 ne
32 CpZ46 73 390 Castecnd s CpZ31 ne
homologie 55% (hodnota E =
33 Cpz47 Z3 389 astena s CpZ38 6.10°% s Heliconius
melpomene
34 CpZ48 Z3 374 ne
35 CpZ49 74 247 ne
éasteCna s CpZ52, homologie 30% (hodnota E =
36 CpZ51 Z4 | 333 aplnd s Cp%53 2.16%4) s Vitis( vinifera
Caste¢na s CpZ51 a | homologie 30% (hodnota E =
37 CpZ52 Z4 356 CpZS?I)) 2.16%4) s Vitis( vinifera
uplna s CpZ51, homologie 30% (hodnota E =
38 CpZ53 24 | 355 | Gl nd s Cpzsn 2100 5 Vit winifora
39 CpZ56 Z3 299 ne
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5. Diskuze

5.1. Fluorescencni in situ hybridizace se sondami pro chromosom Z

Ptiprava malovacich sond za pomoci laserové mikrodisekce a nasledné DOP-PCR se v nasi
laboratofi velmi osvéd¢ila u pohlavnich chromosomtt W nékolika druht motyli. Vitkova a kol. (2007)
za pomoci mikrodisekce sex chromatinu zavijeCe mouc¢ného (Ephestia kuehniella) ptipravili sondu,
kterou nasledné hybridizovali na chromosomalni preparaty tii dalSich druhtit motyli metodou Zoo-
FISH. Vysledky odhalily rychlou ztratu homologie mezi sekvencemi chromosomi W. Fukova a kol.
(2007) vyuzili vzorky DNA chromosomu W, ziskané vyfezanim sex chromatinu obalece jablecného
(C. pomonella), nejen k pfipravé vysoce specifické sondy pro FISH, ale i ke konstrukci prvni
knihovny sekvenci DNA chromosomtt W u motylt.

Mym prvnim tkolem bylo pfipravit sondu specifickou pro chromosom Z obalece jablecného a
hybridizovat ji na chromosomalni preparaty blizce ptibuznych druh motylu. Celkem jsem pfipravila
sondy znacené fluorochromem SpectrumOrange ze 6 rtznych vzorki DNA, ziskanych laserovou
mikrodisekci chromosomi Z z preparatii mitoticky se délicich spermatogonii obalece. Sondy jsem pro
urceni jejich specifity nejprve hybridizovala na chromosomalni preparaty samct obalece. Uz v tomto
kroku jsem pfiSla na to, ze ani jedna z testovanych sond neni specifickd pro chromosom Za ze
hybridizacni signaly jsou roztrouseny na vSech chromosomech karyotypu samcii. Pfi testovani sond na
chromosomalnich preparatech samic jsem vSak piekvapive zjistila, ze v§echny sondy ve vétsi ¢i mensi
mife zvyraznuji pohlavni chromosom W, a to ve vSech stadiich mitézy, meidzy i v interfaznich
jadrech. To je nejpravdépodobnéji zpilsobeno tim, Zze se pifi prvni DOP-PCR s vyfezanymi
chromosomy Z pfednostné namnozily repetitivni sekvence, které se ve vétSi mife vyskytuji na
pohlavnim chromosomu W. Kromé téchto repetic akumulovanych na chromosomu W se vSak
amplifikovaly i repetitivni sekvence rozsifené po celém genomu, o cemz svéd¢i nejen hybridizaéni
signaly na vSech chromosomech, ale i skutecnost, ze pouziti sami¢i sonikované DNA jako kompetitora
nemélo zasadni vliv na distribuci signald, pouze odebralo jejich intenzitu.

Hybridiza¢ni signaly sondy Z2 na chromosomu W mély dokonce stejny pattern jako u W
specifické sondy v praci Fukova a kol (2007). Sonda oznacila téméi cely chromosom W az na kratké
useky na jeho koncich. Nejsilngjsi signaly vSak poskytla sonda Z4, kterou jsem ziskala mikrodisekci
pouze 6 chromosomtl. Ta také oznacila cely pohlavni chromosom W, a to vcetné usekli na jeho
koncich. Tyto mensi odchylky v distribuci hybridiza¢nich signalti jsou nejpravdépodobnéji zptisobeny
ur¢itou mirou nahodnosti amplifikace neznamych sekvenci templatu pomoci DOP-PCR. Sonda Z4
také nejvice hybridizovala s ostatnimi chromosomy, i kdyz signaly byly vesmés rovnomérné
rozlozeny. Vysledky naznacuji, ze i malé mnozstvi chromosomil sta¢i na vyrobu sondy a Ze vétsi
objem templatu nemusi automaticky vést k 1épsi sondé. Naopak u sondy Z3 jsem ocekavala daleko

silngjsi hybridizacni signaly, a to kvuli relativné homogenni amplifikaci fragmenti DNA v rozmezi
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300 — 400 bp, které vyvolavaly dojem v genomu hojnych repetitvnich sekvenci. Slabé signaly této
sondy na vSech chromosomech vsak sveédci spiSe o namnozeni repetic, které se v genomu obalece
vyskytuji vzacnéji.

Moje prace je viibec prvnim pokusem zamétfenym na piipravu specifické malovaci sondy pro
pohlavni chromosom Z motyli. Vysledky jsou v kontrastu se zkusenotmi cytogenetického vyzmumu u
obratlovcl a zejména u savcl, kde sondy vyrobené pomoci laserové mikrodisekce nebo tfidénim
pratokovym cytometrem spolehlivé a po celé délce zna¢i dany chromosom (napt. Kubickova a kol.
2002). Je to nejpravdépodobngji zpuisobeno tim, Ze repetice savci jsou casto chromosomalné
specifické¢ (Schmidt a Heslop-Harrison 1998). Diky tomu takto pfipravené sondy spolehlivé znaci
konkrétni chromosom. Tyto chromosomalné specifické sekvence jsou vSak neobvyklé u rostlin, kde
sondy prakticky nikdy neoznaci pouze jediny chromosom (nap¥. Hobza a kol. 2004). Z tady praci je
znamo, ze nékteré repetitivni sekvence rostlin jsou rovnomérné rozptylené po celém genomu, ¢emuz
odpovidaji i1 roztrousené hybridizac¢ni signaly sond (Schmidt a Heslop-Harrison 1998). Vyskyt
takovych repetic pak znemoziuje pfipravu chromosomalné specifickych sond. Z mych vysledki
vyplyva, ze se pohlavni chromosom Z sklada z pravé takovych repetitivnich sekvenci, které se stejné
jako u rostlin vyskytuji po celém genomu a z nichz nékteré jsou ve vétsi mife akumulovany na
chromosomu W.

Jelikoz malovaci sondy pfipravené laserovou mikrodisekci v této praci nebyly specifické pro
pohlavni chromosom Z obalece jable¢ného, nemélo smysl je dale pouzivat pro Zoo-FISH a
hybridizovat je na chromosomalni preparaty jinych druhti motylt. Tento metodicky pfistup studia
evoluce pohlavnich chromosomi se tedy ukazal jako neschiidny. Proto jsem se v dalSich krocich
zamétila na pifipravu knihovny sekvenci DNA chromosomu Za ptfipadné ziskani sekvenci

specifickych pro tento chromosom.

5.2. Klonovani a analyza sekvenci DNA z chromosomu Z

Ze vsech tii vzorkll obsahujici disektované chromosomy z prvniho pokusu se mi podafilo
zaklonovat pouze jeden. Ziskala jsem tak pét pozitivnich klonl obsahujicich inzert. Po jejich
sekvenaci jsem vSak zjistila, Ze jsou vSechny bakteridlniho puvodu. Je celkem jisté, Ze béhem
manipulace s DNA doslo ke kontaminaci. Naprosty neuspéch pii zaklonovani DNA si vysvétluji tim,
ze DOP-PCR pirednostné namnozila takové repetitivni sekvence, které se daji jen velmi tézko
zaklonovat. Pouziti LA polymerdzy pii prvni DOP-PCR se také uplné neosvédcilo, protoze ma
tendenci dé¢lat fetézce DNA jen z primerti (S. Kubickova, Gstni sd€leni). Proto jsem ji pii druhém
pokusu s laserovou mikrodisekci uz nepouzila a vratila se k osvédcené Taqg polymeraze.
vSech 48 pozitivnich klonii obsahujich inzert, bylo pouze 9 z nich kontaminovéano lidskou DNA. I

tento pocet je vSak v porovnani s praci Fukové a kol. (2007) velky (v této praci byly vyfazeny jen 4
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z 53 klont1). AvSak ve srovnani se snadnym a rychlym nashromazdénim relativné velkého vzorku pfi
mikrodisekci sex chromatinu v piipravé W-specifické sondy bylo riziko kontaminace v mé praci
nepomérné vetsi. Problém spocival zvlaste ve vétsi pracnosti a ¢asové narocnosti celého experimentu
pocinaje slozit&jsi pripravou preperatl a konce Casoveé naro¢nym vyhledavanim metafaznich figur.
Riziko se zvySovalo i obtiznou mikrodisekci jednotlivych chromosomi o velikostech pohybujicich se
kolem 3 pum.

Z 39 zbyvajicich inzerti bylo 8 redundantnich, to znamena, ze Castecné nebo Uplné totozna
sekvence byla obsazena ve dvou a v jednom ptipadé dokonce ve tiech klonech, CpZ51-53 (viz Tab. 1).
Po odecteni redundantich inzertli bylo tedy ziskano celkem 30 rtiznych sekvenci DNA, coz je témér
dvakrat vic nez v praci Fukova a kol. (2007), kde bylo diky vysoké redundanci nékolika inzertt
ziskano jen 17 riznych sekvenci. Délka mnou ziskanych sekvenci se pohybovala v rozmezi od 112 do
631 bp. Z téchto 30 sekvenci vykazovaly dvé (CpZ16 a CpZ38~CpZ47) homologii se znamymi
sekvencemi jinych druhd motyld. Tyto sekvenéni motivy mohou ptedstavovat konzervovangjsi ¢asti
genomu motylt. Dal§i dva motivy (CpZl14 a CpZ51-53) vykazovaly c¢aste¢nou homologii se
sekvencemi jinych organismt, krouzkovci a rostlin. U obou organismi je kontaminace malo
pravdépodobna, spise se jedna o nahodnou podobnost sekvenci téchto dvou druhii s motyli DNA.
Ostatni inzerty nevykazovaly zadné vyraznéj$i homologie a jejich ptivod a distribuci v genomu
obaleCe jablecného vcetn¢ specificity pro jeho pohlavni chromosom Z prokdze az Southern
hybridizace, provedena se vSemi ziskanymi inzerty.

Vysledky Southern hybridizace, kterou jsem prozatim provedla pouze u péti inzerti (CpZ6,
CpZ11, CpZ13, CpZ24 a CpZ28), koreluji s hybridiza¢nimi signaly pfipravenych malovacich sond.
Ve vsech pfipadech se jedna o vysoce repetitivni sekvence, vyskytujici se jak na pohlavnich
chromosomech, tak na autosomech. Né&ktéré z nich, zejména sekvence CpZl11 a CpZ24, vykazuji
mnohem veétsi mnozstvi kopii v samici DNA, coz indikuje jejich akumulaci na chromosomu W.
Naopak sekvence CpZ13 vykazuje piedevsim autosomalni vyskyt, jak vyplyva z téméf shodného
vzoru hybridiza¢nich signali u DNA obou pohlavi. Avsak inzerty vykazovaly jen ojedin€lé
hybridizacni signaly, které byly intenzivnéj$i u sam¢i DNA nez u sam¢i DNA a které svédCily o
lokalizaci na chromosomu Z (viz napi. CpZ6 a CpZ28). Zjisténa distribuce kopii téchto motivl tak
vysvétluje jak roztrouSené hybridiza¢ni signaly na vSech chromosomech na samcich preparatech po
FISH, tak i silnou afinitu sond k chromosomu W na samic¢ich preparatech. Na druhé strané relativné
malé mnozstvi kopii lokalizovanych na chromosomu Z evidentné nepostacuje pro pfipravu sondy

specifické pro pohlavni chromosom Z.
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5.3. Perspektiva laserové mikrodisekce chromosomu Z pro vyzkum
struktury a evoluce pohlavnich chromosomii motyla

Tato prace ukazala, Ze je vyroba malovaci sondy pro pohlavni chromosom Z obalece
jableéného za pomoci laserové mikrodisekce a nasledné DOP-PCR nerealna. Divodem je slozeni
tohoto chromosomu spolu s tendenci DOP-PCR pfednostné namnozit repetitivni sekvence. S ohledem
na mozné modifikace protokolu vsak nemtizeme vyloulit pfipadny uspéch metody u obalece i u
ostatnich druhtt motylt. Jednou =z alternativnich cest je pouziti Cot-1 kompetitora namisto
celogenomové sami¢i kompetiéni DNA, ktera se pii fluorescenéni in situ hybridizaci moc neosvédcila.
Cot-1 DNA se sklada z kratkych, vysoce repetitivnich sekvenci, takze by ve vysledku méla zna¢né
potlacit hybridizaci vSudypfitomnych repetic a zvyraznit tak signaly chromosomalné specifickych
sekvenci. Cot-1 kompetitor vSak neni pro obalece jablecného komeréné dostupny. Existuji ale
protokoly, podle kterych se tato frakce DNA da separovat z celogenomové DNA bez specialniho
pristrojového vybaveni (Zwick a kol. 1997).

Daleko perspektivnéjsi se zda vyuziti laserové mikrodisekce chromosomu Z ke konstrukci
knihovny sekvenci DNA a jejich nasledné analyze. Takto ziskané vysledky mohou, jak ukazuje tato
prace, za relativné nizkych nakladii pfinést cenné poznatky o slozeni a molekularni struktute
chromosomu Z. Timto zplisobem by se také daly ziskat molekularni markery, které mohou byt vyuzity
pii prohledavani BAC knihoven a k izolaci specifickych BAC klonti. Naptiklad sekvence inzertd
CpZ6, CpZ13 a CpZ28, izolované v predlozené bakalaiské praci, byly jiz pouzity jako markery pro
prohledani BAC knihovny obalece jablecného v ramci pracovni staze kolegyni z nasSi laboratofe,
Magdy Vitkové a Martiny Dalikové v laboratofi Dr. Lisa G. Neven na pracovisti Yakima Agriculture
Research Laboratory (Wapato, Washington state, USA). Celkem bylo pomoci téchto markeri
izolovano 30 klonti BAC, které budou v dalSich krocich zamapovany na chromosomech metodou

BAC-FISH s cilem ziskat cytogenetické markery pro chromosom Z i ostatni chromosomy.
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6. Souhrn

Tato prace je jednim z metodickych pristupt, které se zabyvaji vyuzitelnosti chromosomu Z pro
studium evoluce pohlavnich chromosoml a je také vibec prvnim pokusem zaméfenym na piipravu
specifické malovaci sondy pro pohlavni chromosom Z motyli.

Sonda byla vytvotena vyfiznutim chromosomu Z za pomoci laserové mikrodisekce a naslednou
amplifikaci jeho sekvenci DOP-PCR (,,degenerated oligonucleotide primed PCR*). Specifitu sondy
jsem nejdiive ovétovala fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH) na chromosomalni preparaty samct i
samic obalece jable¢ného, Cydia pomonella. Na saméich preparatech byl signal sondy rovnomérné
rozlozeny po celém genomu, zatimco u samic mi sonda prekvapivé oznacila pohlavni chromosom W a
to ve vSech stadiich mitdzy, meidzy i v interfaznich jadrech. Je to nejspiSe zpisobeno charakterem
repetitivnich sekvenci, které jsou stejné jako u rostlin rovnomérné rozptylené po celém genomu a které
jsou ve vétsi mife akumulovany na chromosomu W. Pravé tyto sekvence byly prednostné namnozeny
prvni DOP-PCR. Jelikoz nebyla sonda specifickd, nemélo smysl ji dale hybridizovat na
chromosomalni preparaty dalSich druhti motyla. Tento metodicky pfistup studia evoluce pohlavnich
chromosomt se tedy ukazal jako neschiidny.

Alternativnim vyuzitim disektovanych vzorkt byla konstrukce DNA knihovny chromosomu
Z obalece jable¢ného za pomoci klonovani a sekvenace. Pro tuto knihovnu se mi podafilo ziskat
celkem 30 riznych sekvenci DNA. Z toho vykazovaly dva sekvenéni motivy homologii se sekvencemi
motyll a dva se sekvencemi jinych organismi; v ostatnich pfipadech se jednalo o doposud neznamé
sekvence. U péti z t€chto motivi jsem ovéfila jejich lokalizaci v genomu obaleCe jablecného za
pomoci Southern hybridizace a dale zjistila, ze wvysledky koreluji s hybridizacnimi signaly
pripravenych malovacich sond. Ve vsech pfipadech se jednalo o vysoce repetitivni sekvence,
vyskytujici se na pohlavnich chromosomech (pievazné vSak na chromosomu W) i na autosomech.

Vysledky této prace prinaseji vibec prvni informace o slozeni a molekuldrni struktuie
chromosomu Z u jiného druhu motyla nez u zndmého modelu, bource morusového, a jsou zakladem

pro detailng&jsi analyzu molekularni diferenciace pohlavnich chromosomt motyla.
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Obr. 1. Rozptylené mitotické chromosomy a FISH se sondami pfipravenymi ze vzorku chromosomi
Z ziskanych pii prvni mikrodisekci. Chromosomy byly podbarveny DAPI (modrd), sondy byly
znaceny fluorochromem SpectrumOrange (Cervena). a Rozptylené mitotické jadro spermatogonie v
metafazi (obarvené pouze DAPI); Sipky ukazuji na chromosomy Z. b Sam¢i pachytenni jadro po FISH
bez pouziti kompetitora. ¢ Samci pachytenni jadro po FISH s pouzitim neznacené sonikované samici
DNA jako kompetotira. d Sami¢i pachytenni jadro po FISH bez kompetitora se silnéjSimi
hybridizacnimi signaly téméf po celé délce chromosomu W; WZ oznacuje pohlavni bivalent. e
Interfazni jadro po FISH bez kompetitora se sondou oznacenym W-chromatinem; W oznacuje W-
chromatin. f Samici pachytenni jadro po FISH s kompetitorem; WZ oznacuje pohlavni bivalent. g
Sami¢i mitoticka metafaze po FISH s kompetitorem se sondou oznaCenym chromosomem W
identifikovanym podle DAPI-pozitivniho barveni heterochromatinu; W oznacuje pohlavni chromosom

W. Méftitko = 10 um; obrazky a-f maji stejné méftitko.
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Obr. 3. Rozptylené mitotické chromosomy a FISH se sondou Z2 pfipravou ze vzorku chromosomt Z
ziskanych pii druhé mikrodisekci. Chromosomy byly podbarveny DAPI (modra), sonda byla znacena
fluorochromem SpectrumOrange (Cervend). a Mitotické metafazni jadro rozptylené v hypotonickém
roztoku 0,075 M KCl s Joy detergentem; Sipka ukazuje na izolovany chromosom Z. b Sam¢i mitotické
jadro po FISH bez kompetitora, Sipky ukazuji na oba chromosomy Z. ¢ Sam¢i pachytenni jadro po
FISH bez kompetitora. d Sami¢i mitoticka oogonialni metafadze po FISH bez kompetitora; sonda silné
hydridizovala s chromosomem W identifikovanym podle DAPI-pozitivniho barveni heterochromatinu;
W oznacuje pohlavni chromosom W. e Samici pachytenni jadro po FISH bez kompetitora; WZ
oznacuje pohlavni bivalent; $ipky ukazuji na nenaznacené konce chromosomu W. f Samici nterfazni
jadro po FISH bez kompetitora se sondou oznacenym W-chromatinem; W oznacuje W-chromatin. g
Samc¢i pachytenni jadro po FISH s kompetitorem. h Samici pachytenni jadro po FISH s kompetitorem
se sondou znaCenym chromosomem W; WZ oznacuje pohlavni bivalent. Obrazky a, b, d-f a h:

mefitko = 10 pm; obrazky ¢ a g: métitko =20 um.
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Obr. 4. FISH se sondou Z3. Chromosomy byly podbarveny DAPI (modra), sonda byla znacena
fluorochromem SpectrumOrange (Cervend). a Samci pachytenni jadro po FISH bez kompetitora. b
Mitoticka spermatogonialni metafaze po FISH bez kompetitora; Sipky ukazuji na chromosomy Z. ¢
Mitotickd spermatogonialni metafaze po FISH s kompetitorem; Sipka ukazuje na chromosom Z. d
Sam¢i pachytenni jadro po FISH s kompetitorem. e Bivalent WZ z pachytenniho oocytu po FISH
bez kompetitora; hybridizacni signaly jsou roztrouseny témét po celé délce chromosomu W s
vyjimkou terminalnich segmentd. f Samici pachytenni jadro po FISH bez kompetitora; sonda oznacila
chromosom W; WZ oznacuje pohlavni bivalent. g Sami¢i interfazni jadro po FISH bez kompatitora se
sondou ozna¢enym W-chromatinem; W oznacuje W-chromatin. h Bivalent WZ z pachytenniho oocytu
po FISH s kompetitorem; roztrousené hybridiza¢ni signaly dekoruji chromosom W. i Samiéi
pachytenni jadro po FISH s kompetitorem; sonda oznacila chromosom W; WZ oznacuje pohlavni

bivalent. Métitko = 20 pum.
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Obr. 5. FISH se sondou Z4. Chromosomy byly podbarveny DAPI (modra), sonda byla znacena
fluorochromem SpectrumOrange (Cervena). a Sam¢i pachytenni jadro po FISH bez kompetitora. b
Mitoticka spermatogonialni metafaze po FISH bez kompetitora; Sipky ukazuji na chromosomy Z. ¢
Samici interfazni jadro po FISH bez kompetitora se sondou oznacenym W-chromatinem; W oznacuje
W-chromatin. d Sami¢i pachytenni jadro po FISH bez kompetitora; sonda silné¢ hybridizovala s
chromosomem W; WZ oznacuje pohlavni bivalent. e Samci pachytenni jadro po FISH s
kompetitorem. f Cast sami¢iho pachytenniho jadra po FISH s kompetitorem; bivalent WZ lze snadno
identifikovat dle hybridizac¢nich signalt po celé délce chromosomu W; WZ oznacuje pohlavni
bivalent. g Bivalent WZ pachytenniho oocytu po FISH s kompetitorem vykazujici silné hybridiza¢ni

signaly na chromosomu W; WZ oznacuje pohlavni bivalent. Métitko = 20 um.
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Obr. 6a-e. Southern hybridizace sekvenci CpZ6, CpZ11, CpZ13, CpZ24 a CpZ28 s genomovymi
DNA samic a samcl obalece jablecného, Stépenymi restriktazami ECORI a Pstl. Modré hroty Sipek
oznacCuji hybridizacni signaly sekvenci obohacenych na chromosomu W; cervené Sipky ukazuji na
hybridizacni signaly sekvenci chromosomu Z. a Motiv CpZ6 vykazuje nékolik vyraznych prouzki
v drahach se sami¢i genomovou DNA a né¢kolik o néco slabSich prouzkli v drahach DNA obou
pohlavi. b U motivu CpZ11 jsou patrné 3 silné a nékolik slabsich prouzkt lokalizovanych v drahach
se sami¢i DNA, ale pouze jeden silnéjsi prouzek v draze se sam¢i DNA. ¢ Motiv CpZ13 vykazuje
podobny vzor signalti u obou pohlavi; vyskytuji se zde i kopie obohacené na chromosomu W a
minimalné jedna kopie lokalizovana na chromosomu Z. d U motivu CpZ24 je patrné mnozstvi rizné
intenzivnich prouzkl v drahach se sami¢i DNA a malé mnozstvi slabych prouzki, které jsou spole¢né
pro samici i sam¢i DNA. e Sonda motivu CpZ28 hybridizovala vyrazné se samic¢i DNA, ale n€kolik
kopii se nachazi i na chromosomu Z; vyskytuji se zde i slabsi prouzky spolecné pro samic¢i i samci

DNA.
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