PRIRODOVEDECKA FAKULTA JIHOCESKE UNIVERZITY
V CESKYCH BUDEJOVICICH

Katedra genetiky

90900

Izolace, charakterizace a lokalizace ortologni
sekvence genu Notch (Drosophila) u obalece
jable¢ného, Cydia pomonella

Diplomova prace
Be. Vaclav Kiita
Skolitel: Prof. RNDr. FrantiSek Marec, CSc.

Ceské Bud&jovice

2011



Kata V., 2011: Izolace, charakterizace a lokalizace ortologni sekvence genu Notch u obalece
jable¢ného, Cydia pomonella [lsolation, characterization and localization of orthologous
sequence of the Drosophila Notch gene in codling moth, Cydia pomonella. Mgr. Thesis, in
Czech] — 39 p., Faculty of Science, University of South Bohemia, Ceské Budéjovice, Czech
Republic.

Annotation:

The codling moth, Cydia pomonella (Tortricidae) is a significant pest in apple orchards. In the
1990ies, a control programme using the Sterile Insect Technique (SIT) has been established,
based on bisexual releases of sterile insects into wild populations of this pest. Male-only
releases are not possible due to the lack of an efficient system to produce male-only
progeny. Recently, a new approach has been proposed for the development of genetic
sexing strains in Lepidoptera. It is based on insertion of a dominant conditional lethal

mutation of the Notch gene, derived from the N°%9!

allele of Drosophila, into the female W
chromosome by means of transgenesis. This study deals with isolation, characterization, and
chromosomal localization of a codling moth orthologue of the Drosophila Notch gene with
the aim to prepare a mutant sequence of the orthologue to be used in plasmid constructs for

germline transformation of this pest.

Financni podpora:
Prace byla financovana z grantu GACR ¢&. 523/09/2106 pfi Entomologickém dstavu BC AV CR
a z projektu GA JU ¢. 137/2010/P.

Prohlasuiji, Ze svoji diplomovou praci jsem vypracoval samostatné pouze s pouzitim pramenu
a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zdkona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zverejnénim své diplomové prace, a to v nezkracené podobé elektronickou cestou ve verejné
pristupné ¢asti databaze STAG provozované Jihoceskou univerzitou v Ceskych Budéjovicich
na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského prava k
odevzdanému textu této kvalifikacni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou
cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zédkona ¢. 111/1998 Sb. zvefejnény posudky
Skolitele a oponentl prace i zaznam o prubéhu a vysledku obhajoby kvalifikaéni prace.
Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikacni prace s databazi kvalifikacnich praci
Theses.cz provozovanou Narodnim registrem vysokosSkolskych kvalifikacnich praci a

systémem na odhalovani plagiatu.

V Ceskych Budé&jovicich, dne 2. 1. 2011

Vaclav Kita



Podékovani

Rad bych podékoval svému skoliteli za to, Ze mi umoznil praci na tomto tématu, pfi niZ jsem
si osvojil fradu cytogenetickych i molekularné biologickych metod. Déle bych chtél podékovat
koleglim, se kterymi jsem spolupracoval na jednotlivych dil¢ich ¢astech mé prace, predevsim
Radmile Capkové-Frydrychové a Mirce Sykorové, v neposledni Fadé také Martiné Dalikové a
Petru Nguyenovi, ktefi mi vidy ochotné poradili, kdyZ jsem si nevédél rady, a také ostatnim
¢lenlim laboratore za vytvoreni pfijemné pracovni atmosféry. Také chci podékovat viem
svym prateldm, a rodiné za podporu béhem mych studentskych let. Na zavér bych také rad
podékoval Grantové agenture za poskytnuti potfebnych finanénich prostredkd.



1. UVOD coouueeersssseesssssessssssssssssssssssssssssssssssasssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssassssesssssassssasssssssassssees 1
1.1. Regulace populaci hmyzich SKUAcl Metodou SIT ......ceeiiiiiiiciiirneeiiiiiicsssnneeriesisssssnnneesessssssssnnssssssssssssnnnenns 1
1.2. Genetickd SeParace PONIAVI........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnnnnns 2
1.2.1. Balancovan@ etAINT lINIE ...c.eieiiiiieeeeiie ettt st e e et e e s saa e e e st e e e et ae e ennteeesraeeeeas 3
1.2.2. POAMINENA 1EEAIITA . ..eeivieiiie ettt st sttt e st e e st e s be e sabe e sabeesabeesabeesabeesabeesaneens 4

1.3, GEN NOLCR eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 6
1.3.1. Struktura Proteinu NOTCR ......ciiiiiii e eee e e e e e tae e e st e e e e ata e e s easaeeesrsseee e staeesansseeessseeaans 6
1.3.2. SigNAINT drdha NOTCH .....ooiiiiee et s e st e st e s e e sanee s 8
1.3.3. MULANTNT @1E18 N8 e eee e es e sse s 10

2. CILE PRACE....co.octussssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssasssssssasssssssassssssssssssssssssssssssssssssasnnss 12

3. MATERIAL A METODIKA ....cvirrersrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesans 13

3.1. Material - obalec JableCny .......ccccvveeiiiiiiiiiiiiiiiiiierrrr s s aaas 13

3.2, SEKVENACNT ANAIYZA.....uueeeeriiiiiiiiineetiiiiiiinneeessiesssssssssesssssssssssnssesssssssssssnsssssssssssssnsssssssssssssnnssssssssssssnns 13
I I 2 = ot 2 A NSRRI 13
3.2.2. SYNTEZA CDNA ...t ettt e e et e e e et e e e e s baeeeebbeeesasaaeeaataeeeasstaeeaaasaaeeantaeeeasteeesanseaeeasreaaans 13
3.2.3. Navrhovani primer(i @ amplifikace PCR .........cooiiiiieiiiiieiie ettt st st e s sae e s eas 14
3.2.4. PUrifikace PCR PrOTUKLU .....cceciieii et ettt e ettt e et e e e e s ta e e e e ate e e seabaaeesabaeaeessaeesansaeeesaseeaanns 15
S T K 1 - ol TSP PP PPPP PPN 15
3.2.6. Transformace kompetentnich DaKEerii ........ccuviiiiiii i et e e s aaee e 16
3.2.7. 1zolace plazmidové DNA a ovéfeni pfitomnosti INZEItU ........ccoocveeeieiiiieeiie e 16
3.2.8. Sekvenovani PozitivRiCh KIONU..........ceiiiiiiice et rvee e et e e e et a e e s anaae e sareaaeas 17
I N oF- 1172 TEY=] 1Y) T SRR 17

3.3, KVaNTItativni PCR...coccccieereiiiiiiiiineeetiiiisssssnnsesssisssssssnssesssssssssssnnsesssssssssssnssssssssssssssnssessssssssssnnssssssssssssnns 17
3.3.1. EXrakce ENOMOVE DINA ....cooeiiiieieee ettt et e e e sttt e e st e e st e e e st aeeesateeesansaeeesnseeeeenssaeesnnseeesssseanans 18
3.3.2. KVaNtifiKaCni STrAtZIE ..oc.uvieeeeiiie ettt ettt e et e e et e e e s bt e e e e ttae e eeabaaeeeabaeaeenstaeeeensaaeessseaanns
I TR T S o] = 1Y - T =T | (SR
3.3.4. Vyhodnocovani vysledk(

3.4. Lokalizace genu Notch na chromosomech obalece jablecného metodou BAC-FISH ..........cccceeviiiiiininnnnnnns 19
I I o oY = 1V T Yo ] Lo VA SRR UR U 19
3.4.2. Vlastni prohledavani BAC KNINOVNY .........oiiioiiiiciiee ettt e s eee e stae e e e snaee e seaane e s snaeeeens 20
3.4.3. EXIrakCe BAC DINA ...ttt ettt ettt ettt ettt e sttt e e sttt e s bt e e s s a bt e e e e st e e e subbeessabbeeeestaeesnseeessabaeaeans 20
3.4.4. Znaceni SONAY Pro BAC-FISH .......cooiiiiiiiie ettt ee st ee e et e e eaee e e st e e e s ate e e ssasaaeesnsaeeesnsseeesenseeaesnseeanan 20
3.4.5. Priprava chromosomalnich preparatli.............cciiee et eeee e st e e e sate e e e aaaee e saaeaaeas 21
B ST VA =1 4 o T 017 oL T T2 T R 21

4. VYSLEDKY oovuueeesusssessssssssssssssssssssssssssssssesssssssesssssasesssssasssssssssssssssssssasssssssassssssssssssesssssneess 23

L Y=Y QYT Tl 1 T4 - 17 23

4.3. Lokalizace genu Notch na chromosomech obalece jablecného metodou BAC-FISH .........cccccovvcerrnenennnnnne. 26

5. DISKUSE .....eeererersssssssssssssssssessssssssssssssssssssssnssassnssssssssssssssssnssnssassassassassnssssassnssnssnssnssnssnnans 29

5.1. Charakterizace genu a proteinu NOtCh ........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiin e 29

5.2. LOKalizace S8eNU NOTCR .....ccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnrntisinssesre s sssse e s ss s sassss s s s sssssssnssessssssssssssnsnssssssssssnns 29

5.3. Pfiprava pro budouci transformaci obalece jablecného mutantni verzi genu Notch............ccccceverrrrecnnnnee 30

LT Y 0 35

7. LITERATURA....otmmmsmsmssssssssssssssssss s 36



1. UvoD

Obalec jable¢ny (Cydia pomonella, “codling moth“) je vyznamny motyli Skiidce malvicovych
plodd (jablek, hrusek a kdouli) a v nékterych oblastech i vlasskych ofech(l (Barnes 1991).
Drive byly volné Zijici populace obalece jable¢ného regulovany predevsim Sirokospektralnimi
insekticidy. Extenzivni pouZivani organofosfatovych a jinych Sirokospektralnich insekticid(
ale u obalece vedlo k vyvoji rezistence a kfiZzové rezistence na tyto chemikalie (Varela et al.
1993), nemluvé o negativnim dopadu na Zivotni prostiedi. Proto se zplsob regulace populaci
tohoto sSklidce presunul z chemickych metod na metody biologické, predevsim na techniky
pouzivajici sterilni jedince (“Sterile Insect Technique®, SIT) (Marec et al. 2005, Vreysen et al.

2010).

1.1. Regulace populaci hmyzich Skiidci metodou SIT

Obecné se jednd o metodu regulace volné Zijicich populaci Skodlivych druhd hmyzu,
zaloZzenou na masovych chovech sklGdcea nésledné introdukce velkého mnoiZstvi geneticky
sterilnich jedincl do volné Zijici populace. Sterility je dosazeno plisobenim ionizujiciho zareni,
které indukuje u ozarenych jedincd ¢etné chromosomalni zlomy, projevujici se nasledné jako
dominantné letalni mutace (Robinson 2002a). Tato metoda byla Uspésné aplikovana zatim u
dvou motylich druh(: u makadlovky Pectinophora gossypiella v USA (Staten et al. 1993) a
pravé u obalece jable¢ného. Po prvnich aplikacich SIT u obalece v letech 1976-78 (Proverbs
et al. 1982) byl vroce 1992 zahdjen rozsahly program regulace tohoto sklidce v udoli
Okanagan v Britské Kolumbii v Kanadé (Dyck et al. 1993, Bloem et al. 2000). Tento program
dosahl velmi dobrych vysledkl — béhem deseti let se pouzZivani insekticid( sniZilo o 82% a
podil jablofovych sadld nedotéenych obaleCem vzrostl ze 42% v roce 1995 na 91% v 1997
(Bloem et al. 2005). | pres tyto vyborné vysledky je snaha dale regulaci obaleci touto
metodou zefentivnit. Soucasnd metoda SIT aplikovana u obalece jable¢ného je totiz zaloZzena
na introdukci sterilnich jedincl obou pohlavi (“bisexual releases”). U hmyzich skidcl z fadu
Diptera vsak bylo experimentdlné prokazano, ze mnohem efektivnéjsi je vypousténi pouze
sterilnich samcuU (Renddn et al. 2004). Podobné i u obalecl Ize predpokladat, Ze vypousténi
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sterilnich samc( (“male-only releases”) by znamenalo redukci asortativniho parovani, zvysSeni
konkurenceschopnosti ozafenych samcl a v neposledni fadé také znatelné snizeni nakladd
(Marec et al. 2005). BohuZel u obalece jable¢ného, ani u Zadného jiného skldce z fadu
Lepidoptera, zatim nebyl vyvinut Zadny efektivni zplsob separace pohlavi, aplikovatelny v

podminkach masového chovu.

1.2. Geneticka separace pohlavi

Snaha o genetickou separaci pohlavi, hlavné eliminaci samic (nejlépe uz v embryondlnim
stddiu) a vytvareni kmenuU (“genetic sexing strains“, GSS) produkujicich pouze samce,
prameni nejen z Usili o zefektivnéni technik regulujicich populace hmyzich skidci metodou
SIT, ale nékdy také z Cisté ekonomickych zamérda. Je napfiklad znamo, Ze samec bource
morusového (Bombyx mori) produkuje o 20% vice hedvabi nez samice (Strunnikov 1987).

Prvni GSS pro SIT byly vyvinuty vr. 1994 u vyznacného Skidce citrusovych plodQ,
mouchy Ceratitis capitata. Sexingu u ni bylo dosazeno na zakladé dvou systému translokaci,
vazanych na samdi pohlavi — jeden zaloZzeny na barvé kukly (wp) a druhy na teplotni
senzitivité (ts/). U kmen0 tsl jsou samici zygoty jsou eliminovany vystavenim vyssi teploté.
Podminéna letalita samic je zpisobena homozygotni konstituci mutantni alely, kdeZzto samci
jsou zachranéni diky tomu, Ze maji divokou alelu daného genu translokovanou na
chromosom Y. U kmend wp jsou samci a samice separovany podle barvy kukly (Robinson,
2002b).

U motyll ale neni mozné pouzit podobné systémy genetické separace pohlavi jako u
dvoukfidlych. Je to dano tim, Ze motyli maji heterogametické samici pohlavi (typ Abraxas —
samci maji zpravidla pohlavni chromosomy ZZ, samice WZ). Dfivéjsi snahy o vyvoj
genetickych linii ¢ GSS, umoZnujici separaci pohlavi u motyld byly zaloZzeny na
mendelistickych postupech. Tyto snahy byly témér vyhradné omezeny na bource
morusového s cilem oddélit a masové chovat samci potomstvo kvili jiz zminéné vyssi
produkci hedvabi. Prvni tzv. “sex-limited” linie byly vytvoreny translokaci autosomalniho
genu pro néjaky viditelny znak (napf. barva vajicek nebo kokonu, fenotyp larvy) na

chromosom W pomoci ionizaéniho zafeni. Tyto znaky se pak dédily jen pres samiéi



potomstvo a separace samcl od samic pak byla provddéna manuelné podle fenotypu (viz

souhrnny prehled v praci Nagaraju 1996).

1.2.1. Balancované letdlni linie

Vroce 1975 byla navriena sofistikovanéjsi metoda (Strunnikov, 1975), zaloZend na
konstrukci balancované letalnich (BL) linii. Samci takovych linii jsou trans-heterozygotni pro
dvé nealelické, na chromosom Z vazané recesivni letalni mutace, nejlépe exprimované uz
v embryogenezi (jedna se o bodové mutace nebo malé delece indukované mutagenem jako
je napf. ethylmethansulfonat). Tyto dva letalni lokusy (napft. s/-1 a s/-2) by se mély nachazet
blizko sebe na chromosomu, aby se minimalizovala pravdépodobnost rekombinace mezi
nimi (mély by byt v silné vazbé). lonizujicim zatenim (napr paprsky y) je u samic indukovana
translokace ¢asti chromosomu Z na chromosom W, tzv. T (W;Z) translokace. Tato translokace
obsahuje standardni (funkéni) alely obou letdlnich lokusl, coZ samice chrani pred expresi
nékteré letalni alely. Polovina samciho potomstva zahyne uz béhem embryonalniho vyvoje,
protoze jedna z letdlnich alel je v homozygotnim stavu. PrezZivsi samci jsou ,balancovani” pro
dvé letdlni alely (BL samci). Produkce jednoho pohlavi (,,sexingu”) je dosazeno poté, co se BL
samci spari se samicemi divokého typu - produktem takového zkfizeni je témér vyhradné
samci potomstvo, samicky umiraji diky hemizygotnimu stavu jedné z letdlnich alel (Obr. 1).
Podle schématu V. A. Strunnikova byla napfiklad konstruovana komerc¢ni odrlda
bource morusSového zvand ,Platina Boy“. Pfi konstrukci této linie byl pro kazdy krok pouzit
geneticky marker lokalizovany na pohlavnim chromosomu Z pro usnadnéni detekce
indukovanych mutaci a T (W;Z) translokaci nutnych pro vytvoreni balancované letalnich linii
a pro usnadnéni jejich nasledného chovu. U bource byly konkrétné pouzity tfi pohlavné-
vazané markerové geny: os (prahledna klze larev), sch (Cokoladova barva téla nové vylihlych
larev) a e (prodlouZené télo larev) (viz souhrnny prehled v praci Traut et al. 2007). U jinych
motyll je vSak obtizné takovéto markery nalézt. Dalsi velkou nevyhodou této metody je
nutnost udrZovat v masovém chovu dvé linie, mutantni BL a divokou, a nutnost pravidelné
kontroly genetické struktury BL linie kvlli mozné rekombinaci a kontaminaci. Kromé bource
byly balancované letalni linie konstruovany i u zavijeCe moucného, Ephestia kuehniella
(Marec 1991, Marec et al. 1999). Avsak diky vySe uvedenym nevyhoddm metoda BL linii neni

pfilis vhodna pro produkci samct pro SIT v masovych chovech (Marec et al. 2007).
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1.2.2. Podminéna letalita

Problém udrzovéani obou linii by teoreticky vyresilo pouziti systému genetické separace
pohlavi, zaloZzeného na dominantni podminéné letalni mutaci (DCLM) na samic¢im
chromosomu W — DCLM by se dédila pouze matrilinedrné, samci by nenesli Zddnou mutaci,
byli by tedy divokého typu. Obecny princip podminéné letality je ten, Ze pfi permisivnich
podminkach nemda DCLM mutace Zzadny nebo ma jen nepatrny vliv na Zivot jedince, zatimco
pfi restriktivnich podminkach (napf. zména teploty) by pfitomnost DCLM alely znamenala
letalitu pro jedince, ktery ji nese (Obr. 2). Problém ale je, Ze motyli chromosom W
neobsahuje takika zadné geny (Traut et al. 2007, Marec et al. 2010), ve kterych by se dala
DCLM indukovat klasickou mutagenezi. Kromé toho u Zddného motyliho druhu dosud Zadna
DCLM izolovana nebyla (Marec et al. 2005).

Redenim tohoto problému by mohla byt transgenoze — vpraveni néjaké zndmé DCLM

pfimo do genomu cilového druhu prostrednictvim néjakého vektoru (Marec et al. 2005). U
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nékolika motylich druh( jiz bylo dosazeno Uspésné transformace zarodecné linie za poufZiti
konstruktu obsahujiciho jako vektor transponovatelny element piggyBac. Mezi tyto druhy
patfi napf. bourec morusovy (Tamura et al. 2000), makadlovka Pectinophora gossypiella
(Peloquin et al. 2000) a také pravé obalec jablecny (Ferguson et al. 2010).

Idedlni DCLM je mutace néjakého znamého genu, ktery je vramci hmyzu
konzervovany (aby byla aplikovatelna i u jinych druh(), nezbytny pro ontogeneticky vyvoj,
nejlépe exprimovany v embryogenezi a disponujici vysokym stupném dominance — jedna
kopie DCLM alely musi byt podminéné dominantni nad dvéma kopiemi normdlniho genu. To
je dalezité, protoze rekombinantni DNA se vloZi do ndhodného mista na chromosomu a pfi
nizkém stupni dominance by tyto inzerty nemusely prevaZit Gcinek normalniho
homologického paru alel u diploidniho pfijemce. Dle prace Marec et al. (2005) je vhodnym

kandiddtem mutace genu Notch (N°®*!), popsana u Drosophila melanogaster (Fryxell &

Ecrp
) v
G,: o UU Q Ui
zZ Z zZ W

permisivni podminky (teplota 25°C) restriktivni podminky (teplota 15°C)

EGFP EGFP
N NEST
G o UU ? Hi J UU ?
ZZ ZW

zZ Z Z W

Miller 1995).

samci pFipraveni letalni samice
k ozareni

Obr. 2 — Schéma konstrukce genetické sexing linie zaloZzené na dominantni podminéné letdlni mutaci
mutace genu Notch (N°®*), popsané u Drosophila melanogaster, vpravené na chromosom W
(upraveno podle Marec et al. 2005, 2007). W, Z — pohlavni chromosomy; EGFP — reportérovy gen pro
“Enhanced green fluorescent protein®“.



1.3. Gen Notch

Gen Notch byl poprvé popsan vr. 1917 T.H. Morganem u D. melanogaster podle
morfologické mutace projevujici se zafezem na cepeli kfidel. Teprve pozdéji bylo zjisténo, Ze
se jedna o velmi dulezity gen ovliviiujici fadu ontogenetickych procest (Welshons and von
Halle 1962). Proteinem Notch zprostfedkovana signalni draha je v ramci mnohobunéénych
zZivocichli evolu¢né konzervovany mechanizmus mezibunécéné komunikace, ktery ma zasadni
vyznam pfi diferenciacnich procesech v zarode¢ném vyvoji a homeostazi tkani u dospélct
(Gordon et al. 2008). To dokazuje embryondini letalita spojend s poruchami signalizace
Notch u mnohych modelovych organismu, jakymi jsou Caenorhabditis elegans, Drosophila a
mysS (Gordon et al. 2008), ale i rGzné typy vyvojovych anomdlii a rakovin u ¢lovéka jako
napriklad Alagilldv syndrom, spondylokostalni dysotdza, mozkova autosomalné dominantni

arteriopatie, akutni lymfaticka leukémie T bunék nebo TFAS syndrom (Tsien et al. 2009).

1.3.1. Struktura proteinu Notch

Notch je transmembrdnovy receptor s heterodimerni modularni strukturou, slozeny
z extraceluldrni, kratké transmembranové a intraceluldarni domény, které jsou spojené Ca-
dependentni nekovalentni vazbou.

N-termindlni extraceluldrni doména (ECD/ECN) obsahuje u drozofily asi 1700
aminokyselin (aa) je u drozofily tvofena 36 repeticemi bohatymi na cystein, vykazujici
podobnost s epidermalnim rdastovym faktorem (EGF, “epidermail growth factor-like
repeats”), a regionem negativni regulace (NRR). Kazda “EGF-like” repetice ma okolo 38
aminokyselin (aa) a jeji terciarni strukturou je ohyb (“fold”) slozeny z dvouvldknového
antiparalelniho beta listu a predevsim Sesti konzervovanych cysteinovych zbytkd, které tvori
tfi pary disulfidickych vazeb. Vétsina ,EGF-like” repetic ma N-terminalni vazebné misto pro
vapnik. Vazba vapnikového kationtu je totiz duleZita pti interakcich protein-protein. Ma se za
to, Ze gen vznikl opakovanou tandemovou duplikaci téchto DNA jednotek. Kromé savdich
rastovych hormont jsou tyto opakujici se segmenty homologni s ¢astmi srazecich faktora IX
a X u savcl (Kidd et al. 1986) a zarodecnymi proteiny Lin-12 (14 repetic) a Glp-1 (11 repetic)
u C. elegans. NRR se sklada ze tfi LNR (Lin-12/Notch, NL) domén (slozenych z repetic



bohatych na cystein) a heterodimerni domény (HD), a obsahuje stépné misto pro furin (S1) a
metaloprotedzu (S2) (Gordon et al. 2008).

Intraceluldrni (cytoplazmaticka) doména (ICD/ICN, u drozofily asi 900 aa) obsahuje N-
terminalni doménu RAM, ankyrinovou doménu (ANK), variabilni transaktiva¢ni doménu a C-
termindlni motiv PEST. Doména ANK obsahujici 7 ANK repetic (homolognich s cdc10/SWI6
repeticemi — sekvencemi vyskytujicich se u nékterych protein-protein interakci) je
nejkonzervovanéjsi oblasti ICD a je nezbytna pro funkci celého receptoru. Kazda tato
repetice je asi 33 aa dlouhd, sloZend do paru antiparalelnich helix, nasledovanych beta-
vldsenkou, kterd navazuje na dalsi repetici (Gordon et al. 2008). Motiv PEST se vyznacuje
vysokou koncentraci prolinu, glutamové kyseliny, aspartatu, serinu a threoninu, a reguluje
zménu konformace ICD po aktivaci. Struktura proteinu Notch u rdznych modelovych druh( je

zobrazena na Obr. 3.
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Obr. 3 — Organizace jednotlivych domén receptoru Notch (A) a ligand( z rodiny DSL (B) u drozofily,
¢lovéka (savci maji 4 proteiny Notch) a C. elegans (upraveno podle Gordon et al. 2008). Viz kap. 1.3.1.
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1.3.2. Signalni draha Notch

Aktivace proteinem Notch zprostfedkované signdlni drahy je zahdjena prostrfednictvim
ligandl (Delta/Serrate/LAG-2) rodiny DSL (Fehon et al. 1990). Jednd se vesmés o jiné
transmembranové receptory, proto aktivace této drahy probiha prostfednictvim kontaktu
dvou bunék. Drozofila disponuje dvéma ligandy, Delta a Serrate; u savcll jsou obdobné
ligandy: 3 Delta-like (DIl 1, 2 a 4), 2 Jagged (misto Serrate) a mnoho dalSich, napr.
F3/contactin. Ligandy DSL maji na N-konci konzervovany modul MNNL (“module at the N-
terminus of Notch ligands”), u C. elegans se vSak tento modul nevyskytuje. Dale ndsleduje
doména DSL bohatd na cystein, nasledovand radou repetic “EGF-like”, tvoficich
transmembranovy segment. Serrate a Jagged také obsahuji doménu bohatou na cystein mezi
“EGF-like” repeticemi a transmembranovou doménou, zatimco ligandy Delta ne (Gordon et
al. 2008).

Vazba ligandu DSL na extracelularni doménu Notch zahajuje proces zvany regulovana
intramembrdnova proteolyza (RIP), ktery zahrnuje dvé proteolytickd stépeni (Gordon et al.
2008). PFi prvnim sStépeni metaloprotedza TACE (“Tumor Necrosis Factor Alpha Converting
Enzyme”) z proteinové rodiny ADAM Stépi protein Notch vné membrany na specifickém
misté (S2) (Brou et al. 2000); tim se tato vnéjsi ¢ast uvolni, zlistane navadzana na ligand a
tento komplex je pak endocytovan burikou prezentujici ligand. Nasleduje druhé Stépeni:
enzym y-sekretdza $tépi zbytek proteinu v misté S3/4 na vnéjsi strané v oblasti NEXT (“Notch
external truncation”) (De Strooper et al. 1999). To uvolni intraceluldrni ¢ast proteinu Notch
(ICN), jez nasledné putuje do jadra, kde nakonec aktivuje komplex transkripénich aktivator(
(Jarriault et al. 1995), napt. na hes 1 (“Hairy and enhancer of split 1“) promotoru, a tim
padem expresi genl nachdzejicich se ve sméru 3‘ (Obr. 4).

Tento aktivacni komplex (“Notch ternary complex”, NTC) je tvoren faktorem ICN
(N™), CSL (“C-promotor-binding factor” - CBF1/RBPJk u savcd, “suppressor of hairless” -
SuH u much a LAG-1 u C. elegans) a koaktivatorem z proteinové rodiny Mastermind
(MAM/LAG-3/MAM:-like u savcll) (Gordon et al. 2008). Aktivace transkripce na vazebnych
mistech CSL také zdvisi na Ucasti pridavnych koaktivatort p300 (E1A vazajici protein) a CBP
(CREB vazajici protein) (Gordon et al. 2008). CSL ma 3 domény: RHR-N, BTD a RHR-C. Nejprve
dojde kvysoce afinitni interakci mezi doménou RAM proteinu Notch a doménou BTD

proteinu CSL. Tento krok umozni naslednou nizkoafinitni interakci domény ANK s doménami
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RHR (Gordon et al. 2008). Vznikne tak kompozi¢ni misto pro vazbu MAM v komplexu
s CBP/p300. Aktivitu CSL ovliviiuji nékteré proteiny, které také vazou intracelularni doménu
Notch - Deltex (Dx), Numb, Dishevelled (Dsh) a Hairless (Wesley & Saez 2000). Deltex
pfispiva drdze zprostredkované komplexem ICN-CSL (Matsuno et al. 1995), zatimco Numb,
Dishevelled a Hairless na tuto drahu plsobi antagonisticky.

Béhem embryogeneze drozofily se tvofi dvé formy proteinu Notch. Pfi lateralni
inhibici se vytvari nezkrany protein Notch (Nfull), ve stadiu nasledujicimu po laterdini inhibici
(kdyZ se zacina vytvaret centrdlni nervova soustava, CNS) se tvofi proteiny Notch, kterym
chybi C-terminalni ¢ast od konce domény ANK (NACterm). Tento zkraceny receptor, ktery
nema vazebna mista pro Dishevelled, jedno ze dvou pro Numb a PEST sekvenci, pak muze
slouzit jako receptor jen pro Deltex (Wesley & Saez 2000). Bunky s receptory Nfull vykazuji
vysokou hladinu signalizace Notch, spousti expresi genl E(spl)C (“Enhancer of split
complex”), zastavi expresi protoneurdlnich genl “Achaete scute complex” a stavaji se
epidermalnimi prekurzorovymi burikami (EPC). Bunky produkujici velké mnoZstvi NACterm
vykazuji nizkou hladinu Nfull a slabou Notch signalizaci, nespusti se u nich exprese E(spl)C,
zato u nich pokracuje exprese genld “Achaete-scute complex” a stanou se neuralnimi

prekurzory (NPC) (Artavanis-Tsakonas et al. 1999, Wesley & Mok 2003).
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V embryonalnim stddiu je tedy aktivita Notch dulezZitda zejména pro diferenciaci
ektodermu a vzasadé urcuje, zda se ektodermalni burika diferencuje v neuralni nebo
epidermalni prekurzor, pficemz rozhodujici je pomér mnozstvi Nfull / NACterm. Buriky s vyssi
hodnotou pomeéru jsou schopny akumulovat protein CSL, ¢imZ se zvysSi pfistup tohoto
proteinu pro Nfull, a to ma na principu pozitivni zpétné vazby za ndsledek dalsi zvySeni
mnozstvi CSL. Tim je zajisténa stabilni signalizace Notch v epidermalnich burnkach. Naproti
tomu u bunék s nizsSim pomérem Nfull / NACterm je sniZzena pfistupnost CSL pro Nfull a diky
negativni zpétné vazbé je pak mnoZstvi CSL a Nfull jeSté vice snizeno. Nakonec signalizace
Notch v téchto bunkach uUplné vymizi a stanou se z nich buniky NPC (CNS) (Wesley & Mok
2003).

1.3.3. Mutantni alela N°%&!!

U drozofily bylo (vétSinou rentgenovym zarenim) indukovano nékolik mutaci lokusu Notch za
ucelem zmény struktury exprimovaného proteinu. Fenotypové projevy téchto mutaci, napf.
pritomnost vySe zminénych vroubkl na kfidlech, mnozZstvi hrudnich chloupkd, usporadani
omatidii a dalsi znaky souvisejici s vyvojem nervového systému, ale predevsim letalita, byly
studovany jak v homozygotni, tak heterozygotni konstituci (Lyman et al. 1993).

““““““ 60911 jedna se o dominantni zesilujici (“gain-
of-function”) mutaci, zpUsobenou nukleotidovou substituci (Ser—=>Gly na pozici 2257) a

¢estnactinukleotidovou deleci T442-A154%7

. Delece zpusobuje v intracelularni doméné posun
¢teciho rdmce, coZz ma za nasledek ztratu casti intracelularni domény, zahrnujici motiv PEST.
Doména ANK vsak z(stdva zachovana, coz pravdépodobné zplsobuje dominanci. Mutantni
alela N° m3 totiz intraceluldrni doménu deletovanou Uplné a chové se pak jako neplatna
alela, Cili nulovd mutace (Lyman et al. 1993). Struktura proteinu kddovaného touto alelou je
zobrazena na Obr. 5.

o) vey s s v , , . 11
DlleZité je, ze zkracend verze proteinu mutace N°%

je pak teplotné senzitivni —
heterozygotni embrya drozofily drzena v teploté pod 20°C hynou (Fryxell & Miller 1995).
Tato mutace ma tedy za nasledek chladové podminénou letalitu, a to pfinejmensim ve dvou

raznych vyvojovych stadiich — v embryonalnim a larvalnim/kukelnim. Diky tomu, Ze NI
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mutace zplsobuje dominantni, teplotné zavislou letalitu, se zdd byt vhodna jako DCLM

mutace pro genetickou separaci pohlavi.

—
: ——— | RaM
EGF-like repeats LNR HD | /=5 ANK PEST
Notch
NRR TM
EGF-like repeats LNR HD | PAM ank

6011

Obr. 5 — Porovnani proteinovych sekvenci kéddovanych standardni alelou genu Notch a mutantni
alelou N°®*. u Drosophila melanogaster (struktura standardni vlohy prevzata z prace Gordon et al.
2008; schéma mutantni alely pfipraveno dle popisu v praci Lyman et al. 1993). Viz kap. 1.3.3. pro

vvvvv
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2. CiLE PRACE

Jak jsem zminil v ivodu, pro regulaci obalece jableéného v komercnich jablofiovych sadech v
Britské Kolumbii (Kanada) byla zavedena a je stdle pouZivdna metoda SIT, zaloZenad na
masovém chovu tohoto sklidce, sterilizaci zafenim a nasledném vypousténi sterilnich jedinca
obou pohlavi do jeho populaci. Velky Uspéch této nechemické a druhové specifické metody
zvysil zajem o zavedeni SIT proti obaledi jable¢nému i v fadé dalSich zemi (Vreysen et al.
2010). Jednou z cest jak zvysit efektivitu této metody je produkce a vypousténi pouze samc(.
K tomu je vSak nezbytné nalézt zplsob, jak dosahnout ,sexingu” (oddéleni pohlavi) uz v
zarodecném vyvoji, tedy jak eliminovat samici potomstvo béhem embryogeneze. Slibnym
reSenim se zda byt vpraveni genu Notch, upraveného podle podminéné (konkrétné

60911 7 drozofily do sami¢iho chromosomu W.

chladové) letdlni mutantni alely N
Pfredpokladem k potencidlnimu Uspéchu je fakt, Ze transgenoze zarodecné linie obalece
jable¢ného jiz byla Uspésné provedena (Ferguson et al. 2010). Cilem mé prdace bylo pfipravit
vse potrfebné pro budouci transformaci obalece jableéného podminéné letalni mutantni
alelou jeho vlastniho ortologu genu Notch (v tomto pripadé tedy mluvime o cisgenozi).

K dosaZeni tohoto cile byly navrieny tyto dil¢i kroky. V prvni fadé bylo zapotrebi
izolovat ortolog genu Notch z genomu obalece jable¢ného, osekvenovat jej a charakterizovat
jeho strukturu. V dals$im kroku bylo tfeba na zdkladé ziskané a charakterizované sekvence

v ’ , ; 11
uréit Usek ortologni s mutantni alelou N°%

drozofily a tento uUsek poté zaklonovat pro
pouziti do pfipravovaného konstruktu pro transformaci obalece. Poslednim krokem bylo
ziskani nezbytnych fyzickych charakteristik genu Notch v genomu obalece jable¢ného jednak
nepfrimo zjisténim poctu jeho kopii pomoci realtime PCR a dale pfimou lokalizaci tohoto

genu na chromosomech metodou BAC-FISH.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Material - obalec jable¢ny

Jako materidl pro mou praci byl pouZit laboratorni kmen Krym-61 obalece jable¢ného (Cydia
pomonella) z ¢eledi Tortricidae, jeho? chov je zaveden na Entomologickém Ustavu BC AV CR.
Detaily o ptivodu tohoto kmene a podminkach jeho chovu jsou uvedeny v praci Fukova et al.
(2005). Karyotyp obalece sestava z 56 chromossomU (2n), takZe v meiotické profazi I
spermatocytll a oocytll se tvofi 28 bivalentd. Chromosomové urceni pohlavi je WZ/ZZ,

samice jsou heterogametické.

3.2. Sekvenacni analyza

Jako templdt pro sekvenacni analyzu genu Notch obalece jable¢ného slouZila jeho cDNA,

syntetizovand podle RNA.

3.2.1. Izolace RNA

K izolaci celkové RNA byla pouZita souprava “RNA Blue“ (Top-Bio, Praha, CR). Pro kaidou
izolaci byla pouZzita jedna kukla (cca 100 mg), kterd byla homogenizovana v 1 ml RNA Blue.
Nasledovala fazova separace pomoci chloroformu a precipitace izopropylalkoholem a 75%
etanolem. Pro eliminaci potencidlni kontaminace DNA, bylo provedeno oSetfeni DNazou |
(USB Corporation, Cleveland, OH, USA). Konecny vytéZzek RNA byl ziskdn naslednou

precipitaci smési fenol-chloroform-isoamylakohol a nasledné isopropanolem.

3.2.2. Syntéza cDNA

K syntéze prvniho vlakna cDNA byla pouZita souprava SuperScript Ill Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). V reakéni smési (o celkovém finalnim objemu 80 ul) bylo jako

templat pouzito pfiblizné 5 pg celkové RNA, byly pfidany 2 ul Oligo dT (100 uM) a 4ul dNTPs
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(10 mM). Smés byla inkubovdna 5 min. pfi teploté 65°C a poté ochlazena na ledé. Po
denaturaci bylo pfidano 16 ul 5x ,First-strand pufru, 4 pl 0,1M DTT, 4 pl “Superase-In“ (20
U/ul) a 4 pl reverzni transkriptazy SuperScript Il (200 U/ul). Smés byla nejprve inkubovana 5
min. pfi 25°C, a poté 50 min. pfi 50°C. Reverzni transkriptdza byla poté inaktivovdna
vystavenim teploté 80°C na 5 min. Pro eliminaci zbylé RNA bylo do smési pfidano 0,5 pl
RNazy H (60U/ul) a smés byla inkubovana 20 min. pfi 37°C. RNaza H byla nakonec

inaktivovana inkubaci pfi 65°C na 20 min.

3.2.3. Navrhovani primerd a amplifikace PCR

Pro ziskani prvni sekvence ¢asti ortologu genu Notch obalece jablecného jsem poufil
degenerované primery, které jsem navrhl na zakladé srovnani konzervovanych oblasti genu
Notch drozofily a bource morusového. Drozofila a bourec jsou evoluéné pomérné vzdalené
druhy, takZe jsem pocital jen s minimalni pravdépodobnosti, Ze Useky konzervované v ramci
téchto dvou druh( se budou u obalece jablecného lisit. Srovnavani sekvenci a navrhovani
primerd jsem provadél in silico za poutZiti aplikaci v rdmci souboru programi Lasergene 8
(DNASTAR, Inc., Madison, WI, USA). Mezi vysoce konzervovanymi Useky v rdmci ankyrinové
domény jsem vyhledal ty, které obsahuji co nejméné aminokyselin kddovanych velkym
poctem kodonU (jako Arg, Ser, Leu atd.), a v téchto Usecich jsem poté navrhl degenerované
primery. Takto jsem ziskal prvni ¢ast sekvence ortologu genu Notch obalece jable¢ného, ze
které jsem mohl vychazet. Ddle jsem postupoval pomoci modifikované PCR, tzv. “targeted
gene walking” (Paker et al., 1991), ktera slouzi k amplifikaci neznamych ¢asti genu
sousedicich s kratkou znamou sekvenci. PFi rozsifovani znamé sekvence smérem k 3‘ konci
jsem tedy pouZil specificky forward primer (“targeted primer”) v jiz osekvenované c¢asti a
degenerovany reverse primer (“walking primer”) v dosud neznamé ¢asti nachazejici se ve
sméru Cteciho ramce. Seznam vsech pouzitych primer( je uveden v Tab. 1.

Reakéni smés (10 pl) sestavala z 10 nm u kazdého primeru, 0,5 U “Hot Start PCR”
(TaKaRa Ex Taq HS, Takara, Otsu, Japonsko) polymerazy (jejiz aktivita je zahdjena az pti 92°C
v prvnim kroku PCR) a 50-100 ng templatové DNA. V pripadé degenerovanych primer( bylo
pouzito 100 nm u kazdého primeru. Teplotni profil PCR sestaval z po¢atecni denaturace pfi

94°C po dobu 3 min. a 35 cykl( zahrnujicich denaturaci po 30 vtefin pfi 94°C, nasednuti
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primerd po 30 vtefin a prodluZovani primerl po 2 min. pfi 72°C. Zavérec¢né prodluzovani
primer0 trvalo 3 min. pfi 72°C.

Pokud jsem pouzival specifické primery, teplota nasedani primer( (“annealing
temperature”, Ta) byla uréena podle pravidla Ta = Tm — 5°C (Tm — “melting temperature”
dle Udaje od vyrobce Generi Biotech, Hradec Kralové, CR). Pokud jsem pouzival kombinaci
dvou degenerovanych primer( nebo kombinaci specifického a degenerovaného primeru,
stanovil jsem optimalni teplotu pomoci tzv. gradientové PCR — reakce byla rozdélena do
nékolika zkumavek, pficemz pro kaidou zkumavku byla nastavena jind teplota nasedani
primerd. Seznam pouzitych primerd spole¢né soptimalni teplotou nasednuti (u
degenerovanych primerd zjisténou empiricky) je uveden vTab 1. Ke gradientové PCR
amplifikaci jsem pouzival termocycler Eppendorf Mastercycler epgradient S.

Produkty PCR byly analyzovdny na 1% agarézovém gelu, pricemz jejich
elektroforetickd separace probihala pti napéti 50 — 80 V. Poté byl gel nabarven v roztoku

ethidium bromidu nebo GelRed po 15 min. a vizualizovan v UV transiluminatoru.

3.2.4. Purifikace PCR produkt(

Pokud byl na gelu zjiStén produkt odpovidajici predpokladané délce, byla PCR zopakovéna,
tentokrat s optimalni teplotou nasednuti primerl (pfi niz nedochdzelo ke vzniku
nespecifickych produktl) a v reakci o celkovém objemu 20 nebo 30 pl. Po elektroforetické
separaci a obarveni gelu v ¢erstvém roztoku ethidium bromidu nebo GelRedu byl pod UV
lampou pfFislusny prouzek vyfiznut a precistén na kolonce za pouziti soupravy Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA). Koncentrace precisténé DNA poté
byla zmérena na fluorometru Hoefer DyNA Quant 200 (Amersham Biosciences,

Buckinghamshire, UK).

3.2.5. Ligace

Pro ligaci fragment(i DNA do bakteridlniho vektoru byl pouzit systém “pGEM-T Easy Vector

System“ (Promega), ve kterém se kligaci vyuzivda T presah na koncich inzertu. Na jednu
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reakci (10 ul) byly pouzity 3 U T4 ligdzy, 50 ng vektoru pGEM-T Easy a mnoZstvi DNA inzertu

zavislé na jeho délce a na poméru mnozstvi inzertu ku vektoru (cca 20 — 50 ng).

3.2.6. Transformace kompetentnich bakterii

K transformaci byly pouZzity kompetentni buriky E.coli DH5a. K 2 ul ligaéni smési jsem pfidal
50 ul kompetentnich bunék. Smés byla inkubovdna 30 min. na ledé a samotna transformace
probéhla pomoci tepelného Soku — tak, Ze jsem burky vystavil 42°C na 90 sek a pak je rychle
prenesl na led. Ke smési jsem poté pridal 800 ul tekutého LB média (slozeni: 10 g trypsinem
natraveného peptonu, 5 g kvasni¢ného extraktu, 10 g chloridu sodného, 15 g agaru, 1|
H,O; sterilizovovano v autokldvu 30 min. pfi 120°C) bez antibiotik a nasledné jsem smés
nechal inkubovat 45 min. pfi 37°C. Na kazdou pfipravenou Petriho misku jsem nanesl 40 pl
ampicilinu (50 plg/ul), 14 pl X-Gal (50 pg/upl) a 70 pl 100mM IPTG (isopropyl B-D-1-
thiogalaktopyranosidu). Poté jsem na kazdou Petriho misku nalil cca 20 ml 1,5% agarového
LB média.

Na takto pfipravené misky jsem poté vysel 150 pl bakteridlni smési. Nasledovala
inkubace cca 17 hodin pfi 37°C. Selekce transformant(i byla zajisténd genem pro
ampicilinovou rezistenci na plazmidu pGEM-T Easy, selekce pozitivnich rekombinant( pak
probihala vizudlné — diky tomu, Ze byl inzertem pferusen gen pro zpracovani X-Gal, mély
rekombinantni kolonie bilou barvu. Vybrané bilé kolonie jsem sterilnim paratkem inokuloval

do 3 ml tekutého LB média s ampicilinem a nechal je kultivovat 12 hodin za stalého tfepani.

3.2.7. Izolace plazmidové DNA a ovéreni pfitomnosti inzertu

K izolaci plazmidi z pozitivnich klont byl pouZit QiaPrep Spin Miniprep Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, SRN). Ovéreni zaklonovani spravného fragmentu jsem poté provedl restrikénim
Stépenim EcoRl. Jedna reakce (10 pl) obsahovala 1 pl H pufru, 2 U EcoRl,takové mnoZstvi
plazmidové DNA, aby v reakci bylo minimalné 50 ng inzertu, smés byla doplnéna H,O do 10
pl. Reakce probihala 1 hod pfi 37°C, poté byla provedena elektroforeticka separace na 1%
agardzovém gelu a poté na elektroforeogramu ovérena pfitomnost fragmentu poZzadované

velikosti.
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3.2.8. Sekvenovani pozitivnich klonu

Sekvenovani pozitivnich klonl bylo provadéno v Laboratofi genomiky pfi Biologickém centru
AV CR v Ceskych Budéjovicich. K sekvenaci byl pouzit ABI Kit 3.1 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) a univerzalni primery M13F a M13R, komplementarni k sekvencim, které se
nachdzeji po stranach inzeréniho mista v plazmidu pGEM-T Easy. K sekvenovani jsem dodal
cca 150 ng DNA, doplnéné H,O0 na celkovy objem 7,5 pl. Pokud jsem nechtél znat sekvenci
koncovych casti inzertu ale jeho vnitini ¢asti, ohraniené jiz zndmymi sekvencemi, pridal

jsem jesté do smési specifické primery (2,5 pmol).

3.2.9. Analyza sekvenci

Pfi pouziti univerzalnich M13 primerld jsem nejprve ziskané sekvence zbavil krajnich
plazmidovych usekd pomoci internetového nastroje VecScreen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html) a identifikoval je v databazi
GenBank NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) pomoci algoritmu , blastn“. Sekvence
jsem zpracovaval v aplikaci SeqBuilder a srovnaval je se sekvencemi genu Notch drozofily a
bource morusového v programu MegAlign prostrfednictvim algoritmu ClustalW. Aplikace

SeqgBuilder a MegAlign jsou soucasti softwarového souboru Lasergene 8 (DNASTAR).

3.3. Kvantitativni PCR

Pro zjiSténi, zda se gen Notch nachazi na autosomu nebo chromosomu Z, jsem poufZil
kvantitativni PCR (realtime PCR, qPCR) ke srovnani relativniho poctu kopii genu v genomu
samce a samice. K tomuto ucelu se qPCR velmi dobfe hodi, nebot autosomalni gen by mél
vykazovat stejny pocet kopii u obou pohlavi, zatimco gen lokalizovany na chromosomu Z by

mél u samic vykazovat jen jednu kopii oproti dvéma kopiim v genomu samce.
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3.3.1. Extrakce genomové DNA

Jako templat pro kvantitativni PCR slouzila genomova DNA (gDNA) izolovand z imag samcul a
samic obalece jable¢ného pomoci DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). Pfed extrakci byla
jedinciim odstranéna kfidla a samicky byly zbaveny zadeck(, pro zamezeni potencialni
kontaminace samci DNA oplodnénych vajicek. Pro kazdou extrakci bylo pouZito 20 mg tkané.

Pro dosazeni co nejvyssi objektivity byly provedeny tfi nezdvislé extrakce samcii samici DNA.

3.3.2. Kvantifika¢ni strategie

Provadél jsem relativni kvantifikaci, tj. srovnani amplifikace cilového genu vzhledem
k amplifikaci interni kontroly. Jako interni kontrolu jsem si zvolil autosomalni gen pro
elongacni faktor EF1a, “housekeeping” gen se stdlou expresi a znamym poctem kopii
v genomu. Pouzil jsem dva pary specifickych primert — jeden par pro gen Notch a druhy par
pro referencni gen EFla. Primery byly zvoleny tak, aby jejich produkt mél délku cca 150
nukleotidll. Primery specifické pro ortolog genu Notch obalece jablecného jsem navrhl na
zakladé znamé sekvence ziskané pri predchozi sekvenaéni analyze. Pro navrieni specifickych
primerd pro ortolog EFla obaleCe byly nejprve navrieny degenerované primery podle
sekvence ortologu bource morusového a poté byl produkt osekvenovan a ovéren

reamplifikaci pomoci specifickych primer.

3.3.3. Pfiprava reakce

Reakce byly nanaseny na PCR mikrodesticku Hard Shell s 96 jamkami (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). Na jednu dil¢i reakci (25 pl) pfipadlo 5 pl DNA (20 ng/ul), 1 ul (10 nm) kazdého primeru
a 12,5 ul fluorescenéni smési 2x SYBRgreen (Invitek, Berlin, SRN)), doplnéné vodou. Pti kazdé
PCR byly pro kazdy typ primeru pouzity tfi nezavisle izolované templaty samci i samici DNA.
Reakce se stejnou templatovou DNA byly navic rozdéleny do triplikatd pro eliminaci
potencialnich odchylek vzniklych nepfesnym pipetovanim ¢i chybami ve vlastni reakci. Po
naneseni vSech reakci byla vrchni strana desticky zapeceténa félii Microseal B Film (Bio-Rad).
Vlastni PCR probihala na pfistroji termocykleru C1000 Thermal Cycler s nastavcem CFX96

Real-Time System (Bio-Rad). Reakce probihala v reZimu 3 min (95°C) —39x [30 s (94°C) - 30 s
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(58°C) — 30 sek (72°C)] — 15 sek (95°C). Na zaveér reakce se teplota postupné zvysSovala z 65°C
na 95°C 0 0,5°C kazdych 5 sek.

3.3.4. Vyhodnocovani vysledk

Vystupni data byla uloZena v programu CFX Manager (Bio-Rad) a statisticky vyhodnocovany

v programu Microsoft Excel. Hodnoty Ct jednotlivych triplikatd byly zpridmérovany a pomér

CtEFla

poctu kopii (R) obou genl byl vypocten podle vzorce (na zdkladé srovnani

ZaNotch

amplifikacnich produktl ziskanych konvenéni PCR s primery pro cilovy a referencni gen, jsem
predpokladal pfiblizné stejnou efektivitu obou parl primerd). Nasledné byly zprimérovany
poméry poctl kopii pro vSechny tfi pouzité templaty. Nakonec byl porovnan celkovy pramér

pomérl poctu kopii u sam¢i a u samici DNA.

3.4. Lokalizace genu Notch na chromosomech obalece jablecného metodou BAC-FISH

Pro pfimou lokalizaci genu Notch bylo nejprve nutné vyselektovat prislusny bakteridlni klon
z BAC (”Bacterial Artificial Chromosome®) knihovny obalece jable¢ného, ktera je k dispozici
v Laboratofi molekularni cytogenetiky pfi Entomologickém utstavu BC AV CR. Knihovna je
tvorena fragmenty genomu obaleCe jablec¢ného, zaligovanymi do vektorli pECBAC1
Vyselektovany BAC klon, obsahujici ortolog genu Notch, byl pak pouZit jako sonda pro
mapovani na chromosomech obale¢e modifikovanou verzi fluorescencni in situ hybridizace,

tzv. BAC-FISH (Yoshido et al. 2005).

3.4.1. Ptiprava sondy

Jako sondu pro prohledavani BAC knihovny jsem pouzil vzorek rekombinantni plazmidové
DNA, obsahujici ¢ast sekvence ortologu Notch obalecCe jable¢ného, ziskany pfi provadéni
sekvenacni analyzy. Sonda byla znacena prostfednictvim PCR alkali-labilnim digoxigeninem

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, SRN). Znacici reakce (30 pl) obsahovala 3 pl 1x Ex Tag
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pufru, 2,4 ul smési nukleotid (0,08 mM dGTP, dCTP, dATP, 0,052 mM dTTP a 0,028 mM DIG-
11-dUTP), 1,5 ul 0,5 uM univerzalnich primert M13-26 a M13-24, cca 4 ug plazmidové DNA a
0,25 ul Takara Ex Tag HS polymerazy. Pfi PCR reakci byla pouZita teplota nasedani primer(
57°C. Pro purifikaci naznacené sondy jsem poufil kit lllustra ProbeQuant G-50 Micro Columns

(GE Healthcare, Buckinghamshire, UK).

3.4.2. Vlastni prohledavani BAC knihovny

Identifikace pozitivniho BAC klonu byla provedena pomoci hybridizace sondy znacené alkali-
labilnim digoxigeninem na tzv. “high-density colony filter”, coZ je specialni Hybond-N+
nylonovda membrana, na kterou byly naneseny dvé kopie od kazdého klonu knihovny (viz
Dalikova 2009). BAC klon, ktery hybridizoval se sondou, bylo moZzné na membrané detekovat
jako dvojici signalli. Podle soufadnic na membrané a vzajemné polohy obou signald bylo

mozné urcit desticku BAC knihovny, ve které se dany klon nachazi.

3.4.3. Extrakce BAC DNA

Pfedchozi hybridizaci vytipovany BAC klon byl pfenesen na pevné LB médium
s chloramfenykolem a poté byl inokulovdn do 100 ml LB média s 2,5 mg chloramfenykolu.
K extrakci BAC DNA byl pouzit Plasmid Midi Kit (Qiagen, Venlo, NL). Pro ovéreni pfitomnosti
genu Notch v BAC klonu byla provedena PCR s primery specifickymi pro ortolog genu Notch

obalece jable¢ného a vznikly produkt byl nasledné sekvenovan.

3.4.4. Znaceni sondy pro BAC-FISH

Znaceni ziskané BAC DNA jsem provedl metodou “nick” translace. Znacici smés (20 ul)
obsahovala 1 ug BAC DNA, 1 pl 50x dNTP smési pro znaceni dUTP, 0,7 pl fluorochrom-dUTP,
4 ul 5x Nick Translation Mix (Roche Diagnostics) a byla doplnéna vodou. Znacici reakce
probihala pfes noc pfi teploté 15°C a poté byla ukoncena zahtatim smési na 65°C na 10 min.
Jako znadici fluorochromy jsem pouzival AlexaFluor488-dUTP (zeleny; Molecular Probes Inc.,

Eugene, OR, USA) a Cy3-dUTP (Cerveny; Amersham Biosciences).
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3.4.5. Pfiprava chromosomalnich preparatd

Pro BAC-FISH jsem pouzil prepardty pachytennich chromosom(i ze samcl obalece
jable¢ného, pfipravené metodou “spreading” na histologické plotynce. Testes byla vypitvana
ve fyziologickém roztoku z larev patého instaru a inkubovana v hypotonickém roztoku 0,075
M KCI po dobu 10 min. Poté byla fixovana 15 min. ve fixaZi Carnoy (6 etanol : 3 chloroform :
1 kyselina octova). Nasledné byla ¢ast testes prenesena do kapky 60% kyseliny octové na
podloZnim skle ocisténém v kyselém etanolu, macerovdna wolframovymi jehlami a poté
rozptylena na histologické plotynce pfti 45°C. Kvalita preparatu byla ovérena v mikroskopu
s fazovym kontrastem. Poté byl prepardt odvodnén v etanolové radé (70%, 80% a 96%,

v kazdém po 30 sek.) a uchovan do dalsSiho poutziti pfi -20°C.

3.4.6. Vlastni hybridizace

Vlastni BAC-FISH byla provadéna dle postupu uvedeného v praci Dalikovda (2009).
Hybridiza¢ni smés pro jeden preparat (10 ul) obsahovala 200 ng sondy znacené cervenym
fluorochromem a 450 ng sondy znacené zelenym fluorochromem, trojnasobek az
osminasobek hmotnosti sondy neznacené sonikované samci genomové DNA obalece
jable¢ného, 25 pg sonikované DNA ze spermii lososa, 50% deionizovany formamid a 10%
dextran sulfat v 2x SSC pufru. Tato smés byla denaturovana 5 min. pfi teploté 90°C.

Chromosomalni preparaty byly po vyjmuti z mrazni¢ky odvodnény v etanolové radé a
po oschnuti denaturovany 3,5 minuty pfi 68°C v 70% deionizovaného formamidu v 2x SSC
pufru. Po opétovném odvodnéni jsem na kazidy preparat nanesl 10 ul hybridizaéni smési,
pfikryl krycim sklickem a nechal inkubovat 3 dny ve tmé pfi teploté 37°C. Po hybridizaci byly
preparaty promyty v 0,1x SSC/1% Triton X-100. Chromosomy byly poté podbarveny 0,5
ug/ml DAPI (4’,6-diamino-2-phenylindole; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) v 1% PBS pufru,
uzavieny v médiu pro zabrdnéni vyhasinani fluorescence, obsahujicimu DABCO (1,4-
diazabicyclo(2.2.2)-octane; Sigma-Aldrich).

Preparaty jsem vyhodnocoval ve fluorescenénim mikroskopu Zeiss Axioplan 2 (Carl
Zeiss Jena, SRN). Digitalni mikrofotografie jsem snimal pomoci chlazené CCD kamery F-View
a programu AnalySIS 3.2 (Soft Imaging System, Miinster, SRN). Skladani vrstev pro jednotlivé

filtry jsem provadél v programu Adobe Photoshop CS5.
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Tab. 1. PouZité primery.

Pracovni nazev primeru

Sekvence (5'-3')

Pouzit v kombinaci s primerem
(optimalni teplota nasednuti)

F1521 (forward)

R2044 (reverse)

Nseq2R (forward)

NseqlR (reverse)
NRdeg?2 (reverse)
N5764F (forward)
N6352R (reverse)
Not_RT_F (forward)
Not RT_R (reverse)
EF1_FO3_RT (forward)
EF1_RO3_RT (reverse)
BAC3F (forward)
BAC3R (reverse)
M13-26 (forward)

M13-24 (reverse)

AACAACGCCGAGTGCAACTGGGA

ATYTGRAANACNCCCATNGCRTC

CTTGTAACGGCGCAGAGGAA

AAGCCGTCGTCATCATCATCCGAC

CARTCYTCRTARCTNGGNGG

CTGGACACCGGATCGGACGC

GGCAGACGGTCCATGTGGTC

CAACGCCTTCCCCATCTTCAA

TTGTAACGGCGCAGAGGAAGC

CTGGTTCAAGGGATGGCAGA

ACCAATACCGCCGATTTTGT

CGGCCCGGACGGACAAGAGAT

ATGGACGCAGCAGCACCTTGA

CAGGAAACAGCTATGAC

CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

R2044 (60°C)

F1521 (60°C)

NseqlR (62°C)
NRdeg2 (63°C)
N6352R (62°C)

Nseq2R (62°C)
Nseq2R (63°C)

N6352R (60°C)

N5764F (60°C)
Nseq2R (62°C)

Not_RT_R (58°C)
Not_RT_F (58°C)
EF1_RO3_RT (58°C)
EF1_FO3_RT (58°C)
BAC3R (58°C)
BAC3F (58°C)
M13-24

M13-26
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4. VYSLEDKY

4.1. Sekvenacni analyza

Pfed zahajenim mé prace nebyla zndma Zadna sekvence z ortologu genu Notch obalece
jable¢ného. Vychazel jsem proto ze sekvenci plvodné popsaného genu Notch octomilky D.
melanogaster a jeho ortologu u bource morusového (B. mori), které jsem ziskal z databazi
Flybase (http://flybase.org), resp. Kaikobase (http://sgp.dna.affrc.go.jp/KAIKObase). U
drozofily se lokus Notch nachazi na chromosomu X a je dlouhy 37 390 bp; z toho je 8112 bp
kodujici sekvence, ¢emuz odpovida protein Notch tvoreny 2704 aminokyselinami (acc. no.
NP_476859). Ortolog genu Notch bource moruSového je dlouhy 59 747 bp a nachazi se na
chromosomu 15; jeho kddujici sekvence je dlouhd 7392 bp a protein je tvoren 2463
aminokyselinami (acc. no. NP_001157370). Jednotlivé funkéni domény proteinové sekvence
jsem analyzoval v internetové aplikaci SMART (http://smart.embl-heidelberg.de).

Srovnanim proteinovych sekvenci jsem identifikoval konzervované useky. Vyuzil
jsem znalosti, Ze nejkonzervovanéjsi usek genu je ten, ktery kdéduje ankyrinovou doménu
(Gordon et al., 2008). Zjistit sekvenci ankyrinové domény obalece bylo navic prioritou, nebot
byla zamyslena pro pouziti do transformacniho konstruktu. V této sekvenci jsem navrhl
degenerované primery - forward primer F1521 (Tab. 1) odpovidal aminokyselinové sekvenci
NNAECNWD (pozice 1578-1585 v aminokyselinové sekvenci bource), reverse primer R2044
(Tab. 1) pak sekvenci DAMGVFQI (pozice 1999-2006 v aminokyselinové sekvenci bource).
Proved| jsem PCR reakci s témito primery, pficemz jako templat byla pouZzita cDNA obalece
jable¢ného. Vysledny produkt amplifikace byl dlouhy 1277 bp. Tento produkt byl zaligovan,
klonovan a osekvenovan za pouziti univerzalnich primerd M13. K osekvenovani jeho vnitini
Casti jsem pouzil kombinaci jiz specifickych “nested” primerl Nseg2R a Nseq 1R (Tab. 1).
Takto jsem ziskal prvni usek ortologu genu Notch obalecece, ze kterého jsem vychazel pfi
dalSim sekvenovani.

Specificky primer Nseq2R jsem pouzil jako “targeted” forward primer pro
rozSirovani zndmé sekvence smérem k3’ konci, vkombinaci snové navrienym
degenerovanym reverse primerem NRdeg2 (Tab. 1). Vnitfni Usek jsem dosekvenoval za

pouziti specifickych ,nested” primer( N5764F a N6352R (Tab. 1). Znamou sekvenci ortologu

23



Notch obalecCe jable¢ného jsem takto prodlouZil o dalSich 817 bazi. Abych mél jistotu
spravnosti sekvence, ktera bude pouZita do konstruktu, zaklonoval jsem jesté usek
amplifikovany primery Nseg2R a N6352R, pficemZz pfi PCR byla pouZita polymeraza
s ,proofreadingovou” aktivitou (Qiagen) a jako templdaty slouZily cDNA syntetizované ze tfi
raznych jedincG obalece. Priblizna poloha jednotlivych primerd spolu s jejich produkty je
zndzornéna na obr. 6.

Touto strategii jsem postupné ziskal pét ¢astecné se prekryvajicich sekvenci a celkem
jsem zaklonoval a sekvenoval 2094 bp dlouhy fragment koédujici sekvence (Obr. 6a), coz
odpovida proteinové sekvenci o délce 698 aminokyselin. Srovnanim této proteinové
sekvence se sekvencemi v databazi GenBank (za poufZiti algoritmu ,blastx”“) bylo potvrzeno,
Ze se jednd o ortologni sekvenci genu Notch obalece jableéného. Analyzou funkénich domén
osekvenované proteinové sekvence jsem zjistil, Ze tato sekvence zahrnuje treti extracelularni
doménu NL (pozice 4-33), transmembranovou doménu (pozice 181-203), doménu RAM a
ankyrinovou doménu (pozice 347-523). Ze ziskané sekvence byla do konstruktu pro
transformaci obaleCe, ptipravovaného v nasi laboratofi, navrieno pouZiti fragmentu
dlouhého 1176 bp (392 aa), obsahujici transmembranouvou doménu (aa pozice 5-24),
doménu RAM (pozice 25-169) a ankyrinovou doménu (pozice 170-379) (Obr. 6b).

Srovnanim proteinové sekvence bource a mnou osekvenovaného Useku obalece jsem
mél moznost porovnat miru konzervovanosti. Z celkovych 698 aa bylo celkem 356
polymorfnich mist, zahrnujicich i delece a inzerce, pficemz nejmensi miru homologie (13%)
vykazoval uUsek transaktivacni domény, nasledujici doménu ANK smérem k C konci, kde
nebylo mozné nalézt jakykoli konsensus. Naopak vysokou miru homologie (96%) vykazoval
usek, ktery byl pouzit do konstruktu. Vtomto Useku bylo zaznamendno pouze 16
polymorfnich mist (z toho 1 delece aminokyseliny u obalece). To odpovida 124 polymorfnim
mistim (mutacim) v sekvenci DNA (véetné delece jednoho tripletu). Pfi srovnani proteinové
sekvence samotnych ankyrinovych domén jsem zjistil pouze 4 polymorfni mista (98%
homologie). Porovnani ankyrinové domény drozofily a obalece odhalilo 29 variabilnich mist,

nicméné i tak byla prokazana velmi vysokd mira konzervovanosti této domény.
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Obr. 6 — Schéma sekvenacni analyzy. a — ¢ast genu Notch bource s vyznaéenym Usekem, ktery byl
sekvenovan u obalece a polohou pouZitych primeri. b — aminokyselinovd sekvence odvozena z
osekvenovaného fragmentu genu Notch obalece s vyznacenym Usekem, ktery byl navrzen pro pouziti
do transformacniho konstruktu.

4.2. Srovnani poctu kopii genu Notch u samic a samci obalece pomoci kvantitativni PCR

Pro kvantitativni PCR jsem pouZil primery NotRT_F a NotRT_R pro gen Notch a primery EF1_F
a EF1_R pro referentni elongacni faktor EF-Ia (Tab. 1). Provedl jsem tfi nezavislé
kvantitativni PCR reakce; pficemzZ u vsech vychazel podobny pomér EF-1a/Notch (hodnota

R). Prlmérné hodnoty R jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2. Vystupni data kvantitativni PCR.

Poradové cislo pokusu 1 2 3
samci samice samci samice samci samice
0,73 0,45 0,81 0,42 0,77 0,39
Primeér hodnot R
pro jednotlivé triplikaty 1,15 0,41 0,87 0,32 0,94 0,47
0,87 0,42 0,84 0,37 0,90 0,41
Pramér 0,92 0,43 0,84 0,37 0,86 0,43
Smérodatna odchylka (SD) 0,30 0,03 0,04 0,07 0,11 0,06
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Obr. 7 - Srovnani primérnych hodnot R véetné smérodatnych odchylek u samcl a samic obalece
jable¢ného, Cydia pomonella. Sloupce zndzornuji relativni pocet kopii genu Notch v genomové DNA
obalece, vztazené k poctu kopii referenéniho genu EF-1a.

Zjisténd pridmérna hodnota R u samcu (0,87) je blizka jedné, coz implikuje pfiblizné
stejny pocet kopii genu Notch jako u referencniho genu EF-l1a, tedy 2 kopie (= 2 alely).
Naproti tomu u samic vysSel primérny pomér 0,41, takZze v samic¢im genomu je gen Notch
zastoupen polovi¢nim poctem kopii vzhledem ke genu EF-1a, tedy jednou kopii (Obr. 7). Tyto
vysledky naznacuji, Ze je gen Notch u obalece jablecného lokalizovdn na pohlavnim
chromozomu Z, nebot jediné hemizygotni konstituci pohlavnich chromosomu (W2Z) je mozné

vysvétlit jeho polovi¢ni zastoupeni u samic oproti autosomalnimu genu EF-1a.

4.3. Lokalizace genu Notch na chromosomech obalece jableéného metodou BAC-FISH

Pro mapovani ortologu genu Notch na chromosomalnich preparatech jsem nejdfive musel
identifikovat BAC klon v BAC knihovné obalece, ktery tento gen obsahuje. Jako materidl pro
pripravu sondy pro prohledavani BAC knihovny jsem pouzil rekombinantni plazmidovou
DNA, obsahuijici ¢ast ortologu genu Notch obalece, kterou jsem dfive ziskal pfi praci na
sekvenacni analyze. Konkrétné se jednalo o produkt PCR s primery Nseq2R a Nrdeg2 (Tab. 1),

dlouhy 1,5 kb. Podle specifickych signdlt ve tvaru dvojtecky po hybridizaci na membrané
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s kopii BAC knihovny jsem vyselektoval tfi BAC klony (viz pfiklad na Obr. 8) a oznacil je podle
jejich souradnic v knihovné stejnym systémem jako je uvedeno v préci Dalikova (2009) —
prvni ¢islo odpovida Cislu desti¢ky, ndsledujici pismeno a ¢islo odpovidaji konkrétnimu radku
a sloupecku v dané destic¢ce. Jednalo se o klony 19N22, 07C12 a 01D12. Pfitomnost genu
Notch ve vyselektovanych BAC klonech jsem ovéroval metodou PCR za poufZiti specifickych
primerd BAC3F a BAC3R (Tab 1). Ocekavany produkt, dlouhy 280 bp, byl ziskan pouze u klonu

19N22, ostatni dva klony se ukazaly byt faleSné pozitivni.

Obr. 8 — Detail membrany s nanesenymi kopiemi BAC klond knihovny obalece jable¢ného po
hybridizaci s 1,5 kb sondou DNA (ortologni sekvence genu Notch obalece). Dvojity
hybridizaéni signal, odpovidajici BAC klonu 19N22 je oznacen Sipkou. Délka expozice byla 30
minut.

Pfitomnost genu Notch vtomto klonu byla ndasledné potvrzena sekvenovanim a
izolovand BAC DNA poté slouzila k pfipravé sondy znacené cervenym fluorochromem Cy3-
dUTP pro zjisténi lokalizace genu na chromosomech obale¢e metodou fluorescencni in situ
hybridizace (FISH). Vlastni BAC-FISH jsem provedl na samdcich preparatech obalece
jablec¢ného. Pro zjisténi relativni polohy genu Notch viéi dalSim genUm vazanym na
chromosom Z jsem hybridizaci provedl v kombinaci s BAC sondami pro dalsi dva geny — gen
pro ribosomalni protein PO (RpPO) a gen Period (Per). BAC sonda pro gen RpP0O (BAC klon byl
izolovan M. Sykorovou) byla znacena zelenym fluorochromem Alexa Fluor 488-dUTP. Pro
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lokalizaci genu Per (BAC klon byl izolovan v praci Dalikova, 2009) byly pouzity sou¢asné sondy
znacené obéma fluorochromy. VSechny sondy hybridizovaly kjednomu pachytennimu
bivalentu v poradi Per (oranzova) — RpPO (zelend) — Notch (cervend) (Obr. 9). Hybridizaéni
signaly sond pro pohlavné vazané geny Per a RpPO jednoznacné dokladaji, Ze se jedna o
bivalent chromosom( Z. Timto zplUsobem jsem potvrdil lokalizaci genu Notch u obalece

jable¢ného na pohlavnim chromosomu Z, a to v jeho distalni ¢3sti.

Obr. 9 — Vysledky mapovani genu Notch metodou BAC-FISH na chromosomech obalece jablec¢ného.
Chromosomy byly podbarveny DAPI. Cervené signdly (3ipky) odpovidaji sonddm znaéenym
fluorochromem Cy3-dUTP, zelené (hroty Sipek) fluorochromem Alexa Fluor 488-dUTP. a, ¢ — Samci
pachytenni jadra s hybridizacnimi signdly BAC sond, obsahujici geny Per (oranZové signaly), RpPO
(zelené signaly) a Notch (Cervené signaly). b, d — Schématické znazornéni polohy sond na bivalentu
pohlavnich chromosom( ZZ z jader na snimcich a a c. N — jadérka priléhajici k NOR-bivalentu,
zvyraznéna pfi Upravé kontrastu na snimcich. Métitko znazorfiuje 20 um.
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5. DISKUSE

5.1. Charakterizace genu a proteinu Notch

Koédujici sekvence genu Notch je dlouhd v priméru 7,5 kb, jednd se tedy o pomérné velky
gen. Proteinova struktura a rozdéleni jednotlivych funkénich domén je v ramci
mnohobunécnych Zivocichl viceméné stdld (Gordon et al. 2008). V této praci jsem izoloval
2,1 kb dlouhou kodujici sekvenci ortologu genu Notch u obalece jable¢ného, Cydia
pomonella. Tato sekvence obsahuje témér celou interceluldrni doménu zahrnujici treti
doménu NL, transmembranovou doménu, doménu RAM a ankyrinovou doménu (Obr. 6).
Porovnani proteinovych sekvenci intracelularni ¢asti proteinu drozofily, bource a obalece
ukazalo, Ze nejkonzervovanéjsim usekem je ankyrinova doména, kterd je také esencidlni pro
prenos signdlu proteinem Notch zprostifedkované signdlni drahy do jadra. V préci jsem se
nezabyval izolaci PEST domény, kterou by bylo vhodné téZ prostudovat vzhledem k jeji

predpokladané roli ve stabilité konformace funkéni ankyrinové domény (Gordon et al. 2008).

5.2. Lokalizace genu Notch

U motyla byl dosud charakterizovan ortolog genu Notch jediné u bource morusového,
Bombyx mori. U tohoto modelové druhu je gen lokalizovan na chromosomu 15 v pozici
2350150-2409987 (KaikoBase, ID genu BGIBMGA007929), tedy spiSe v distalni ¢asti jednoho
z koncli chromosomu 15. Vzhledem k shodnému pocétu chromosomu bource jako u obalece
jable¢ného (2n=28) a hromadicich se dlkazech o vysoce konzervované syntenii genl mezi
chromosomy bource a jinych druhl motyll (Pringle et al. 2007, Beldade et al. 2009,
Yasukochi et al. 2009) jsem tedy predpokladal, Ze ortolog genu Notch u obalece bude také
lokalizovan na autosomu.

Srovnani poctu kopii ortologu genu Notch obalece jablecného v genomu samcl a
samic pomoci kvantitativni PCR vSak odhalilo, Ze u samic je gen zastoupen jen polovi¢nim
poctem kopii a tudiz je pravdépodobné lokalizovan na pohlavnim chromosomu Z. Naopak u

genu pro elongacni faktor (EF-1a), ktery byl pouzit jako referencni gen a u kterého byla
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autosomalni lokalizace téZ predpokladana (u bource moruSového se nachdazi na chromosomu
5 — viz Kaikobase), kvantitativni PCR potvrdila stejnou davku genu u obou pohlavi, a tedy i
autosomalni lokalizaci tohoto genu.

Pro mapovani genu Notch na chromosomech byla provedena fluorescenéni in situ
hybridizace s bakteridlnimi umélymi chromosomy (BAC-FISH) na samcich pachytennich
preparatech. Z BAC klonu pozitivniho na pfitomnost genu Notch byla zkonstruovana sonda,
ktera byla pouzita pro BAC-FISH v kombinaci se sondami pro dalSi dva Z-vazané geny, gen
Period (Per) a gen pro ribosomalni protein PO (RpPO0), s cilem potvrdit lokalizaci genu Notch
na chromosomu Z a urcit poradi jednotlivych genl. VSechny tfi signadly se nachazely na
jednom bivalentu, a to v poradi Notch — RpPO — Per. Gen RpPO, ktery je u bource lokalizovan
v distalni ¢asti chromosomu 15, mapuje u obalece ptiblizné ve stfedu délky chromosomu Z,
coZz naznacuje, Ze u predka dosSlo k translokaci ¢i fuzi chromosomu Za 15. Tyto zavéry
potvrzuji i dalsi vysledky dosaZzené v nasi laboratofri, at uz se jedna o vysledky mapovani
syntenie Z-vazanych genl u obalece jableéného (P. Nguyen, nepublikovano) nebo zjisténi
pfitomnosti genu pro acetylcholinesterdazu 1 (Ace-1) na chromosomu Z obalece, ktery je u
bource také lokalizovan na chromosomu 15 (Sykorova, 2011). Mezi dalsi fakta, podporujici
translokaci autosomu (u bource chromosom 15) na chromosom Z, patfi znacna délka
chromosomu Zu obalee a téZ redukce poctu chromosoml z predpokladaného

ancestralniho po¢tu n=31 u motyla (Robinson 1971, Lukhtanov 2000) na n=28.

5.3. Priprava pro budouci transformaci obalece jablecného mutantni verzi genu Notch

Moje prace byla soucasti projektu, tykajiciho se pfipravy transformaéniho konstruktu pro
transformaci obalece jablecného, jakoZzto vhodného nastroje pro budouci konstrukci
genetickych linii umoznujicich produkci pouze samciho potomstva (Mare et al. 2005, 2007).
Transformace zarodecné linie obalece jiz byla Uspésné provedena, a to pomoci mikroinjekce
vektoru obsahujiciho piggyBac transpozon a reportérovy gen EGFP (Ferguson et al. 2010).
Byl dokonce vytvoren i plazmidovy konstrukt obsahujici piggyBac s ankyrinovou doménou

""2) v tandemu s reportérovym

drozofiliho ortologu genu Notch (forma proteinu NACterm
genem EGFP pod promotorem Actin A3 z bource morusového. Vajicka transgennich linii,

transformovanych timto konstruktem, byla vystavena teploté 12°C po dobu dvou dni a 50%
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embryi zahynulo, pficemz zadné z preZivsich nevykazovalo EGFP fluorescenci, coZz dokazuje
dominantni podminéné letalni charakter vloZzeného inzertu (L. Neven, nepublikovano). Podle

intra

prace Wesley & Mok (2003) pouziti pouhé ankyrinové domény (NACterm™ °) staci k dosazeni

°%8l! (tedy chladové senzitivity).

stejného efektu, jaky ma celd mutantni alela N

Jaky je ale vlastné mechanismus G&inku podminéné letalni alely N°%?1? Napovédét by
mohly poznatky o zkracené verzi proteinu Notch NACterm, ktery postradd C-termindlni Usek
od konce ankyrinové domény (viz Uvod). Jednd se o formu proteinu Notch téméF identickou

60911 (Obr. 10), kterd se tvofi pfirozené v protoneuralnich

s produktem mutantni alely N
burikdch béhem embryondlni faze ndsledujici po laterdini inhibici, kdy je také aktivovan
ligandem Delta. Pfitomnost NACterm proteinu predeterminuje bunku v budouci buriku CNS.
Karboxylovy konec proteinu (doména PEST) je tedy zfejmé dulezZity pro vysokou uroven
signalizace Notch a jeho pfitomnost naopak zplsobuje diferenciaci v epidermalni burku.
Intenzita signalizace Notch je tedy prepinacem pro diferenciaci prekurzor(i do téchto
dvou rdznych tkani a je regulovana pomérem Nfull / NACterm. Tento pomér zavisi na
teploté, proto je i signalizace Notch (a tedy preziti jedince) zavisla na teploté (Wesley & Mok
2003). Chladova senzitivita je pravdépodobné zplsobena celkové zvySenou produkci

neuralnich bunék. Zda se, Ze pfitomnost mutantni alely NI

u heterozygotnich drozofil,
vystavenych nizké teploté, sniZuje pfirozeny pomér Nfull / NACterm, ¢imzZ pravdépodobné
dochazi k takové nadprodukci prekurzor( neurdlnich bunék, kterd neni slucitelna se zZivotem.

Do konstruktu pro transformaci obalece jable¢ného, ktery byl pfipravovan kolegyni R.
Capkovou Frydrychovou, byla z mnou osekvenované ¢&asti obale¢iho ortologu genu Notch
pouzita kromé ankyrinové domény také doména RAM a transmembranovd doména, za
ucelem moziné zvyseni afinity receptoru. Koncept vektoru zaloZzeného na transposabilnim
elementu piggyBac byl v nasem pripadé ponechdn, nebot se ukazal byt uc¢innym vektorem
pro transformaci zarodecné bunécné linie u hmyzu (Handler et al. 2003), véetné obalece
jable¢ného (Ferguson et al. 2010). Kromé stabilni integrace do genomu vsak existuje
potencialni mozZnost extrachromosomadlni tranzientni exprese transgenu. To lze ovéfrit
pomoci Southernovy hybridizace za pouziti restriktdz a sond, které identifikuji 5‘ a 3‘ konec
vektoru. Jesté presnéjSi metoda zjisténi Uspésné integrace je osekvenovani inzeréniho mista

pomoci inverzni PCR. Bylo prokazano, Ze transpozon piggyBac je schopen horizontalniho

pfenosu, a to i na jiné druhy. Existuje nebezpedi, Ze v hostitelském genomu m(ize dojit ke
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krosmobilizaci transpozonu, predevsim pokud je uZ v hostitelském genomu néjaky podobny
transpozon pritomen. Velmi nezadouci je i moznost intragenomického presunu, nebot by
mohlo dojit k pfesunu transgenu na nezddouci misto nebo ke zméné efektu genové davky,
pfipadné k integracim vedoucich k letalité. Je proto duleZité provést detekci krosmobilizace

prostfednictvim excizni nebo transpozi¢ni eseje (Handler et al. 2003).

bunécna
membrana
- i transmemb. a RAM doména
st LN / CDC10/SW16 (ANK) PEST/OPA
Nfull T T T T T T T T T T T . \I \ [ ‘
Numb  Su(H) Dsh Numb
Su(H) Dx
NACterm [ T TTTTTTTTTTTTTTTHEN I

NACtermintr2

————— (isek pouzity do

N6ostL IIIIIIIIIIIIIIIIIIi I I

————————1 konstruktu

Obr. 10 — RGzné formy proteinu Notch s oznacenymi vazebnymi misty pro proteiny, které se také
Ucastni signalni drdhy. Formy Nfull a NACterm se pfirozené tvofi béhem embryondlniho vyvoje
drozofily. Modifikace NACterm™® ma stejny UGcinek jako NACterm. Dole je proteinovy produkt
dominantni podminéné letalni alely N°®* s vyznaéenym Usekem, odpovidajicim ortologni sekvenci
obalece jablecného pouzité do transformacniho konstruktu v nasi laboratofi.

ProtoZze EGFP u obalecCe vykazuje pomérné silnou autofluorescenci v zelené ¢asti spektra
(Ferguson et al. 2010), v nasem konstruktu byl jako reportérovy gen pouzit gen pro cervené
fluoreskujici protein td (tandem dimer) Tomato, vyvinuty v laboratofi Rogera Tsiena
(Department of Chemistry & Biochemistry, UCSD, University of California). Jeho excitacni
maximum je pfi 554 nm, emisni maximum pfi 581 nm. Promotor Actin A3 bource
morusového byl vnasem konstruktu nahrazen silnéjSim, fotoreceptorové specifickym

promotorem 3xP3, ktery expresi sméruje do oc¢i a CNS (Thomas et al. 2002).
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Pti transformaci je vidy nutno brat v dvahu epigenetické faktory, jako je transkripéni
interference a interakce hostitelského genomu s vektorem obecné. Vytvoreni podminéné
letdlniho kmene samic obalece jable¢ného vyzaduje vloZeni transgenu do chromosomu W.
Tento chromosom je viak sloZen prevainé z heterochromatinu (Traut & Marec 1996, Fukova
et al. 2005), ktery mUze snizit Sanci Uspésné inzerce, a naopak zvysit pravdépodobnost
umlceni (,silencingu”) inzertu — u drozofily je tento jev znamy jako pozi¢ni efekt (Schotta et
al. 2003). Proto byly po stranach transgenu umistény insuldtory gypsy (Gdula et al. 1996),
které mohou zabrdanit supresi promotoru modulaci struktury chromatinu (Chen & Corces
2001).

Kazdy komponent konstruktu byl navic ohranic¢en polylinkry se specifickymi misty pro
razné restrikéni endonukledzy pro pripadné snadné zaménovani. Konstrukt byl nazvan
RATOM a syntetizovan na zakazku firmou GeneScript (Piscataway, NJ & Hong Kong). Schéma
konstruktu je znazornéno na Obr. 11. Byly dokonce provedeny testy konstruktu
v embryondini bunééné kulture Bm1l bource morusového, kde se transgen uUspésné

exprimoval (R. Capkova-Frydrychova, dstni sdélen).

{_owss (4 - ANK

30 416 436 704 731 1830 1856 3286 3509 3907

Obr. 11 — Schéma konstruktu RATOM. Konstrukt obsahuje domény RAM a ANK obaleciho ortologu
genu Notch pod promotorem 3xP3 vtandemu s reportérovym gen tdTomato; celd kazeta je
ohraniéena insulatory gypsy a zaligovana do vektoru piggyBac.

Potencidlni nevyhodou transformace je fakt, Ze neni jisté, zda se transgen bude
opravdu exprimovat tak, jak chceme (aby mél chladové letalni efekt). Signalizace Notch je
citlivd na genovou ddavku. Je otdzka, jaky dopad bude mit na chladovou letalitu nas transgen,
ktery sice bude pod silnym promotorem 3xP3, ale voptimdalnim pripadé bude vloZen
v chromosomu W, tvofenym prevaziné heterochromatinem. Dalsi otazky do tohoto problému

vneslo zjisténi lokalizace genu Notch v karyotypu obalece jable¢ného. V pripadé Uspésného
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vneseni transgenu do chromosomu W bude transgen dominantni nad divokou alelou genu
Notch, kterda je za normalnich podminek vsami¢im genomu obalece v hemizygotni
konstituci. Existuje moznost, Ze diky pritomnosti pouze jediné divoké alely genu bude mit
pfitomnost transgenu s dominantni mutantni alelou, navic pod silnym promotorem, letaini
ucinek i pti permisivnich podminkach. Skute¢nou funkénost transgenu odhali az vlastni
transformacni experimenty; uréitou napovédu by mohly poskytnout vysledky experimentd,
které byly dfive provadény na mutagenizovanych drozofilach (Fryxell & Miller 1995, Lyman &
Young 1993).

Diky tomu, Ze u drozofily je gen Notch lokalizovdan na pohlavnim chromosomu X,
znamend jeho lokalizace na chromosomu Z u obalece jablecného obdobnou situaci. PFi

experimentech provddénych na embryich drozofily, sami¢ky homozygotni pro B9t (s

dvéma kopiemi alely N®%9*

na jednom paru chromosom) nesouci duplikaci standardni alely
genu Notch (na jiném pdru chromosomu, aby modelovaly situaci transgenni mouchy) byly
Zivotaschopné pfri 29°C, ale teplota 21°C pro né byla letalni. Proto pfti nizké teploté mohou
prezit samitky s jednou kopii standardni alely Notch, ale ne s dvéma kopiemi alely N®%9%
(Fryxell & Miller 1995). Velkou roli vSsak muze hrat skutecnost, Ze u drozofil existuje jev
kompenzace genové davky, a to zesilenim exprese genl nachdazejicich se na jediném
chromosomu X u samcu, kdeZzto u motyll Zadny systém kompenzace genové davky neni

znam (Traut et al. 2007).
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6. SOUHRN

Cilem této prace bylo vytvofit zazemi pro budouci transformaci obalece jable¢ného (Cydia
pomonella) dominantni, podminéné (chladové) letalni mutantni alelou genu Notch,
odvozenou zjeho vlastniho ortologu. Za timto uUcelem jsem nejprve izoloval ortologni
sekvence genu Notch obalece a provedl jejich sekvenacni analyzu. Pfi sekvenacni analyze
jsem vychazel z dostupnych sekvenci genu Notch drozofily a jeho ortologu u bource
morusového; tyto sekvence jsem vyuzil jak k navrhovani degenerovanych primerq, tak i k
porovndavani miry homologie jednotlivych funkénich domén proteinu Notch. Celkem jsem
zaklonoval a osekvenoval Usek dlouhy 2094 bp. Proteinova sekvence tohoto Useku je sloZzena
z 698 aminokyselin a zahrnuje malou ¢ast extraceluldarni domény (konkrétné treti doménu
NL) a vétSinu intraceluldarni domény (doménu RAM vcietné transmembranové domény a
ankyrinovou doménu). Zjistil jsem, Ze nejvy$si miru homologie a zaroven nejméné
polymorfnich mist nahromadénych béhem evoluce vykazuje ankyrinova doména (ANK).

Izolace genu Notch obalece jable¢ného polozila zaklady projektu tykajiciho se
vytvoreni transformaéniho konstruktu pro budouci transformaci obale¢e podminéné
(chladové) letdlni alelou genu Notch. Do tohoto konstruktu jsem na zakladé vysledk
sekvenacni analyze navrhl pouziti fragmentu ortologu Notch u obalece, zahrnujiciho domény
RAM a ANK.

V ramci blizsi charakterizace izolovaného ortologu genu Notch jsem se zabyval jeho
lokalizaci v genomu obalece. Metodou kvatitativni PCR jsem prokazal dvojnasobny pocet
kopii genu v genomové DNA (gDNA) samcll ve srovnani s gDNA samic, coZ naznacovalo jeho
vazbu na pohlavni chromosom Z, ackoliv u bource moruSového je tento gen autosomalni a
vyskytuje se na chromosomu 15. Tuto skutecnost jsem nasledné potvrdil fyzickou lokalizaci
ortologu genu Notch na chromosomech obale¢e metodou BAC-FISH, coZ naznaduje, Ze
béhem evoluce karyotypu obalece doslo k fuzi chromosomu Z a autosomu odpovidajicimu
chromosomu 15 u bource. Zjisténi vazby genu Notch na pohlavni chromosom Z mize hrat

vyznamnou roli v transformacnich experimentech s mutatni formou tohoto genu.

35



/. LITERATURA

Artavanis-Tsakonas S, Rand MD, Lake RJ (1999) Notch signaling: cell fate control and signal
integration in development. Science 284: 770-776.

Barnes MM (1991) Codling moth occurrence, host race formation, and damage. In L.P.S. Van
der Geest, and H. H. Evenhuis [eds.], Tortricid pests: their biology, natural enemies
and control. Elsevier, Amsterdam, The Netherlands. pp. 313-327.

Beldade P, Saenko SV, Pul N, Long AD (2009) A gene-based linkage map for Bicyclus anynana
butterflies allows for a comprehensive analysis of synteny with the lepidopteran
reference genome. PLoS Genet 5(2): e1000366.

Bloem, K. A., and S. Bloem. (2000). SIT for codling moth eradication in British Columbia,
Canada. In: Area-Wide Control of Fruit Flies and Other Insect Pests. Penerbit Universiti
Sains Malaysia, Pulau Pinang, Malaysia. pp. 207-214.

Bloem, K. A., S. Bloem, and J. Carpenter. (2005). Impact of moth suppression/eradication
programmes using the sterile insect technique or inherited sterility. In: V. A. Dyck, J.
Hendrichs, and A. S. Robinson [eds.], Sterile insect technique. Principles and practice
in areawide integrated pest management. Springer, Dordrecht, The Netherlands. pp.
677-700.

Brou C, Logeat F, Gupta N, Bessia C, LeBail O, Doedens JR, Cumano A, Roux P, Black RA, Israel
A (2000) A novel proteolytic cleavage involved in Notch signaling: the role of the
disintegrin-metalloprotease TACE. Mol. Cell 5: 207-216.

Dalikovd M (2009) Vyuziti BAC klonu pfi studiu pohlavniho chromosomu W obalece
jable¢ného, Cydia pomonella. Mgr. Thesis, in Czech. Faculty of Science, University of
South Bohemia, Ceské Budéjovice, Czech Republic. 30 p.

De Strooper B, Annaert W, Cupers P, Saftig P, Craessaerts K, Mumm JS, Schroeter EH,
Schrijvers V, Wolfe MS, Ray WJ (1999) A presenilin-1-dependent gamma-secretase-
like protease mediates release of Notch intracellular domain. Nature 398: 518-522.

Dyck, V. A., S. H. Graham, and K. A. Bloem (1993). Implementation of the sterile insect
release programme to eradicate the codling moth, Cydia pomonella (L.) (Lepidoptera:
Olethreutidae), in British Columbia, Canada. In: Management of Insect Pests: Nuclear
and Related Molecular and Genetic Techniques. |AEA, Vienna, Austria. pp. 285-297.

Fehon RG, Kooh PJ, Rebay I, Regan CL, Xu T, Muskavitch MA, Artavanis-Tsakonas S (1990)
Molecular interactions between the protein products of the neurogenic loci Notch
and Delta, two EGF-homologous genes in Drosophila. Cell 61: 523-534.

36



Ferguson HJ, Neven LG, Stephen TT, Mohammed A, Fraser M (2010) Genetic transformation
of the codling moth, Cydia pomonella L., with piggyBac EGFP. Transgenic Res. (DOI
10.1007/s11248-010-9391-8).

Fryxell KJ, Miller TA (1995) Autocidal biological control: a genetic strategy for insect control
based on genetic transformation with a highly conserved gene. J. Econ. Entomol. 88:
1221-1232.

Gdula DA, Gerasimova Tl, Corces VG (1996) Genetic and molecular analysis of the gypsy
chromatin insulator of Drosophila. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93: 9378-9383.

Gordon WR, Arnett KL, Blacklow SC (2008) The molecular logic of Notch signaling — a
structural and biochemical perspective. Journal of Cell Science 121: 3109-3119.

Handler AM (2003) Understanding and improving transgene stability and expression in
insects for SIT and conditional lethal release programs. Insect Biochemistry and
Molecular Biology 34: 121-130.

Chen S, Corces VG (2001) The Gypsy Insulator of Drosophila Affects Chromatin Structure in a
Directional Manner. Genetics 159: 1649-1658.

Jarriault S, Brou C, Logeat F, Schroeter EH, Kopan R, Israel A (1995) Signalling downstream of
activated mammalian Notch. Nature 377, 355-358.

Kidd S, Kelley MR, Young MW (1986) Sequence of the Notch Locus of Drosophila
melanogaster: Relationship of the Encoded Protein to Mammalian Clotting and
Growth Factors. Mol Cell Biol. 6(9): 3094-3108.

Lukhtanov VA (2000) Sex chromatin and sex chromosome systems in nonditrysian
Lepidoptera (Insecta). Zool Syst Evol Res. 38: 73-79.

Lyman D, Young MW (1993) Further evidence for function of the Drosophila Notch protein as
a transmembrane receptor (cell-fate regulation/neurogenesis/dominant gain of
function). Genetics 90: 10395-10399.

Marec F (1991) Genetic control of pest strain in Ephestia kuehniella. Entomologia
Experimentalis et Applicata 61: 271-283.

Marec F, Kollarova |, Pavelka J (1999) Radiation-induced inherited sterility combined with a
genetic sexing system in Ephestia kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae). Annals of the
Entomological Society of America 92: 250-259.

Marec F., Neven L.G., Fukova I. (2007) Developing transgenic sexing strains for the release of
non-transgenic sterile male codling moths Cydia pomonella. In: Vreysen M.J.B.,
Robinson A.S., Hendrichs J. (eds.) Area-Wide Control of Insect Pests. From Research to
Field Implementation, Springer, Dordrecht, The Netherlands, pp. 103-111.

37



Marec F, Neven LG, Robinson AS, Vreysen M, Goldsmith MR, Nagaraju J, Franz G (2005)
Development of genetic sexing strains in Lepidoptera: from traditional to transgenic
approaches. Journal of Economic Entomology 98: 248-259.

Matsuno K, Diederich RJ, Go MJ, Blaumueller CM, Artavanis-Tsakonas S (1995) Deltex acts as
a positive regulator of Notch signaling through interactions with the Notch ankyrin
repeats. Development. 121: 2633—-2644.

Nguyen P (2009) Studium syntenie chromosomu Z obalece jable¢ného, Cydia pomonella
metodou BAC-FISH. Mgr. Thesis, in Czech. Faculty of Science, University of South
Bohemia, Ceské Budé&jovice, Czech Republic. 38 p.

Nagaraju J (1996) Sex determination and sexlimited traits in the silkworm, Bombyx mori;
their application in sericulture. Indian Journal of Sericulture 35: 83-89.

Paker JD, Rabinovitch PS, Burmer GC (1991) Targeted gene walking polymerase chain
reaction. Oxford University Press 19 (11): 3055-3060.

Peloquin JJ, Thibault ST, Staten R, Miller TA (2000) Germline transformation of pink
bollworm (Lepidoptera: Gelechiidae) mediated by the piggyBac transposable
element. Insect Molecular Biology 9: 323-333.

Pringle EG, Baxter SW, Webster CL, Papanicolaou A, Lee SF, Jiggins CD (2007) Synteny and
Chromosome Evolution in the Lepidoptera: Evidence from Mapping in Heliconius
melpomene. Genetics 177(1): 417-426.

Proverbs MD, Newton JR, Campbell CJ (1982) Codling moth: a pilot program of control by
sterile insect release in British Columbia. Can. Entomol. 114: 363-376.

Renddn P, Mclnnes D, Lance D, Stewart J (2004) Medfly (Diptera: Tephritidae) genetic sexing:
large scale field comparison of males-only and bisexual sterile fly releases in
Guatemala. J. Econ. Entomol. 97: 1547-1553.

Robinson AS (2002a) Mutations and their use in insect control. Mutation Res. 511: 113-132.

Robinson AS (2002b) Genetic sexing strains in medfly, Ceratitis capitata, sterile insect
technique programmes. Genetica 116: 5-13.

Robinson R (1971) Lepidoptera genetics. Pergamon, Oxford,England

Schotta G, Ebert A, Dorn R, Reuter G (2003) Position-effect variegation and the genetic
dissection of chromatin regulation in Drosophila. Semin. Cell Dev. Biol. 14: 67-75.

Staten RT, Rosander RW, Keaveny DF (1993) Genetic control of cotton insects: the pink boll-
wormas a working programme In: Management of Insect Pests: Nuclear and Related
Molecular and Genetic Techniques. |AEA, Vienna,Austria. pp. 269-284.

Strunnikov VA (1987) Genetic methods of selection and sex control in the silkworm.
Agropromizdat, Moskva, SSSR.

38



Strunnikov VA (1975) Sex control in silkworms. Nature (Lond.) 255: 111-113.

Sykorovd M (2011) Izolace a chromosomalni lokalizace gen( pro acetylcholinesterdazu u
obalede jable¢ného, Cydia pomonella. Mgr. Thesis, in Czech. Faculty of Science,
University of South Bohemia, Ceské Budéjovice, Czech Republic. 34 p.

Tamura T, Thibert C, Royer C, Kanda T, Abraham E, Kamba M, Komoto N, Thomas JL,
Mauchamp B, Chavancy G, Shirk P, Fraser M, Prudhomme JC, Couble P (2000)
Germline transformation of the silkworm Bombyx mori L. using a piggyBac
transposon-derived vector. Nature Biotechnology 18: 81-84.

Thomas JL, Da Rocha M, Besse A, Mauchamp B, Chavancy G (2002) 3xP3-EGFP marker
facilitates screening for transgenic silkworm Bombyx mori L. From the embryonic
stage onwards. Insect Biochemistry and Molecular Biology 32: 247-253.

Tien AC, Rajan A, Bellen HJ (2009) A Notch updated. J. Cell Biol. 184(5): 621—629.
Traut W, Marec F (1996) Sex chromatin in Lepidoptera. Q. Rev. Biol. 71: 239-256.

Traut W, Sahara K, Marec F (2007) Sex chromosomes and sex determination in Lepidoptera.
Sex. Dev. 1: 332-346.

Varela LG, Welter SC, Jones VP, Brunner JF, Riedl H (1993) Monitoring and characterisation
of insecticide resistance in codling moth (Lepidoptera: Tortricidae) in four western
states. J. Econ. Entomol. 86: 1-10.

Vreysen M.J.B., Carpenter J.E., Marec F. (2010) Improvement of the sterile insect technique
for codling moth Cydia pomonella (Linnaeus) (Lepidoptera, Tortricidae) to facilitate
expansion of field application. Journal of Applied Entomology 134: 165-181.

Welshons WJ, von Halle ES (1962) Pseudoallelism at the Notch locus in Drosophila. Genetics
47:743-759.

Wesley CS, Mok LP (2003) Regulation of Notch signaling by a novel mechanism involving
Suppressor of Hairless stability and carboxyl terminus-truncated Notch. Mol. Cell.
Biol. 23: 5581-5593.

Wesley CS, Saez L (2000) Analysis of Notch lacking the carboxyl terminus identified in
Drosophila embryos. J Cell Biol. 149(3): 683-696.

Yasukochi Y, Tanaka-Okuyama M, Kamimura M, Nakano R, Naito Y, Ishikawa Y, Sahara K
(2011) Isolation of BAC clones containing conserved genes from libraries of three
distantly related moths: A Useful resource for comparative genomics of Lepidoptera.
Journal of Biomedicine and Biotechnology (doi:10.1155/2011/165894)

Yoshido A, Bando H, Yasukochi Y, Sahara K (2005) The Bombyx mori karyotype and the
assignment of linkage groups. Genetics 170: 675—685.

39



