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1. Uvod

Jiz od poloviny minulého stoletitipahuji pozornost &dci repetitivni sekvence jako
dosud malo prozkoumana oblast genomu eukaryi@st®Ze byly tyto sekvenceiypdre
povazovany za nezajimavou vipmnezi kodujicimi geny, dnes nikdo nepochybuje @lej
strukturni a funkni roli v genomu a v neposlediad® o vyznamu v jeho evoluci
(McClintock, 1950). Rozkryti tdjgenomu je a vzdy bude jednou z hlavnich otazek?jse
moderni genetika zabyva. V s@snosti na usi$ny projektcteni lidského genomu navazal
projekt Encyklopedie DNA element(ENCODE). ENCODE potvrdil, Ze kra¥msekvence
bilkovin geneticka informace kdéduje také reguiaRNA a utuje mista epigenetickych
modifikaci a vazby transkr§mich faktoti. V neposledniact ENCODE ukéazal, Ze &Sina
repetitivni DNA obsahuje esencialni regulainformaci, ze kter&ast dokonce rize byt

piepsana na RNA s dosud neznamou funkci (Pennis2)201

1.1. Chromatin
Genomem rozumime souhrn veSkeré DNAikyu zahrnujici kédujici i nekodujici

sekvence. DNA je uloZena 2tgi ¢asti v chromosomech v b&mém jade, zc¢asti potom
také v jinych organeléach jako jsou tidgad plastidy nebo mitochondrie. Chromosom sestava
z histonovych proteily na r£Z se naviji molekula DNA. Tento komplex DNA a biko byva
také nazyvan chromatin. Cytogeneticky lze podlevibelnosti rozlisit dva typy chromatinu,
euchromatin a heterochromatin. Siab barvitelny euchromatin je charakteristicky
rozvolninym nespiralizovanym stavem, dikgmuz je pistupny transkripnim a replik&nim
proteinovym komple&m. V euchromatinu se nachazét$ina gef. Heterochromatin je
spiralizovany, geneticky inaktivni, intenzivbarvitelny chromosomalni material, pro ktery je
specificka nizka hladina acetylovanych histoRozeznavame dva typy heterochromatinu,
fakultativni a konstitutivni. Heterochromatin  katsgivni ma vzdy charakter
heterochromatinu. Nachazi se zejména v oblastiramer a telomer, twenych kratkymi
repeticemi satelitni DNA, v pohlavnich chromosomatch v tzv. B chromosomech (White
M.J.D, 1973; Lohe a kol., 1993). U maiyle konstitutivnim heterochromatinem teoa
velkac¢ast chromosomu W (Traut a Marec, 1996). Fakultatiaterochromatin ma charakter
heterochromatinu jenom 8asré za ugitych podminek. Typickym ikladem fakultativniho
heterochromatinu je Barrovelisko ¢i ,sex chromatin“ vznikly inaktivaci jednoho z dvcg
pohlavnich chromosofn X pozorovatelny u samic savqRay a Venketeswaran, 1978).

Odlisné barvitelnosti heterochromatinu a euchromatiyuzivaji tzv. ,prouzkovaci“ neboli
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.banding" cytogenetické techniky. Diferencovani geovadi barvenim Giemsou jako
nagiklad u C- nebo G — prouzkovani nebo fluoregoémi barvivy jako je nafdklad
quinakrin, Hoechst nebo DAPI. ,C - banding” se peézpro identifikaci konstitutivniho
heterochromatinu. Po obarveni Giemsou tmavé prulppvidaji heterochromatinu acthé
euchromatinu. Tmavé prouzkovani Giemsou WitvgG - prouzkovani“, kde tmavsi pruhy
odpovidaji AT bohatym oblastem DNA. Na druhou airg@ — prouzkovani“ barvici
fluoresceknim barvivem quinakrinem barvi heterochromatinowichromatinové prouzky.
Nejsiln¢ji po pasobeni quinakrinem sviti prouzky s vysokym obsah&m parn, které
preferegné barvi také DAPI (Kapuscinski a kol., 1995). Prkawaci techniky umaiuji
identifikaci jednotlivych chromosoin pii sestavovani karyotyp podle charakteristickych
barvicich patern kazdého chromosomu d&ipadré usnadiuji detekci strukturalnich aberaci
(Schreck a kol., 2001).

V 80. letech Bernardi a kol. odhalili nerovnémé rozlozeni bazi v genomech. Tehdy
byly prvré popsany tzv. ,isochory®, vice nez 200 kilobazow@mwgenni segmenty DNA
vyznaujici se vysokym obsahem guaninu a cytosinu (Beireakol., 1985). Jejich objeveni
bylo prvnim krokem k formulovani ,teorie isoclity v niz jsou genomy ,teplokrevnych
Zivocicht (savai a ptaki) charakterizovany jako mozaika dlouhych isochoratk regiori
sloZzenych pevazr z GC bohatych oblasti. Na druhou stranu ,chladewhkt Ziva@ichové®
(ryby, krokodyli a obojzivelnici) se vyzgaji nizkym obsahem GC bohatych isochor
(Bernardi a kol., 1985; Cuny a kol., 1981; Oliveka., 2001). Bhem nasledujicicHiteti let
vzbudila tato teorie vinu Zivého zajmu. VyuZitimudie reasocigni kinetiky metodou
hydroxyapatitové chromatografie bylo odhaleno, Zehstvi unikatnich DNA sekvenci kles&
a mnozstvi sedre repetitivnich sekvenci stoupa od GC chudych po &BGaté regiony
vykazujici izné vzorce rozlozeni (Cuny a kol., 1981; Bernardi 1®89). Tyto vysledky
nejsou nekonzistentni se studii prokazujici soastsinezi stoupajicim vyskytem gem GC
bohatych isochorech, protoZze gentegstavuji pouze maloéast unikatnich sekvenci DNA
(Bernardi G., 1989; Saccone a kol., 1993). Sousistoezi isochory a chromatinem vsak
dosud nebyla prokazana (Bernardi a kol., 1989).akvsozdji Varriale a Bernardi (2010)
prokazali souvislost mezi isochory a tzv. ,CpG ey u teplokrevnych Zivoicha. CpG
ostrivky jsou 0,5 — 2 kb sekvence bohaté na GC a neowtye CpG dublety, které se
obecr® nachazi v blizkosti genovych promatoVarriale a Bernardi. (2010) poukazuji na
snizeny vyskyt az absenci CpG aski u studenokrevnych Zivahia a vysokou hustotou

oblasti CpG ostivka u Zivaicha teplokrevnych, které je téfh soulEzné s genay hustymi



isochory se stoupajicim GC. (Aissani a kol., 19®5hbari a kol., 1998; Varriale a Bernardi
2010; Yamada a kol., 2004).

1.2. Repetitivni sekvence a jejich studium
Oproti unikatni DNA bylo na repetitivni DNAfve nahlizeno jako na zbyieou,

.Junk DNA" nebo ,parazitickou DNA", kterd genomu pignasi zadny uzitek. Nyni vyplyva
dulezitost repetitivnich sekvenci z nowabytych poznatko jejich roli v genomu. Rfomem
ve studiu repetitivni DNA byla predikce samotnychobiinich element Barbarou
McClintock zaloZena na pozorovani na urovni fenotypkukuice Zea maygMcClintock,
1950). K podrob&Simu zkoumani takovych sekvenci naskedroskytl ilezitost objev
vlastni struktury DNA (Watson a Crick, 1953).

Repetitivnimi  sekvencemi rozumime Useky DNA sloZzezémnohonasolin
opakovanych sekveénich motivia (Tab. 1).Casto se nachazi v charakteristickych regionech
chromosomu jako néjklad v oblasti centromer, v satelitech a na telcGoe. Repetitivni
sekvence jsou reprezentovany ,kodujicimi“ genovyodinami nap. rRNA a histonovych
gen stejre jako ,nekodujicimi* sekvencemi, kterymi rozumime genomu volé rozptylené

transpozibilni elementy a tandentaypakované repeticéznych délek, tzv. ,satelity”.

Transponovatelné sekvence, neboli ,mobilni elenfemyzliSujeme dle jejich
schopnosti fesouvat se v ramci genomu na transpozony replikatiti jejichz prenosu
dochéazi k ndrstu pdtu jejich kopii v genomu, a transpozony konzerwdtizachovavajici
pocet svych kopii, 8kdy téZ nazyvané ,cut and pastetell tidou mobilnich elemeftjsou
retrotranspozony, u nichz téz dochazi ke zvySeritup&opii v genomu a liSi se svym
mechanismemignosu. Retrotranspozony se nejprvepisuji do RNA a nasledrnvyuzivaji
reverzni transkriptazu pro &oy prepis z RNA do DNA. Ta se potomiide integrovat z§t
do genomu. Retrotranspozony jsou velmi s v genomech vSech organism

Z tandemov opakovanych repetic nejkratSi ,mikrosatelity€kolikabazové repetice
volné rozptylené po genomu, se proslavily svym vyuZii@ko markery pro popuéai studie
a klinické nebo forenzni dély (,DNA fingerprinting®). Radow deseti aZ tisicibazové
opakované useky, ,minisatelity”, se nachazeji ckirésticky v telomerické a subtelomerické
oblasti chromosoih ,Satelitni DNA* je vysoce repetitivni centrometéc DNA tvarena
mnoha@etnym tandemovym opakovanim sto - az desetitiviazevého sekveéniho motivu.
(Brown, 1999)



Tab. 1: Strané rozaleni repetitivnich sekvenci (Brown, 1999).

druhy repetic podle ttidy repetic dle jejich velikosti ukdzky zastupctiid
jejich vyskytu v genomu nebo zjisobu transpozice

tandemoveé repetice mikrosatelity (1-6 bp)
minisatelity (7-100 bp)
satelity (stovky bp)
mobilni elementy Transposony Mariner, hAT, MITE,...

Retrotransposony LTR retrotransposony
(Copia, Gypsy,...)

Non-LTR Retrotransposony  SINE, LINE

Retroviry

Jednou z metod studia unikatnich a opakovanychtUB&A je analyza reasodiai
kinetiky, tzv. ,COt analyza“, kteraipdstavuje ossdéeny zmisob zkoumani sloZzeni geném
(Britten a kol., 1974; Gage a kol., 1974; Raschoh, KL974). COt analyza byva uzivana
k charakterizaci genoinjednotlivych druli organisni (Britten a kol.,1974; Gage a kol.,
1974; Peterson a kol., 1998fibbva a kol., 2007; Zhu a kol., 2011),¢avani gibuznosti
mezi druhy (Rimpau a kol., 1978, Rimpau a kol.,@)98 ke studiu diverzity DNA organism

z environmentalnich vzoik(Torsvik a kol., 1990; Sandaa a kol., 1999).

Reasociani kinetika DNA nam poskytuje informace jak o veldti genomu, tak i o
podilu unikatnich sekvenci a repetitivnich sekvemdiomplexi& genomovych komponent
(Gage a kol., 1974). COt analyzou Ize také ve spagehydroxyapatitovou chromatografii
ziskat jednotlivetizné opakované frakce DNA vyuZzitelné pro vyteai knihoven (Peterson a
kol., 2002), pro sekvenovani fidova a kol., 2007) nebo na hybridind experimenty
(Peterson a kol., 1998). Samotnou repetitivni fraR&A Ize vyuZit jako kompetitora
vyznamré zvySujici &innost hybridizénich metod tim zjisobem, Ze zabrani nespecifické
hybridizaci sond na preparatech navazanim tétaitiepé tzv. COt-1 frakcegimz dojde ke

shizeni pozadi a zvyragm signalu.

Metoda COt analyzy je zaloZzena na DNA-DNA hybridizalenaturaci a renaturaci
DNA dvouSroubovice. # zahrati dvouSroubovice DNA na 95°C dochazi k roz¥oin
vodikovych nfistki mezi komplementarnimietzci za vzniku jednietzcovych DNA
molekul. Nasledné ochlazeni &pyto rettzce spoji. Vzorek reasociovany na poZzadovanou

COt hodnotu je okamZitnanesen na hydroxyapatitovou kolonu, kde dojdezkkteni na



jednaetézcovou a dvoiettzcovou DNA vymyvanim sodium-fosfatovym pufreriznych
koncentraci P stejné teplat. COt hodnota vzorkuipdstavuje satin koncentrace nukleotid
v molech na litr, doby reasociace v sekundach tfakodpovidajiciho koncentraci katiént
v pouzitém pufru (Britten a kol., 1974). Vynesenlogaritmu COt hodnoty na graf oproti
odpovidajicimu procentualnimu podilu jednovlakn®MA ve zkoumaném vzorku ziskame
COt bod. Graf COt bad rozpinajici se od minimalni az nulové reasociace t@mer
stoprocentni reasociaci DNA nazyvame CGivkou. DNA sekvence hojn piitomné
(repetitivni DNA) v genomu renaturuji @mmé rychleji oproti sekvencim unikatnim.
Rozborem COt #vky miZzeme ziskat informaci o velikosti genomu, gomunikatnich a
repetitivnich DNA sekvenci, o rozsabésti genomu s titou frakci a o komplexé sekvenci
v jednotlivych frakcich (Peterson a kol., 1998).

1.3. Genomy motyh
Motyli se vyzn&uji hned rkolika genetickymi zvlastnostmi. Samice madtysou

heterogametické s pohlavnimi chromosomy WZ a sahwinogametiti s pohlavnimi
chromosomy ZZ (Abe a kol., 2002). Chromosomy miofgbu holokinetické, postradaji tedy
centromeru a mikrotubuly &iciho wWweténka se ffipojuji ke kinetochorové destie,
pokryvajici znanou c¢ast povrchu chromosomu (Murakami a Imai, 1974; WA®96).
Roztrouseny heterochromatin u holocentrickych closomi neumozuje identifikaci
jednotlivych chromosoih prouzkovacimi technikami, pouze je reliddo tiid dle velikosti
(Fukova a kol., 2005).

Motyli genomy obsahuji vysoké procento podilu regpeich DNA sekvenci, jak jiz
v 70. letech ukazaly vysledky COt analyz. VyuZiteasociani kinetiky byl zjiS&n 45% podil
repetic v genomu bource moruSového a byla stanowelileost haploidniho genomB. mori
0,53 + 0,02 pg DNA (Gage a kol., 1974fi gemz non-LTR retrotransposony BMC1, L1Bm
a Bm1l spolu s DNA transposonem maringedstavuji 16% genomu (Mita a kol., 2004).
Tento vysledek je konzistentni a@nim velikosti genomu bource pomoci Feulgenova
barveni DNA. Touto metodou byl zifen haploidni genom samce bource 0,52 + 0.01 pg
DNA (Rasch a kol.,, 1974). Studie sloZeni genomutimé@ie Antheraea pernyipomoci
reasociani kinetiky odhaluje, Ze velkodast tvdi repetitivni DNA, zejména rozptylené
repetice, a stanovuje velikost genomu na 1C = {Hfsfratiadis a kol., 1976). Cherepenko a
kol. pomoci reasocéai kinetiky izolovali repetitivnicasti genomu zavije voskového,
Galleria mellonella a ukili, Ze velikost jeho genomu odpovida 0,5 pg DNE&hérepenko a
kol., 1985). Od té doby byly motyli genomy z hlédisobsahu repetitivnich sekvenci



zkouménytadou technik, zejména druhy jiz osekvenované. Rapal. (2008) vys#tluji
rozdily ve velikostech dvou blizcéipuznych motyl Heliconius eratca H. melpomenekde
genom prvniho zmimého je o 30 % &Si, inserci a naslednou expanzi repetit,cpmz
rozdil velkosti genoihzhruba odpovida rozsahu absence sekvehtimelpomeneprotiH.
erato.U motylaDanaus plexippugehoz genom o velikosti 273 Mb byl jiz takéekvenovan,
bylo zjis€no 13, 1 % repetitivnich sekvenci (Zhan a kol.,D0JejichZ charakteristika vSak
zatim nebyla prozkouman@etné sotiasné studie potvrzuji vysoky obsah repetitivni DNA
v genomech motyl zejména pak poukazuji na mobilni elementy akuwané na
chromosomu W (Sahara a kol., 2003; Abe a kol., 260&ova a kol., 2007; Vitkova a kol.,
2007). Ze zndmych udap velikostech genotnmotylhi vyplyva, Ze mezi jednotlivymi druhy
mohou existovat zraé rozdily (Tab. 2), coZz budeiepr¢ zpisobeno prav rozdily

v mnoZstvi repetitivnich sekvenci DNA.

Tab. 2: Srovnéni velikosti gendmmotyhi (Gregory a kol., 2003).

druh motyla velikost genomu odpovidajici 1 C
Euchlaena irraria -nejvétsi genom 1,94 pg

Danaus plexippusnejmensi genom 0,29 pg

pramér genomi vSech zahrnutych drihmotyh 0,66 + 0,04 pg

Osekvenovani genomu bource moruSového a jeh@jméri v roce 2004 (Mita a kol.,
2004; Xia a kol., 2004) otéglo dvde srovnavacimu mapovani genojmych druhi motyla.
S vyuzitim fluorescemi in-situ hybridizace ugtych bakterialnich chromosaimtzv. ,BAC-
FISH* o rok pozdji Yoshido a kol. (2005) sestavili karyotyp bourceneémz kazdy
chromosom identifikovali podle specifickych hybreinich signal vybranych BAC klog.
Znalost fyzické i genetické mapy (Yasukochi, 1988nhomu bource morusového umoznilo
piitazeni vazebnych skupin ke konkrétnim chromasoma nasledné porovnavani map
genomii druhi motyhi (Jiggins a kol., 2005; Yasukochi a kol., 2006;nBi¢ a kol., 2007;
Beldade a kol., 2009; d"Alenc¢on a kol., 2010). Ga¢&o a kol. (2011) vyuZili BAC knihoven
pro studium repetitivnich sekvenci DNA @ka Bicyclus anynanaa identifikaci
transponovatelnych eleménte zkoumanych sekvencich. V analyzovanych sekebnaylo
zjisténo okolo 2,73% repetic, coz je nizSi procento nenalyli rodu Heliconius kde byva

pies 20% repetitivnich sekvenci v genomu (Papa a 2008). U motylaDanaus plexippus

10



jehoz genom byl jiz takésekvenovan (Zhan a kol., 2011), dosud nebyla povapetitivhich

sekvenci charakterizovana.

1.4. Obal& jableény Cydia pomonella
V této diplomové praci se zabyvam modelovym orgaeis obaléem jablénym,

Cydia pomonellgTortricidae, Lepidoptera). Ob&lgableiny je klicovy Skidce na plodech
jabloni, hrusni, kdouli a vlaSskycheghi (Barnes, 1991). ZvySena mira jeho Skodlivosti
spaiiva zejména v jeho usgné adaptaci na nové prasti (Timm a kol., 2006), reprodérki
kapacit, dynamice jeho populaci a rezistenci k insekiioidnag. Sauphanor a kol., 1998;
Stara a Kocourek, 2007; dalSi citace v praci Sykard011).

Genomova velikost haploidniho genomu obealgabléného byla ufena pomoci
pritokové cytometrie je 1C = 0,75 pg u samic a 0,7lupgamé (Nguyen, nepublikované
vysledky), pat tedy mezi motyly ke genoim velikostré nadptimérnym nagiklad oproti
genomu zavijée Ephestia kuehniellau kterého velikost haploidniho genomu 1C DNA 450,
pg (Buntrock L., 2012), nebo dokonce ve srovhaméjmensim znamym motylim genomem

Danaus plexippu®,29 pg (Zhan a kol., 2011).

Karyotyp C. pomonellase skladd z 56 holokinetickych chromosormpodobné
velikosti. Fukova a kol. (2005) roZdi tyto chromosomy do §i velikostnich fid.
Nepoddilo se ale identifikovat individualni chromosomy thkv absenci prouzkovacich
technik vhodnych pro Lepidoptera. Jednaawiarozpoznatelné v karyotyp@. pomonella
jsou pouze pohlavni chromosomy W a Z diky jejiclikesti. Chromosom W je podobnako
chromosom Y savctvoren gevazri heterochromatinem, obsahujicim zejména repetitivni
DNA (Fukova a kol., 2007). Vinterfaznich jadrechomstickych busk tvori
heterochromatinovelisko, tzv. ,sex chromatin“, snadno viditelné v makkopu i pi malém
zwétSeni (Fukova a kol., 2005).

Napadr velké pohlavni chromosomy charakteristické prochkigg cytogeneticky
prostudované zastupc¢eledi Tortricidae (Emelianov a kol. 2004, Fukoviah 2005) vedly
k domreénce, Ze se na pohlavni chromosom Z translokat@danebo dokonce cely autosom.
Fuzi jednoho z autosaim konkrét@ autosomu odpovidajicimu chromosomu 15 bource
morusového, s pohlavnim chromosomem Z u aeajabléného vibec poprvé potvrdila
Sykorova (2011). Osud homologniho autosomu v$akazal neobjasm. Jednou z moznosti

je fuze tohoto autosomu s pohlavnim chromosomenNguyen a kol., v oponentniifzeni).
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Pfi vyzkumu pohlavnich chromosdmi autosoni obalé&e jabléného (a i jinych
motyli) metodami molekuldrni cytogenetiky se naSe labbrgiotykd s problémem
nedostaténé specificity malovacich a jinych sond. Ni&md malovaci sondafipravena
DOP-PCR amplifikaci DNA chromosank, ziskanych laserovou mikrodisekci hybridizovala
ke vdem chromosoim a dokonce zvyraznila chromosom W misto Z (Sichay&009).
Podobr pii srovnavani miry divergence pohlavnich chromo$@mautosora u vybranych
zastup@ celedi Tortricidae metodou Zoo-FISH nebylo mozné zibuwelochromosomoveé
malovaci sondy z pohlavniho chromosomu Z a jedraaltosomu obate jableéného kvili
nedostatéené specificié hybridizace (Sichova J., 2011). Evidentnfi¢ipou &chto
neusgSnych aplikaci FISH je vysoky obsah obecnych aboimdeh repetic, jeZz jsou
rozptyleny po celém genomu a zarbviev pripravenych sondach. Sondy pak hybridizuji
vicemér rovnonerné po celém genomu, coZz ma za nasledek nevyraznylsigpongru
k jeho pozadi. Pouziti vhodného kompetitora s vysbkobsaheméthto repetic, nagklad
COt-1 frakce DNA, by tak s velkou praymbdobnosti vyznaninsnizilo pozadi a zvyraznilo
specifické hybridizeéni signaly. Nagiklad u rostlin, jejichz DNA je plna rozptylenyclpetic,
pouziti COt-1 DNA umoiuje Usgsre provadt mezidruhové hybridizace (Peterson a kol.,
1998; Hibov4 a kol., 2007; Zhu a kol., 2011)
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2. Cile prace
Hlavnim cilem mé prace bylo charakterizovat gendmal&e jabl&ného, modelového

druhu naSi laborate, pomoci metod reasotr kinetiky a pispét tak k poznani
molekularniho slozeni a struktury genibmmotyli (Lepidoptera), neptsSi skupiny Zivéichi

s holokinetickymi chromosomy a chromosomalnintenaim pohlavi typu WZ/ZZ, kde
heterogametickym pohlavi jsou samice. ¢iii cili prace bylo zavedeni metody COt analyzy
k charakterizaci podilu repetitivni DNA a jejictptyv genomu motyl, nasledné vyizolovani
vysoce repetitivni frakce a unikatni frakce DNA e jabl&ného a vyuziti &chto frakci
jako sond pro fluoresceni in situ hybridizace (FISH) a u vysoce repetitivni frak@gqvnani
jeji ieinnosti jako specifického kompetitora pro FISH srigetitorem rutind pouzivanym

v nasi laborati, tj. sonikovanou celogenomovou DNA daného druhu.
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3. Material a metody
3.1. Hmyz

V préaci jsem pouzila laboratorni kmen Krym-61 olel@blé&ného, Cydia pomonella
(Lepidoptera: Tortricidae). *od kmene a metoda jeho chovtetre piipravy a sloZzeni

unelé diety jsou detailthuvedeny v praci Fukova a kol. (2005).

3.2. Extrakce DNA
Extrakce celogenomové DNA (gDNA) byla provedenandédni fenol-chloroform-

izoamylalkoholovou extrakci. Do&lg jedince C. pomonella s&ho nebo sandiho pohlavi
jsem zpracovavala zviasTkéa jsem homogenizovala igdchlazenéiéci misce s tekutym
dusikem. Zhruba 0,3 g homogenéatu jseempsla do 10 ml extrakiho pufru o nasledujicim
sloZzeni: 100 mM NaCl, 50 mM EDTA, 1Q@/mL proteinaza K, 0,5% Sarkosylu a 10 mM
Tris-HCI, pH 8. Smis jsem za pomalého michani inkubovataspnoc ve vodni laznifip
37°C. Druhého dne jsemtigala RNazu A o konmé koncentraci 1Qug/mL extrakniho

roztoku a srés inkubovala dalSi hodinuripstejné teplat.

Po zchladnuti stisi na pokojovou teplotu jsem provedla fenol-chlorafovou
extrakci. Klubko gDNA vysrazené v 0,1 objemu 3M Aleetatu a 0,7 objemu isopropanolu

jsem rozpustila vifsluSném mnozstvi vody nebo 1x TE pufru.

Kontrolu kvality izolované DNA jsem provedla¢penim restriknimi enzymy a
koncentraci DNA stanovila na fluorometru Hoefer DYyNQuant 200 (Amersham

Biosciences, Buckinghamshire, UK).

3.3. Fragmentace DNA
Ziskanou vysokomolekularni gDNA jsem fragmentovalaakovanou ultrasonikaci

homogenizerem Bandelin Sonoplus HD 2070 (Band@&er]in, Némecko) plnymi pulsy ve
tiicetisekundovych intervalech, mezi kterymi jsemto&zDNA chladila na ledu. Cilem bylo
fragmentovat vysokomolekuldrni DNA na sekvence onmgrné velikosti kolem 350 bp.

Velikost vyslednych fragmeititoyla kontrolovana gelovou elektroforézou.

3.4. Uréeni teploty tani DNA (Tr)
Teplota tani (Tm) zkoumané DNA bylacena pomoci CD spektroskopie. Spektra byla

méiena na Odéleni fotosytézy Ustavu molekularni biologie rostB€ AV CR na fistroji
Jasco J-715 Spektropolarimeter (Jasco, Tokyo, 3&pdnVzorek roztoku DNA v 0,12 M
SPB pufru byl umish v parafimem uzaené centimetrové ,quartz* kywetdo komirky

vyhtivané nebo chlazené vodni lazni na pozadovanoottefRoztok DNA byl zrten za
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teplot od 10°C do 70°C. Z hodnot n&mnych na absofpim maximu DNA zaiznych
teplot byla ziskdna Tm (°C) z prvni derivace ggné hodnoty za dané teploty.

3.5. Reasociace DNA
DNA zatavena ve sklénych ampulich byla denaturovdna ve vodni laznitgplot

95°C po dobu 10 minut. Nasletlbyly tyto ampule po dobu renaturace urrigtve vodni
lazni o teplo¢ 60°C. Po ukoeni renaturace byla DNA ihned stonasblmaedéna 0,03 M

sodium fosfatovym pufrem (SBP) o te@@0°C a nanesena na chromatografickou kolonu.

3.6. Chromatograficka separace
Chromatografickd separace byla provedena dle kwhtoPetersona a kol. (1998).

Chromatografickou kolonu (Bio-Rad, Hercules, CA,J3ABio-Rad pittokovym adaptérem
napojenym na peristaltickou pumpu Gilson Minipul¢Glson, Inc., Middleton, WI, USA),
udrzujici konstantni ftok 0,75 ml/min. a cirkulujicim athem vody zaji€ujicim v kolorg
stalou teplotu 60°C, jsem naplnila 0,32 g hydroxdp (Bio-Rad) a postugnpromyvala
0,12 M a néasledn0,48 M SPB. Zatimco nizk&d koncentrace SPB vymydingvlaknovou
DNA, vysoka koncentrace SPB vymyva DNA dvouvlaknovdnoZzstvi DNA jednotlivych
frakci byla zmétena na UV spektrofotometrutripvinové délce 260 nm (Thermo Fisher

Scientific Inc.).

3.7. Analyza dat: CotQuest
Tzv. ,COt kivka“, tedy grafické vyneseni natienych hodnot mnozstvi ssDNA za

urcité DNA koncentrace a doby renaturace, byla vyhedna pomoci programu CotQuest,
ktery byl navrzen pro automatickou nelinearni regfeanalyzu dat z DNA reaso&
kinetiky (Bunge a kol., 2009). Byl pouzit algoritswu,Gauss Newton* a z vyslednych
matematickych modélvybrdn model ,2F" na zakl&dnejnizsi AICc hodnoty a na zakkad
nepgekryvani DNA frakci daného modelu (Bunge a kol.020 Programem CotQuest byly
také navrzeny COt hodnoty nutné pro izolaci frakgsoce repetitivni DNA (HR DNA) a
unikatni neboli ,single copy“ DNA (SC DNA).

3.8. Dialyza
Frakce DNA v SPB pufru jsemiggistila pomoci dialyzy v 1x TAE pufruips noc.

Druhy den byla DNA fesrazena s#ési - 3M Na acetatu a isopropanolu. Vzhledem ke
zna&nym ztratam fi sraZeni repetitivni frakce byla unikétni frakcBl® vysrdZzena fidanim
250 ng glykogenu. Vysrazeny pelet DNA jsem rozpaiste vod. Koncentrace ziskané DNA

byla méfena na nanodropu (Thermo Fisher Scientific Inc.).
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3.9. RFiprava chromosomalnich preparafi
Chromosomalni preparaty jserriggavovala z testes a ovarii larev, respektiveekuk

obal&e jabl&éného za vyuziti tzv. ,spreading” techniky (Trau®786). Po vypitvani tkanve
fyziologickém roztoku jsem material 10 minut hypatovala v 0,075 M KCI a nasleén
fixovala 10 minut ve fixazi podle Carnoye (6tdétanolu : 3 dily chloroformu : 1 dil kyseliny
octové). V pipact ovarii jsem vynechala hypotonizaci a rovnouithkgenesla do fixaze.
Nasledr jsem fixovany materialienesla do kapky 60% kyseliny octové na podloZnika sk
piedem vyisttném kyselym etanolem (96% etanol s 1% HCI), kdmjfeéxn rozmacerovala
wolframovou jehlou. Kapku kyseliny octové jsem ofllgapiremistnim sklitka na teplou
plotnu o 45°C. Nakonec jsem preparaty pro dlouhédathovani odvodnila v etanolokaik,
tedy jednu minutu v 70 %, 80 % a 100 % etanoluodild do — 80°C.

3.10. Riprava kompetitori a znateni sond proin situ hybridizace
Byly pouzity #i druhy kompetitoil, standardé pouzivana sonikovana sahgDNA

(Vitkova a kol., 2007) a vysoce repetitivni frakBENA a COt-1 frakce DNA ziskané
hydroxyapatitovou chromatografickou separaci. Ja&ody pro hybridizaci byly pouzity
zna&end unikatni frakce DNA, ztana repetitivni frakce DNAa BAC sonda odvozena
z pohlavniho chromosomu ob&te BAC W (27-1) (Dalikova, 2009).

Repetitivni DNA jsem amplifikovala soupravou WGA4emePlex Single Cell
Whole Genome Amplification Kit (Sigma-Aldrich, Stouis, MO, USA) a po namnozeni
precistila pomoci soupravy Wizard SV Gel and PCR ClegnSystem (Promega, Madison,
WI, USA). VSechny kroky jsem provedla dle pokywyrobce. Unikatni DNA jsem v dalSim
kroku nazngila fluorochromem, pomoci soupravy WGA3 GenomePla¥GA
Reamplification Kit (Sigma-Aldrich) s drobnou Uprav v protokolu, tedy se zménou
koncentraci jednotlivych nukleofid Reakce obsahovala 10 mM dCTP, dATP, dGTP, 8,4
mM dTTP a 1 mM Cy3-dUTP (GE Healthcare, Milwauk®él, USA). Kromg této znény

jsem postupovala podle polkynvedenych v protokolu vyrobce.

BAC sondy byly zn&ny metodou nick translace soupravou Nick Trarmstatit
(Abbott Molecular Inc., Des Plaines, IL, USA) s gdim zna&enych nukleotid Cy3-dUTP
(GE Healthcare, Milwaukee, USA). Ztai reakce probihala 4 hodinyid6°C. Postup, ktery

jsem pouZzila, je popsan v protokolu vyrobce.

3.11.Fluorescereni in situ hybridizace
Samotnd FISH byla provedena podle Yoshido a koD0%2). Ve strénosti,

chromosomalni preparaty byly nejprve odvéay v ethanolov&ad (70%, 80% a 100%
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ethanol po 1 ming) a po oschnuti denaturovany 3,5 minutyg8°C v 70% formamidu v 2x
SSC. Hybridizani smés pro jedno sktko obsahovala fluorescémé znaené sondy,
kompetitora (viz Tab. 3) a 2,519 nezn&ené sonikované sain gDNA lososa jako
nespecifického hybridizaiho kompetitora v 1QL 50% formamidu a 10% dextransulfatu v
2x SSC. Skla byla inkubovdna s denaturovanou higatidi snesi (denaturace 5 minutip
90°C) ti dny pri 37°C a nasledhpromyta v 0,1x SSC s 1% Tritonem X-100. Prepabdty
zakapnuty mediem Vectashield Mounting Medium obgahm DAPI (Vector Laboratories,
Inc., Burlingame, CA, USA). Preparaty byly vyhodeog a zdokumentovany na
fluorescednim mikroskopu Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss, Jeh&Emecko) vybaveném
chlazenou CCD kamerou s pomoci programu Analysin@ce, verze 3.2 (Soft Imaging
System GmbH, Minster, SRN). Fotografie prepat@rvenych DAPI a Cy3 jsem snimala
pro kazdou barvu zvl&s Snimky jsem poté obarvila a dale zpracovala pérpoocgramu

Adobe Photoshop, verze 6.0.

Tab. 3: Pouzité hybridizai snEsi pro FISH na preparatech obsdgable&ného.

Preparat Sonda Cy3 Kompetitor
Cp? zna&ena unikatni frakce DNA z HAI 500 ng -
chromatografie
Cp? zna&ena vysoce repetitivni frakce DN 500 ng -
z HAP chromatografie
Cp¢? BAC W (27-1) 160 ng 3 ug HR DNA
Cp¢? BAC W (27-1) 160 ng 3 ug COt-1 DNA
Cp? BAC W (27-1) 160 ng 3 1g gDNA

Cp -Cydia pomonella? - samice, HR — vysoce repetitivni frakce DNA
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4. Vysledky
4.1. Méreni cirkularniho dichroismu vzorku fragmentované DNA C. pomonella

Pomoci ndteni cirkularniho dichroismu (CD) DN&. pomonellar 0,12 M SPB pufru
jsem utila teplotu tani DNA. Z hodnot natfenych za teplot 10 - 70°C (Obr. 1) byla
derivani metodou ufena teplota tani daného vzorku DNA na 35°C (Obr.V2) srovnani
s teplotou tani @ekavanou podle teploty tAni DNA bource moruSovekRostejném pufru
(Gage a kol., 1974) je tatariiS nizka. To nize byt z@isobeno nedokonalym uzanim
kyvety a ndslednym odparem seénou koncentrace pufru nebo celkavevhodg zvolenou
metodikou zjiovani tepoty tani. Aparatura s vodni lazni bohumielmoila zvysit teplotu
v komirce ukryvajici kyvetu nad 70°Ctipemz teplota tani zkoumané DNAuge 70°C
pievySovat. Pro samotnou reasociaci byla tedy potefibta tani DNA bource moruSového
z literatury, tj. 80°C (Gage a kol., 1974).
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Obr. 1: Graf hodnot nagenych pomoci CD zaiznych teplot.Cerné body jsou nastené

hodnoty.Cervena kivka zobrazuje Boltzmannovuikku optiméalniho proloZeni.
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teplota tani DNA - derivacni diagram
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Obr. 2: Derivéni diagram znazauwjici derivaci rozdil absorbance podle roziliteploty na

teplotnich bodeciCervert je vyzna&ena vysledna teplota tani DNA.
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4.2. Reasociace genomove DN2ydia pomonella
Hodnoty ziskané reasoérd analyzou genomové DNACydia pomonellabyly

zpracovany pomoci programu COtQuest (Peterson REBY), jenZ prolozilémito body COt

— kiivku (Obr. 3), tedy kivku optimalniho proloZeni natfenych bod nazndujici trend

rozsahu renaturace DNA v COt bodech o konkrétnt&otraci DNA a dobrenaturace (Tab.
4).

Tab. 4: Rehled namstenych COt hodnot, které byly pouZity pro sesta¥edti- Kivky.

% ss DNA COt hodnoty pdéateéni koncentrace CO (mol/L) ¢as renaturace t (S)

93,05 0,0014 1,384 * 10 10,00

73,37 0,0059 3,460 * 10 17,00

68,92 0,0235 1,384 * 10 17,00

62,08 1,0000 1,384 * 10 72,27 * 10
61,77 8,7178 1,384 * 10 63,00 * 16
42,13 98,3868 1,384 * 10 71,10 * 18
42,70 451,1123 1,384 * 10 32,60 * 14
33,03 555,4493 1,384 * 10 40,14 * 14
42,26 1036,4235 1,384 * T0 74,90 * 14
46,07 1871,8392 1,384 * £0 13,53 * 16

COt analyza vymezila vysoce repetitivni komponeDfA a unikatni komponentu
DNA na aekavanych COt hodnotach (Gage a kol., 1974; Peteadwl., 1998). Na zaklad
reasociani kinetiky bource morusového meéitito frakcemi éekavame také frakciigtdre
repetitivni (Gage a kol.,, 1974), kterou program @@#st nedokazal popsat @vodu
piekryvu s vysoce repetitivni frakci. Tzv. ,COt-1 Kci' odpovida oblast #vky s COt
hodnotou 1 (Obr. 3). Tuto frakci Ize ziskat za,7@2 s od zahajeni renaturadekmncentraci
DNA 1,384 * 10°mol/L.

COtQuest nacasti grafu vygeneroval ilwku optimalniho prolozeni, ktera vSak
nedosahuje vysSich COt hodnoti techto vysSich hodnotach jiz doslo k jistym odchylkédh
piedpokladaného trendu hodnot, dikgmuz program matematickou chybou neumoznil

stanovit dalSi pibéh kiivky optimalniho prolozeni. K&tsSim odchylkam na takto vysokych
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COt hodnotach paténdoSlo z dvodu degradace DNAfprenaturaci za teploty 60°C v
dlouhych denatugaich casech i@gdow dny).

CotQuest na zakladéto COt — kivky navrhl hodnoty vhodné pro ziskani jednotlivych
razr¢é repetitivnich komponent DNA a jejich p@émy obsah v genomu. Vysoce repetitivni
DNA byla vyizolovana na COt %2 = 0,005 a unikatakire DNA byla vyizolovana na COt %2 =
680,272. Podil vysoce arstire repetitivni DNA v genomC. pomonellge 46,1% aunikatni
DNA 25,57 %., p30,36 % t¥dnezreasociovana DNA. V kazdé COt analyze se \tpskjysta
cast poskozené DNA, kterd jiz neni schopna rease@a@vazani na HAP kolonu (Peterson a
kol., 1998). Za fedpokladu, Ze tato nezreasociovana DNA sekvencégiich zastoupenim
odpovida ziskané vysoce repetitivni a unikatni dralse skuténé zastoupeni DNA
komponeni rovna jejich podilu v reasocioované DNA (Petersokol. 1998). Od#eme-li
takto od celkové hodnoty nezreasociovatast DNA, potom vysoce repetitivni frakce DNA
tvori 66,20 % a unikatni frakce DNA 36,72 %.
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Obr. 3: COt kivka genomové DNACydia pomonellaPIné svisl&ary naznauji COt hodnoty

vhodné pro izolaci jednotlivych frakci genomu, réléara znai frakci vysoce repetitivni a

modra frakci unikatni, jak je nazteno Sipkami. EeruSovana svisléara naznéuje piblizné
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rozmezi frakciCerna svisl&ara znazatuje COt hodnotu, kde by mohla byt vyizolovana tzv.
,COt-1 frakce*. Cervena kivka naznauje optiméaini proloZzeni naffenych hodnot COt

znazorgnych cernymi t&kami.

4.3. Hybridizaéni experimenty
Znaené unikatni a repetitivni frakce DNA jsem vyuzjiko sondy pro FISH a

provedla srovnanidinnosti repetitivnich frakci ziskanych HAP chrongifii se standaran
pouzivanym kompetitorem pro FISH (viz. Tab. 3). k&thi frakce DNA vykazovala
rovnomernou distribuci po celém genomu seidaw slabSimi a silgSimi roztrouSenymi
hybridiza&nimi signaly (Obr. 4, la-c). Kroinchromatinu bivalerit ozn&ila i jadérka na
koncich obou NOR-bivaletit(Obr. 4, 1c). Hybridizéni signaly vysoce repetitivni frakce
DNA byly téZ rovnongrné rozptyleny po celém genomu, na rozdil od unik#talkce vSak
témei chykély v oblasti jadérek a naopak zvyraznilyilpizné polovinu délky vldkna

vvvvvv

poznatky o heterochromatinovém slozeni a repetitivabsahu tohoto chromosomu (Fukova
a kol., 2005, 2007).

Obr. 4:1 (a, b, g9 — Distribuce unikatnich sekvenci v geno@upomonellaFluoresce#ni in
situ hybridizace unikatni frakce DNA ziskané HAP chrooggafii na pachytenni bivalenty
samiceC. pomonella.Chromosomy byly podbarvené DAPI (modra), sondaema Cy3-
dUTP ¢ervena).la— chromosomylb — hybridiz&ni signaly unikatni frakcelc — slozeny
obradzek zobrazuje rovna@mé rozloZeni unikatnich sekvenci po celém genordeiny
jadérek (N, nucleolus). Signal unikatni frakce DNl velice slaby, bylo proto pisba
pouzit dvojnasobné expdnii ¢asy ¥ foceni nez u ostatnich obrdzkNa vSech obrazcich
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Sipka ukazuje na chromosom W, jeZ jed&sii bivalentu WZ. Niitko = 20um. 2 (a, b, @ —
Distribuce vysoce repetitivnich sekvenci v genof@u pomonella.Fluorescetni in situ
hybridizace vysoce repetitivni frakce DNA ziskan@dRH chromatografii na pachytenni
bivalenty samice&C. pomonellaChromosomy byly podbarvené DAPI (modra), sond@&ema
Cy3-dUTP ¢ervend).2a — chromosomy2b — hybridiz&ni signély vysoce repetitivni frakce;
2c — slozeny obrazek zobrazuje rovnsmme rozlozeni vysoce repetitivnich sekvenci poraelé
genomu kromd chromosomu W, ktery vykazuje akumulaci signaDetail zobrazuje
chromosom W, jehoz horriiast je husii znatena nez spodni. Tato vice Zemacast by
mohla odpovidatjprodnimu ancestralni chromosomu W, ktery zfuzovalt®somem, jehoz

obsah postupnzdegeneroval. Na vSech obrazcich Sipka ukazujehmramosom W, jez je

soutasti bivalentu WZ. Mitko = 10um.

Obr. 5: Srovnani dinnosti ¥i kompetitoi fluorescefni in situ hybridizaci BAC W (27-1)

sondy zn&ené Cy3-dUTP dervena) na pachytenni bivalentech oac@ydia pomonella
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Chromosomy byly podbarvené DAPI (modrd). a — chreonoy; b — hybridizéni signaly; ¢ —
slozeny obradzek3 (a, b, 9 — standard&h pouzivana fragmentované gDNA samCe
pomonella4 (a, b, g — COt-1 frakce DNA samic€. pomonellaziskana HAP chromatografii.
5 (a, b, 9 — vysoce repetitivni frakce DNA sam€epomonellaziskana HAP chromatografii.
3b—- BAC W (27-1) sonda poskytla roztrouSené sigmaywSech chromosomech diky obsahu
obecnych repetic a vyraZzmobarvila cely chromosom W, coZzé&ki o uniformni akumulaci
téchto repetic na W4b — slabsi signaly se zvyragrim terminalniho segmentu na W
chromosou (pravipdobrg misto givodu BAC klonu) poukazuji na vysokoucidnost
kompetitora.5b — vyrazné signaly na vSech chromosomediu&vo nedostaté Einnosti
vysoce repetitivni frakce DNA jako kompetitora. Sipznasi chromosom W. Mitko = 10

um.

Porovnéni tinnosti tiznych kompetitak na distribuci hybridizénich signdi BAC W
(27-1) klonu na pachytennich bivalentech samic etleajabl&éného (Obr. 5) ukazuje na
vysokou @innost COt-1 frakce DNA ziskané HAP chromatogriiio kompetitora (Obr. 5,
4a-c) oproti standardrpouzivana fragmentované gDNA sanabale€e (Obr. 5, 3a-c). COt-1
frakce vyznama snizila signaly na vSech chromosbprtetrg heterochromatinem tveného
chromosomu W a zvyraznila misto na chromosomu \&t€ékje s nej§tSi pravépodobnosti
mistem fivodu tohoto BAC klonu (Obr. 5, 4b,c). Naopak vysaepetitivni frakce DNA
mela na distribuci hybridizénich signak maly nebo neiia zadny vliv (Obr. 5, 5b,c), a tudiz

se jako kompetitor neostkila.
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5. Diskuze
Cilem této prace bylo zavedeni metody COt analyzldrakterizaci genomu motyh

izolace repetitivni frakce DNA obale jabl&éného,Cydia pomonellaktera by byla &éinnym
kompetitorem pro hybridizai metody oproti hybridizamimu kompetitorovi sotasré

uzivanému v nasi labordto

Provedla jsem analyzu reasagia kinetiky DNA obal&e jabl&éného, pi které byly
zjisSttny COt hodnoty pdgebné pro izolaci vysoce repetitivni a unikatni é@kDNA. Po
reasociaci na odpovidajici COt hodnoty byly tytonkmnenty DNA ziskany odtenim na
hydroxyapatitove koloh Precisténé frakce byly pouzity pro hybridizai experimenty. Kazda
frakce byla nazrigena fluorochromem Cy3-dUTP a hybridizovana na péggachytennich
chromoson C.pomonellaVysoce repetitivni frakce DNA a COt-1 frakce stenpostupem
ziskana na HAP kola@nbyly pouzity jako kompetitd a jejich (Einnost snizeni nespecifické
hybridizace sondy byla srovnana se standargouzivanym kompetitorem sonikované
genomové DNA (gDNA) opmého pohlavi, nez ze kterého byliippaveny chromosomalni
preparéty.

Ze srovnani vysledkCOt analyzy s bourcem moruSovyBymbyx mor{Gage a kol.,
1974) a martinéem Antherea perny{Efstratiadis a kol., 1976) je patrné, Ze tvakaie COt —
kiivky u C. pomonellajeji rozmezi i COt %2 hodnotyizné¢ opakovanych frakci DNAadow
odpovidaji déma dive analyzovanym motfm. Mnou ziskané COt ¥2 hodnoty DN&.
pomonellajsou pro vysoce repetitivni DNA COt %2 = 0,005 a pnikatni frakci DNA COt %2
= 680,272. Hodnoty DNAB. mori jsou pro vysoce repetitivni COt %2 = 0,015;edte
repetitivni COt %2 = 1,5, coz by zhruba odpovidad&inCOt-1 frakci, a unikatni na COt %2 =
800 (Gage a kol., 1974). WB. pernyinejsou hodnoty COt ¥2 uvedeny, krédrtoho DNA
Antherea pernyidle analyzy reasodiai kinetiky zahrnuje frakcetyii — unikatni, malo
repetitivni (pomalu reasociujici),fetre repetitivni a vysoce repetitivni (Efstratiadis al.k
1976). Srovnani vSecli tcOt — Kivek vSak vykazuje podobné hodnoty, tj. setinyétisy pro
vysoce repetitivni frakci DNA a stovky pro unikatrakci DNA.

U bource moruSoveho byl metodou reas&miakinetiky zjiS€n 45% podil
repetitivnich sekvenci v genomu o velikosti 0,530;02 pg DNA (Gage a kol., 1974).
Genomova velikost obale jabl&éného 1C = 0,75 pg u samic a 0,71 pg u sa(Rc Nguyen,
nepublikované vysledky) je detinu WtSi neZ u bource a Ize tedyeppokladat, Ze &Si
velikost genomu riize souviset s expanzi repetic vifmhu evoluce tohoto druhu. Papa a kol.

(2008) timto zfgsobem vysstluji rozdily ve velikostech dvou blizceripuznych motyd,
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Heliconius eratca H. melpomeneGenomH. eratoje o 30 % ¥tSi nezH. melpomenePapa a
kol. (2008) zdvodiuji rozdil velkosti genoininserci a naslednou expanzi repetic a dokladaji
ji shodnym rozsahem ch#ficich sekvenci uH. melpomeneoproti H. erato s rozdilem
velikosti genom. Vezmeme-li nejmensSi dodnes &mny motyli genom motyldDanaus
plexippuso velikosti 1C = 0,29 pg (Zhan a kol., 2011) jakanimalni genom motyla, jeho
mnozstvi unikatnich sekvenci by mohlo bjibpzn¢ stejné i u ostatnich motyl Zhan a kol.
(2011) uvedli 13,1 % obsah repetic v genobBwplexippus Fxi velikosti jeho genomu 273
Mbp mizeme unikatni frakci stanovit natilplizné 237,5 Mpb. Z hodnot poskytnutych
COtQuestem Ize vyvodit, Ze v genonlydia pomonellase nachazi 36,72 % unikatnich
sekvenci, coz odpovida 251,57 Mbp. SrovnatelnoBkosti unikatnichc¢asti genom C.
pomonellaaD. plexippusodpovida hypotéze Papa a kol. (2008) a podpoprgvaost mnou

stanovené reasociai kiivky.

Nasledn& hybridizace z&ené unikatni frakce DNA na chromosomalni prepataty
pomonellaukazala rovnorné rozmisini unikatnich sekvenci po celém genomu. Viditeln
nazng&en byl i chromosom W, o kterém séegdpoklada, ze se sklada w&nvyhradre z
repetic. Tento vysledek koreluje s praci Fukovéoh (2007), odhalujici, Ze chromosom W
obsahuje krom repetic i unikatni sekvence. Dalaye;é vzit v potaz, Ze unikatni frakce
genomu neobsahuje pouze geny, ale malo opakovémérsm fiznych drutc (Bernardi G.,
1989). Signal této frakce byl velice slaby, byl@tor poteba pouzit dvojnasobné expdi
casy i foceni nez u ostatnich obrazKro naznauje relativie mensSi zastoupeni unikatnich

sekvenci v genomu ob&kejable&ného.

d"Alencon a kol. (2010) na zakkagodrobné analyzy BAC kldgnu dvou dru mar
celedi Noctuidae dosfi k nazoru, Ze repetice jsou v genomu mdtgdvnongrné rozptyleny.
Vysledky ziskané vtéto praci tuto hypotézu potjirzaa spol€éné naznduji, Zze pra¥
rovnonerna distribuce repetitivnich sekvenciibe byt zodpo¥dna za selhani prouzkovacich
technik klasické cytogenetikyfipanalyze karyotyfp motyki. Rovnongrnd distribuce repetic
v genomu niZe souviset téZ s holokinetickym charakterem mdlylichromosori.
Holokinetické (holocentrické) chromosomy nemaji toemeru v pravém slova smyslu (tj.
nemaji primarni konstrikci), na jejiz striktnlokalizovany kinetochor by se upinaly
mikrotubuly cliciho vieténka zajiujici stabilitu a bezchybnou segregaci chromasom
Misto toho je kinetochorova desta, na niz se upinaji mikrotubuly, roznérsh po velk&asti
povrchu chromosomu. Kinetochor, jakozto vicevrstwkleoproteinovy komplex z velké

casti zodpowdny za pohyb chromozaimk polim vieténka Bhem anafaze, je u driih
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s monocentrickymi  chromosomy ftem repetitivnimi  sekvencemi, které jsouézie
zastoupeny v centromerickém heterochromatinu égaida a Musacchio, 2009). Lze tedy
piedpokladat, Ze u driths holokinetickymi chromosomy a tedy i u mdtylbudou tyto

repetice rovnorrné rozlozeny po délce chromosarHeckmann a kol., 2012).

Ani zndmé domény bohaté na repetitivni sekvence jaku organizatory jadérka
(NOR) nebo telomery nebyly mnou izlovanou vysogqeetitivni frakci vyrazgji znatené ve
FISH experimentech. Mozné vydleni je, Ze vysoce repetitivni frakce olimgable&éného
obsahuje pedevSim repetice rozptylené ve velkénttpgo celém genomu. Pro &eni této
hypotézy by v budoucnu byla vhodna hybridizace Chtakce, kter4 obsahuje (oproti nasi
vysoce repetitivni DNA) i $edre repetitivni sekvence DNA ada by tedy zvyraznit oblasti
bohaté na transposony (ftagubtelomerické segmenty chromosgna oblasti NOR gili
klastry rRNA gefd. Zhruba polovina chromosomu W byla vysoce repetitifrakci
zvyrazréna. Dle recentnich pozndtknaSi laborat® by se mohlo jednat oupodni
(ancestralni}ast chromosomu W, zatimco nezvyr&zacast by mohla fedtavovat oblast
puvodniho autosomu. ktery s ancestralnim chromosomérfiizoval u spoléného pedka
hlavnich skupinceledi Tortricidae a vitsledku absence rekombinace u smaic niojgho

obsah postugndegeneroval (Nguyen P., 2009; Nguyen a kol., emeoimiizeni).

//////

W (27-1) obsahujici repetice, které se vyskytujigetém genomu, ale vetgi mie jsou
akumulovany na chromosomu WemuZ odpovidaji ziskana data, zejména vysoka afinit
sondy BAC W (27-1) k celému chromosomu WegioZe tento klon pochazi jen z jednoho
usce vymezeného mista chromosomu W, pflawdobré rozeznatelného dle vyraggich
hybridizatnich signal u jednoho z jeho koric Vyrazné oslabeni hybridizaich signai
sondy BAC W (27-1) p pouziti COt-1 jasé ukazalo na vysokoucinnost COt-1 frakce jako
kompetitora. COt-1 frakce i vyraZroslabila signaly podél chromosomu W a tim relativn
zvyraznila terminalni signal na W. Tato COt-1 frakuyla gipravena ze sari DNA a lépe
tedy blokovala W-specifické nebo W-obohacené repefviz Fukova a kol., 2007) na
chromosomu W. Naopak vysoce repetitivni DNA se je@mpetitor @iliS neos¥dcila. Tato
frakce byla pipravena ze sa&ih DNA, a tedy néla jen maly vliv na W-specifické nebo W-
obohacené repeticefiPodnoceni rozdil mezi frakcemi jeieba vzit v Gvahu téZ skuteost,

Ze ukitd COt frakce mZe obsahovat jen &ité typy sekvenci DNA s konkrétnim opakovanim

a nemusi nuthzahrnovat veskeré vysoce repetitivni nebo naop#éatni sekvence DNA.
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6. Souhrn
V této praci jsem se zabyvala analyzou reasocikinetiky, tzv. COt analyzou ob&ke

jablecného, Cydia pomonella charakterizujici genom tohoto druhu motyla z iskal
zastoupeni unikatnich a repetitivnich sekvenci.aBylskana COt — fkvka poskytujici
informace o kompozici genomu. Tvarfikky, jeji rozmezi i COf, hodnoty fizre
opakovanych frakci DNAadow odpovidaji vysledim reasociéni kinetiky vyuZivajici HAP
chromatografie Bombyx moria Antherea pernyiZ COt — Kivky bylo vypcatitdno mnoZzstvi
unikatnich sekvenci v genomQ@ydia pomonella 251,57 Mbp, které je srovnatelné s
mnoZstvim unikatnickiasti genomuDanaus plexippus To potvrzuje, Ze atSovani genorin

motyli je zpisobeno pedevSim expanzi repetitivnich sekvenci.

Pomoci HAP chromatografie byly vyizolovany vysaepetitivni a COt-1 frakce za
Ucelem ziskani €&inného kompetitora pro hybridizai experimenty. Fluoresceémi in situ
hybridizace BAC W klonu na pachytenni prepardBydia pomonella ukazala, Ze
nejinngjSim kompetitorem je COt-1 frakce. Dale byly Zeaé vysoce repetitivni a unikatni
frakce ziskané HAP chromatografii pouZzity jako hglzacni sondy. Vysoce repetitivni
frakce zndila rovnonerné cely genom a zvyraznildast chromosomu W. Unikatni frakce

DNA obalee zn&ila slak® a rovnondrné cely genom vetns W.

Vysledky mé prace vyznamrpiispivaji k detailnimu poznani molekularniho slozeni
genomu ekonomicky vyznamného motylihdidke, obalée jabl&ného(Cydia pomonellpa

poskytuji navod k ziskani optimalniho kompetitora pybridiza&ni experimenty.
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