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Maverick are present in the W chromosome in high copy numbers. In contrast to previously
conducted bioinformatical analyses, the rDNA cluster is probably localized in an autosome
in Y. cagnagella. The Maverick transposon was detected in both extensive terminal regions
of the W chromosome.

Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze svoji bakaldfskou praci jsem vypracovala samostatné pouze s pouzZitim
pramenu a literatury uvedenych v seznamu citované literatury. Prohlasuji, Ze v souladu
s § 47b zékona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se zverejnénim své bakalaiské
prace, a to v nezkracené podob¢ elektronickou cestou ve veiejné pristupné ¢asti databaze
STAG provozované Jihodeskou univerzitou v Ceskych Budgjovicich na jejich internetovych
strankach, a to se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému textu této kvalifika¢ni
prace. Souhlasim déle s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym
ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb. zvetejnény posudky skolitele a oponentd prace i zdznam
0 priabéhu a vysledku obhajoby kvalifikacni prace. Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé
kvalifikacni prace s databazi kvalifikacnich praci Theses.cz provozovanou Narodnim

registrem vysokoskolskych kvalifika¢nich praci a systémem na odhalovani plagiata.

Ceské Budgjovice, 11. 12. 2019

Aneta Pilikova



Podékovani

Velice d¢kuji vedouci mé bakalatské prace Martin€ Dalikové za jeji laskavou pomoc,
podporu, trpélivost a Cas, ktery mi vénovala, za jeji ochotu sdilet své odborné znalosti a
provazet mé studiem.

Za dodani studijniho materidlu, tedy ptedivek zastupujici c¢eskou ptirodni populaci
vdé¢im RNDr. Petru Nguyenovi, Ph.D. Vzorky z nizozemské populace mi poskytl
dhr. dr. Peter Roessingh pusobici na University of Amsterdam, kterému také patii srde¢né
podékovani.

Koleglim z nasi fakultni laboratofe a stejnou meérou také sptratelenému kolektivu
cytogenetikil pii Entomologickém Ustavu AVCR dékuji za milé rady, pifjemnou pracovni
atmosféru, motivaci a veskerou jejich pomoc.

Jsem také vdécna vSem svym kamaradiim za jejich povzbuzujici humor a vlidna slova.

V neposledni fadé na tomto misté také dékuji celé své rodiné — predevsim vSem ctyfem
prarodi¢im, mé drahé mamince a bratrovi, ze mi umoznili studium na univerzité, poskytli mi
zazemi a péci, vénovali sviij Cas a byli ke mné€ shovivavi. Domnivdm se, Ze sem také patii

vzpominka na mého tatinka, ktery mé naucil lasce k ptirodé. Diky tati.

Finan¢ni podpora

Tato prace byla finanéné podpofena Grantovou agenturou Ceské republiky z grantu 17-17211S



Obsah

1

4

5

7
8

UIVOU oottt ettt ettt ettt 3
1.1  Pohlavni chromosomy MOty .......c.coceiiiiiiiiiiii e 1
1.2 Repetitiviil SEKVEIICE ....cvvivieieiiieiiiisee et 3

1.2.1 TANACMOVE TEPELICE ....veuvereeieeiisiisieste sttt b e r et sb b e nn e se e eneas 4

1.2.2 Rozptylené transponovatelné rePEtiCe........cuvverriiirieiireee e 5
1.3 Analyza RepeatExplorer a vybrané SEKVENCE ..........ccoveivrririerinenie e 6
1.4 Yponomeuta CAgNAGEIIA . ........coviiiiiiiiieiece e 8

L 1T o) 2T PP PP UR PP 11

MaAtETiAl @ MELOAY . ...c.viitieiiiitiitieie ettt bbb bbbt ee e 12
3.1 POKUSNY OTANISIIIUS. ....eiviiieiisteesie sttt ss st et sre e sre e snesre e sr e e nesneenne e 12
3.2 1Z018CE DNA ..o 12

3.2.11zolace pomoci Kitt NUCICOSPIN ...c.vvivviriiiiieieiiceie s 12

3.2.21zolace pomoci Metody CTAB........ccooiiiiii s 12
38 PO R bbbttt 13
3.4 Elektroforetickd SEPATaCe ........cceeveriieieiiriieiie sttt 15
3.5  Klonovani a SEKVENOVANT .........ccveviiiiiiiiiici e 15
3.6 Ptiprava chromosomalnich preparatll...........ccovreeriieeienieine e 16
3.7 IN SITU NYDMAIZACE ... s 17

3.7.1Ptiprava sond pro in Situ NYDrdiZacCe.........covoiiiiiiiiiiecce e 17

3.7.2Nepiima FISH ....oviiiiicc e 19

ST BTSAFISH ..o 21

BT AGISH .o et 22

3.7.5 ANAlYZa PrEPATALUL ....eeviieeeiiiiiie ittt bbbt nr e 23
3.8 KVaNitativid PCR ....ovoiiiiiiis et 23
3.9 Southernova NYDrIdIZACE..........cocoiiiieieicee e 26

VPSIEAKY ettt r e e 28
4.1  Lokalizace Studovanych SEKVENCI ......cviirierieieieiiice e 28
4.2 Srovnani poctu kopii vybranych repetic v 2enomu.........cc.cevvrereeiinieeneneeeeneneeeens 32
4.3  Charakteristika vybrané tandemove r€PetiCe ..........cvevviririeriiiniee e 34

DUSKUZE ... 37
51  HyDBIIdIZACE IN SIU ...oviviciiciciice e 37
5.2 PrubCh qPCR.....ooiiiiiic e 38
5.3  Geny ribosomalni DNA ..ot e 39
54  TranspoZon MAaVEIICK........cue it 40
5.5  Satelitni tandemMOVA TEPELICE ......eeuveriiriiiiiriieie ittt 41

ZEAVET .ttt e R R b E b E Rt Rt Rt bt b bbbt neene et 44

Seznam POUZITE TTLETATUTY .......coveviiriiieiieee et nne s 45

PHIIONY ©. bbbttt 51



1 Uvod

Tato prace se zabyva studiem repetitivnich sekvenci na pohlavnim chromosomu W u
predivky brslenové (Yponomeuta cagnagella, Hiibner 1813). Predivky patii do Celedi
predivkoviti (Lepidoptera: Yponomeutidae) a jsou to vyznamni herbivorni Skidci
S holoarktickym roz$ifenim, kteti budi pozornost védecké komunity kvili zajimavym
speciatnim udalostem a neobvyklé konstituci pohlavnich chromosomt. Dilezitou roli
Vv procesech evoluce a speciace hraji pravé pohlavni chromosomy, o jejichz sekvencnim
obsahu ale mame prozatim kusé informace. Mezi ¢eskou a nizozemskou populaci predivky
Yponomeuta cagnagella byl bioinformatickou analyzou predikovan rozdil v Cetnosti
nékterych repetitivnich sekvenci korelujici s pohlavim. Vybrané repetice byly v této

bakaléiské praci ovétovany cytogenetickymi a molekuldrnimi metodami.

1.1 Pohlavni chromosomy motyli

Typickym znakem systematické skupiny Amypiesmenoptera, kterou tvoii motyli
(Lepidoptera) a jejich sesterskd skupina chrostici (Trichoptera), jsou chromosomy bez
primarni konstrikce nazyvané holokinetické. Kinetochor, k némuz se ptipojuji mikrotubuly
déliciho vieténka, pokryva témeét celou délku chromosoma (Wolf a kol. 1997). Ve srovnani
S ostatnimi  Sestinohymi (Hexapoda) je genom motyli tvofen velkym mnoZstvim
chromosomii, za ancestralni a modalni karyotyp je povazovano n = 31 (Lukhtanov 2000).
Vétsina zkoumanych druhtt ma pocet chromosomti blizky ancestralnimu (Prins a Saitoh 2012;
Blackmon a kol. 2017), ale existuje zde i fada vyjimek. Napiiklad motyli Hypothyris thea a
Agathylamus aryxna maji v haploidnim jadfe pouhych 5 chromosomu (shrnuto v Marec a
kol. 2010). Nejvyssi pocet chromosomu nejen mezi motyly, ale v ramci vSech zivo€icht byl
nalezen u modraska Polyommatus atlantica a to n=224-226 (Lukhtanov 2015).
Chromosomy motyli jsou tvarem uniformni, t€Zko od sebe odlisitelné a malé (Marec a kol.
2010).

Heterogametickym pohlavim jsou u Amypiesmenoptera samice, které¢ maji konstituci
pohlavnich chromosomi WZ nebo Z0, zatimco samec ma dva chromosomy Z. Tento systém
uréeni pohlavi se nazyva Abraxas, podle skvrnopasnika angrestového Abraxas grossulariata
(Kaiser a Bachtrog 2010). Vyskytuje se také u ptakt, hadt a nékterych dalSich plazu,
obojzivelniki a ryb (shrnuto v Schartl a kol. 2016). Zpisob determinace pohlavi

s heterogametickymi samicemi je u motyli evolu¢né konzervovany uz 180 miliond let



(Sahara a kol. 2012), zaroven je ale mezi hmyzem vyjimeény — vyskytuje se dale jen u
dvouk#idlych ¢eledi Tephritidae (Blackmon a kol. 2017).

V ramci fadu Lepidoptera se vyskytuji rozmanité odchylky v konstituci pohlavnich
chromosomiti, a proto jsou motyli vhodnou skupinou pro studium mechanismu jejich evoluce.
Pohlavni uréeni QZ0/3ZZ se vyskytuje u chrostiki (Trichoptera), bazalnich ¢eledi motyli,
pravdépodobné také spole¢ného piedka vSech zastupct Lepidoptera (Lukhtanov 2000; Traut
a Marec 1996) a sekundarné se objevuje i u odvozenéjsich druhu, naptiklad u nékterych
populaci martinace Samia cynthia (Yoshido a kol. 2005). Nejcastéjsi konstituce pohlavnich
chromosomt u motylt QWZ/3ZZ byla nalezena i u modelového organismu bource
moruSového (Bombyx mori) (Tanaka 1916; Kawamura a Niino 1991). Jsou znamy i druhy
s vice chromosomy W, piikladem budiz samice obaleCe Bactra lacteana, ktera ma tii
pohlavni chromosomy W1W>Z (Suomalainen 1969). Objevuji se i motyli s nasobnym poétem
Z chromosomu, naptiklad nékteré druhy predivek (Yponomeutidae) maji konstituci
pohlavnich chromosom QWZ1Z»/371Z1Z2Z> (Nilsson a kol. 1988). Stejny zptsob byl
objeven i u fylogeneticky vzdaleného motyla Trabala vishnou (Lasiocampidae) (Rishi a kol.
1999). Samice bélaskii rodu Leptidea maji unikatni karyotyp s extrémnimi pocty pohlavnich
chromosomti, které tvoii v meidze multivalent — W1W>W3Z17>7374 u druhu L. juvernica,
W1W,>W3Z1Z,Z3 u L. sinapis a W1W2W3WaZ1Z2Z3Z4 u L. reali (Sichova a kol. 2015).

Chromosom Z motylt se podoba autosomiim, je tvoien pfedev§im euchromatinem a
byva Casto nejveétsim chromosomem v komplementu. Z chromosom nese také fadu pohlavné
vazanych gent, které jsou exprimovany piedevsim v testes. Tyto geny jsou evolucné
pomérné konzervovany (Sahara a kol. 2012), az na vyjimky panuje v rimci motyld syntenie
(Dalikova a kol. 2017a).

Chromosom W se vyskytuje asi u 98 % vsech druht motylta (Traut a kol. 2007) a
jeho evolucni piivod je nejasny. Dlouho prevladajici hypotézou byl vznik W chromosomu u
spole¢ného piedka Ditrysia a Tischeriidae odhadem pied 100 miliony let (Sahara a kol. 2012).
Soucasné poznatky ovSem ukazuji spiSe na nezavisly vznik W u téchto skupin. U Tischeriidae
doslo nejspise k fuzi chromosomu Z a autosomu za vzniku tzv. neo-Z, pficemz byvaly
homologni autosom parujici se s neo-Z se stal chromosom W. W chromosom pokrocilych
Dytrisia (po oddéleni ¢eledi Psychidae a Tineidae) pravdépodobné vznikl z nadbyte¢ného

B chromosomu, ktery se zacal parovat se Z chromosomem (Dalikova a kol. 2017a).



Chromosom W je Casto z velké ¢asti tvofen konstitutivnim heterochromatinem (Traut
1999) a v interfaznich jadrech tvofi heterochromatinové télisko, tzv. sex chromatin (Traut a
Marec 1996), coz ale neni, na rozdil od savct, dusledkem kompenzace genové davky. Od
partnerského chromosomu Z se W casto lisi tvarem nebo velikosti a je bohaty na repetitivni
DNA — hromadi se na ném satelity, mobilni elementy a inserty mitochondrialni DNA (Traut
a kol. 2007; 2013).

Obtiznost studia repetitivnich sekvenci DNA zapfiCinuje, ze W chromosom byva
opomijen pii sekvenacnich projektech a je prozatim malo prozkouman (Sahara a kol. 2012;
Traut a kol. 2013). Doposud bylo na W nalezeno pouze malo protein-kodujici gend. Jednim
z nich je naptiklad gen period (per) u martinac¢e Antheraea pernyi, ktery je dulezity pro funkci
cirkadialnich hodin. Gen ma funkéni kopii na chromosomu Z, avsak n€kolik homologt per
se nachdzi na W a jsou transkripéné aktivni. Absence v homogametickém pohlavi vSak
dokazuje, Ze per na chromosomu W neni pro organismus esencialni (Gotter a kol. 1999).
Dals$im genem, jehoz sekvence byla prokazana na W, je laminin A u drsnokftidlece bfezového
(Biston betularia), jez se na W dostal ektopickou rekombinaci, tedy vyménou ¢asti DNA
mezi nehomolognimi chromosomy (Van’t Hof a kol. 2013). Dlouho diskutovanym byl
Feminizer (Fem) neboli feminiza¢ni faktor, coz jsou piwi-interacting RNA (piRNAS)
tandemové fazené v malém regionu uréujicim pohlavi na W chromosomu. U bource
morusového (B. mori) se v ovariich exprimuje Fem jakozto signal pro sami¢i pohlavi
v zarode¢né linii. Fem piRNA tlumi mRNA genu Masculiner (Masc), ¢imz je ovlivnén sestiih
doublesex transkriptu a embryo se dale vyviji jako samice (Kiuchi a kol. 2014).

U samic motylt nedochazi v meidze k rekombinaci, neformuji se chiasmata a probiha
tzv. achiasmatickd meidza. Chromosomy WZ se v meiotické profazi I uplné paruji, piestoze
nejsou homologni. Chromosomy se navzijem délkové pfizpisobi a vznikd plny
synaptonemalni komplex po celé délce chromosomu (Marec a Traut 1993) a tento WZ
bivalent (u n¢kterych druhti trivalent ¢i multivalent) je drzen pohromadé aZ do anafaze I, kdy

se chromosomy rozejdou (Traut a Marec 1996).

1.2 Repetitivni sekvence

Repetitivni DNA tvofi vyznamnou frakci genomu mnoha eukaryot. Déli se na dvé

zakladni skupiny — tandemové repetice a mobilni elementy (Charlesworth a kol. 1994).



1.2.1 Tandemové repetice

Tandemové repetice jsou useky DNA, které se fadi jeden tésn¢ za druhym, pfi¢emz
pocet opakovani monomert a délka jednotlivych motivl je variabilni. Patii sem takzvané
satelitni repetitivni sekvence, které se d¢li na mikrosatelity, jejichz jednotlivé monomery maji
do 10 bazi, dale minisatelity, které se opakuji v usecich po 10-100 bazich, a pravé satelity,
kde je monomer tvofen z vice nez 100 nukleotidi. Zatimco nejdelsi znamy usek chromosomu
tvofeny jedinym satelitem je kolem 100 Mb, jeden opakujici se motiv mtize dosahovat délky
az 40 kb (King a Cummings 1997). Satelity byvaji umistény v oblastech tvofenych
heterochromatinem, kde maji vyznamnou strukturalni funkci (Plohl a kol. 2008; Ferreira a
kol. 2015). Ptestoze se nalézaji v heterochromatinovych oblastech, muZze dochazet k jejich
expresi. Transkripty satelitd u kvasinky Schizosaccharomyces pombe slouzi k udrzovani
centromerického heterochromatinu pomoci RNA interference, coz je dulezité pro funkci
centromery pii bunécném déleni (Volpe a kol. 2002). Exprese satelitni DNA u mysi
zpusobuje piestavby heterochromatinu (Casanova a kol. 2013).

U motyld neni satelitni DNA pfili§ prostudovana. Pfikladem satelitu znamého u
motyli budiz CpSAT-1, ktery je transkribovan ve vSech tkanich vSech stadii obalece
jable¢ného (Cydia pomonella), ale nema v organismu jasnou funkci. Pfestoze W chromosom
je nejvétsim heterochromatinovym blokem v genomu obalece, CpSAT-1 neni obohacen na
W a vice kopii se nachazi na chromosomu Z (Véchtova a kol. 2016). Opacna situace je u
PiSAT1 — satelitni repetice zavijeCe paprikového (Plodia interpunctella), jehoz tandemové
kopie jsou abundantni na chromosomu W. PiSAT1 se exprimuje v riznych vyvojovych
stadiich a vznika polyadenylovany transkript, jehoz funkce nebyla zatim odhalena (Dalikova
a kol. 2017b).

Tandemov¢ usporadané jsou Casto 1 sekvence gent, které je tieba exprimovat rychle
a ve velkém mnozstvi. Tuto repetitivni povahu maji napiiklad geny kédujici ribozomalni
DNA (tzv. tDNA). Vyskytuji se v genomu v desitkdch aZz tisicich kopii shromazdénych
v konzervovanych klastrech, které vytvaii region organizatoru jadérka (,,nucleolus organiser
region®; NOR) (Nelson a kol. 2019). rDNA jsou piepisovany do rRNA a spole¢né s proteiny
tvoti strukturu ribosomtl. Hlavni ribosomélni rDNA transkripéni jednotka eukaryot obsahuje
geny pro 18S; 5,8S a 288, které jsou pojmenovany podle sedimenta¢ni konstanty.

Distribuce rDNA genii byla u motyla studovana s myslenkou odhaleni potencialnich

chromosomalnich piestaveb. Ukéazalo se vSak, Ze lokalizace rDNA je napfi¢ fadem
4



Lepidoptera variabilni a 1isi se i mezi fylogeneticky ptibuznymi druhy (Nguyen a kol. 2010;
Sichova a kol. 2013; Hladova 2015). Jeden terminalni klastr rDNA na autosomalnim
bivalentu je u Amypiesmenoptera pravdépodobné ancestralni stav, ktery byl nalezen mimo
jiné u chrostika Glyphotaelius pellucidus (Hladova 2015). Bourec morusovy (B. mori) ma
jeden intersticidlni NOR. Pokud mé organismus dva regiony organizatoru jadérka, byvaji na
terminalnich koncich jednoho autosomu. Tento stav byl nalezen napfiklad u obalece
jable¢ného (Cydia pomonella) (Fukova a kol. 2005). Ptredivka brslenova (Yponomeuta
cagnagella) ma stejné jako ptedivka zhoubna (Y. evonymella) dva terminalni rDNA klastry
na dvou ruznych bivalentech. U piedivky mensi (Y. plumbella) byl odhalen jeden
intersticidlni klastr na jediném autosomdlnim bivalentu (Hladova 2015). Blizkymi
ptibuznymi piedivek jsou zastupci z Celedi Plutellidae (Sohn a kol. 2013), z nichz byl
testovan zapiedni¢ek polni (Plutella xylostella) a byl u néj nalezen jeden terminalni klastr
(Hladova 2015). Pro motyly netypicky stav byl objeven u obalecika jednopasného
(Eupoecilia ambiguella). Jediny rDNA Kklastr se u tohoto druhu nachazi na konci nejdelsiho
bivalentu a to jak na preparatu pachytennich spermatocyti, tak pachytennich oocyti. NOR je
tedy lokalizovan na terminalnim konci obou pohlavnich chromosomti (Sichova a kol. 2013).
Podobné tomu je u okace Bicyclus anynana, ktery ma dva NOR — jeden na kruhovém

bivalentu WZ a druhy na autosomalnim bivalentu (Van’t Hof a kol. 2008).
1.2.2 Rozptylené transponovatelné repetice

Mobilni neboli transponovatelné elementy jSou roztrouseny po celém genomu, maji
schopnost se replikovat a pohybovat, ¢imz navozuji mutagenezi a maji tak vyznamny
evoluéni potencial (Slotkin a Martienssen 2007; Schaack a kol. 2010; Symonova a kol. 2013).
Znacna c¢ast repetitivni DNA na W chromosomu je tvofena pravé mobilnimi elementy u
Cydia pomonella (Fukova a kol. 2007), u Bombyx mori (Abe a kol. 2005; 2010) a také u
Ephestia kuehniella (Traut a kol. 2013).

Transpozony jsou klasifikovany do dvou hlavnich tfid (Wicker a kol. 2007). Prvni
z nich jsou retrotranspozony, které maji schopnost se mnozit kopirovanim sebe sama. Jejich
Sifeni zac¢ina expresi retrotransposonu, podle RNA transkriptu jsou syntetizovany proteiny
v ném kodované a déle je vyuzit k syntéze komplementarni DNA, kterd vznika reverzni
transkripci a je inkorporovdna na nové misto v genomu. Mobilni elementy druhé tfidy se

nazyvaji DNA transpozony a rozd€luji se na dvé podtiidy. VéEtSina ze zndmych DNA



transpozont patifi do podttidy 1, pro néz je typické Sifeni mechanismem ,,cut and paste®.
Jejich sekvence je ohraniCena terminalnimi invertovanymi repeticemi (,,terminal inverted
repeats”; TIR), které jsou rozpozndvany enzymem transportazou. V misté TIR regiont
dochazi k prestfizeni DNA dvousroubovice na obou stranach elementu a nasledné je cely
vystiizeny usek premistén do jiné ¢asti DNA fetézce (Wicker a kol. 2007; Kim a kol. 2012).
DNA transpozony podtiidy 2 jsou elementy, které jsou schopny transpozice bez sestiihu
dvoufetézcové DNA. Siii se mechanismem excise jednofetézcového vlakna,
extrachromosomalni amplifikaci a integraci do nového chromosomalniho lokusu. Na rozdil
od retrotranspozont tedy nevytvaii RNA meziprodukt (Dupuy a kol. 2011). Jednou ze skupin
DNA transpozond, které vyuzivaji tuto strategii, jsou transposony Maverick, znamé také pod
nazvem Polinton. Tyto transpozony se b&ézné vyskytuji mezi bezobratlymi a byly nalezeny i
u jinych skupin eukaryot, nikoli v§ak u rostlin (Pritham a kol. 2007). Jsou zpravidla mnohem
veétsi nez ostatni zndmé mobilni elementy. Mivaji 10-20 kb a jsou ohrani¢eny dlouhymi TIR
(400 — 700 bp) (Wicker a kol. 2007). V transposonu Maverick je zakodovano 5 az 11 riznych
proteind, jednim z nich je C-integraza podobna integraze retroelementt. Postradaji ovSem
reverzni transkriptazu a ostatni oteviené ¢teci ramce (,,open reading frame*; ORF) typické
pro retrotranspozony (Wicker a kol. 2007; Pritham a kol. 2007; Krupovic a Koonin 2015).
Nekteré proteiny Maverick transpozonii jsou homologni s proteiny viralnich kapsid, a proto
se zd4, Ze fylogeneticky zapadaji mezi invazni DNA viry a eukaryotické linedrni plasmidy

(Pritham a kol. 2007; Krupovic a Koonin 2015).

1.3 Analyza RepeatExplorer a vybrané sekvence

Tato prace ovéfuje nepublikované vysledky analyz, které provedla Martina Dalikova
s pomoci bioinformatického nastroje RepeatExplorer (http://repeatexplorer.org/, Novak a
kol. 2013). Tento program umoznuje studium repetitivni slozky genomu z neposkladanych
sekvenci.

Analyzovany byly llumina sekvence genomu dvanacti jedinct predivky brslenové
(Yponomeuta cagnagella) — tii samic a tii samct z ¢eské populace a paralelné tii samic a tii
samcu zastupujicich nizozemskou populaci. U nékterych repetitivnich sekvenci byl
detekovan napadny rozdil v poctu kopii mezi samci a samicemi (Obr. 1). Jelikoz se genom
samce a samice 1i8i praveé chromosomem W, lze z rozdili v poctu kopii dedukovat, Ze se dané

repetice nachazeji na sami¢im chromosomu W.



Prvni vybranou repetici je satelit, ktery se zda obohacen u samic obou geografickych
populaci, nicméné vysledky RepeatExplorer analyz mohou naznacovat jeho hojnéjsi
ptitomnost na chromosomu W u c¢eskych samic. Predpoklddand délka monomeru je
744-764 bp.

Dalsi studovanou repetitivni sekvenci byl klastr genti pro rDNA. Podle
bioinformatickych dat nemaji samci a samice nizozemské populace Yponomeuta cagnagella
stejné mnozstvi ribosomalnich genti, pfi¢emz nejvétsi rozdil vykazuje sekvence 28S rDNA.

Posledni repetici potencialné obohacenou na chromosomu W je transpozon Maverick,
ktery se jevi namnozen v genomu ¢eskych samic. Obvykla délka Maverick je ptes 10 kb (viz
kapitolu 1.2.2). Klastr z RepeatExplorer analyz vSak obsahoval jen nékolik konsensus
sekvenci, z nichz nejdelsi byly dva ¢astecné tseky tohoto transpozonu Vv praci oznacované
jako Mavl (2318 bp) a Mav2 (2073 bp), které byly pii experimentech testovany zvlast,
s ptredpokladem, ze budou vykazovat obdobné vysledky.
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Obriazek 1: Graf zndzornujici vysledky analyzy RepeatExplorer. Na ose x jsou zastoupeny
detekované klastry repetitivnich sekvenci v genomu ptedivky brslenové, osa y zobrazuje
logaritmovany pomér primérného poctu cteni (,Ilumina reads) ze samic a samcl
Vv jednotlivych klastrech. Vynesené jsou pouze hodnoty se statisticky vyznamnym rozdilem
mezi pohlavimi (t-test, p-hodnota < 0,05). CZ — ¢eska populace, NL — nizozemska populace.
Pokud se symboly nachéazi nad hodnotou 0, je vybrana sekvence obohacena v genomu samic.
Vybrané sekvence jsou vyznaeny elipsami. Satelit je Obohacen u samic obou geografickych
populaci (modré), rDNA je abundantni v genomu nizozemskych samic (vyznacen Cervené) a

transpozon Maverick se hojné vyskytuje u samic ¢eské populace (zelend).

1.4 Yponomeuta cagnagella

Piedmétem studia této prace byl drobny motyl ptredivka brslenova (Yponomeuta
cagnagella, Hiibner1813), bézny skidce vyskytujici se napti¢ Evropou vcetné Britanie,
Vv Malé Asii, na Stifednim vychod¢ i na Sibifi (Carter a Spencer 1986). V Sedesatych letech
byl druh zavlecen do Severni Ameriky (Turner a kol. 1975).

Piedivka brslenova obyva fidké listnaté lesy s kfovinnym podrostem, kifovinaté
strané, ruderalni biotopy podél silnic a také parky s vysadbou brslenu. Vyskytuje se lokalné
ale hojné a ma jednu generaci za rok (Menken a kol. 1992). Samice kladou vajicka na vétve

zivné rostliny od poloviny do konce ¢ervence. Larvy se lihnou zhruba po dvou tydnech, ale



zustavaji pod ztvrdlymi vajeénymi obaly a ptezimuji. Na konci dubna ¢i zacatku kvétna se
objevi prvni instary housenek, které¢ minuji v Cerstvych listech. Star$i larvy ziji pospolité,
kolonialné, optadaji svymi vlakny husté celé kefe (viz Obr. 2a) a poziraji jejich listy. Od
poloviny ¢ervna se kukli do kokonti volné spojenych s hedvabnou siti na rostlin€. Zhruba po

dvou tydnech vylétaji dospélci (viz. Obr. 2b), kratce nato se pafi.

Obrazek 2: Piedivka brslenova (Yponomeuta cagnagella). a) Housenky v zaptedku na zivné
rostlin€. Larvy posledniho instaru maji 20-23 mm, jsou zelenozluté se dvéma fadami ¢ernych
teCek na dorzalni strané téla (foto: Stanislav Krej¢ik). b) Piedni kiidla dospélce jsou svétla
s Cernymi teCkami, zadni kiidla jsou Sedd s bilymi tfasnémi na koncich. Tykadla jsou
nitkovita. (foto: Frantisek Sarzik).

a) iDb) stazeno z webové stranky: https://www.biolib.cz/cz/taxon/id45763/; 17. 11. 2019

Rod Yponomeuta zahrnuje 76 popsanych druhii (Ulenberg 2009) mezi nimiz jsou
néktefi zavazni Skidci. Housenky Ziji kolonidln€, mohou lokalné zplsobit kompletni
odlisténi a nasledny tthyn stromt, coz z nich ¢ini ekonomicky vyznamnou skupinu (Menken
a kol. 1992; Kav¢i¢ a Kolsek 2016). Y. cagnagella patii do komplexu péti druhti kolem
predivky ovocné (Y. padella), mezi nimiz je velka morfologicka podobnost, Ziji sympatricky
a lze je kiizit v laboratornich podminkach (Lofstedt a kol. 1991; Hora a kol. 2005; 2019).
Zivnou rostlinou spole¢ného piedka druhti rodu Yponomeuta byl pravdépodobné brslen
evropsky (Euonymus europaeus L.) nalezici do celedi jesencovitych (Celastraceae)
(Gerrits-Heybroek a kol. 1978). U ¢asti druhi véetné komplexu piedivek piibuznych
Y. padella doslo ke zméné hostitelské rostliny na nékteré zastupce celedi Rosaceae (Gerrits-
Heybroek a kol. 1978; Raijmann a Menken 2000; Turner a kol. 2010). Pozoruhodné je, ze



tuto zménu hostitelské rostliny prodélal i druh Y. cagnagella, ktery se ovSem druhotné vratil
k ptivodni zivné rostliné Euonymus europaneus. Dikazem je zvySeny pocet receptorti na
makadlech larev, a tudiz zvySena senzitivita na benzaldehyd pfitomny u Rosaceae ale
chybgjici u hostitelského brslenu (Roessingh a kol. 2007).

Predivky jsou jiz od sedmdesatych let dvacatého stoleti hojné€ uzivanym modelem pro
studium speciace a evoluce na urovni hmyz-hostitelska rostlina. Zmény hostitelské rostliny
jsou disledkem specia¢nich udalosti (Menken a kol. 1992), které byvaji spojené s evoluci
pohlavnich chromosomi (Howard a Berlocher 1998). Radia¢ni speciace piedivek rodu
Yponomeuta je studovana skrze mezidruhovou hybridizaci a analyzu rozdila
v chromosomalni struktuie (Bakker a kol. 2011; Hora a kol. 2019).

Vétsina predivek disponuje neobvyklym poctem chromosomd, ktery je odlisSny u
samce a samice 2n = 362/Q61. Samice maji 29 parti autosoml a tfi pohlavni chromosomy,
které v meidze tvofi trivalent, zatimco samci disponuji 31 chromosomalnimi pary. Pohlavi
piedivek je tedy ureno QWZi1Zy/37Z1Z1Z2Z2> (Nilsson a kol. 1988; Vesela 2012).
W chromosom se fuzi spojil s autosomem za vniku neo-W, ktery se nadale paroval
s chromosomem Zi, ale také s homologem autosomu, ze kterého se stal chromosom Zo.
Samice produkuji dva typy vaji¢ek, prvni nese pohlavni chromosom neo-W a druhy ma

Vv haploidni sad¢ Z1Z, (Hladova a kol. 2017).
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2 Cile prace
Ackoli se pohlavni chromosomy vyvinuly nezavisle u mnoha skupin zivocCichi i
rostlin, sdileji fadu spoleénych vlastnosti. Castym jevem spojujicim chromosomy W a Y je
hromadéni sateliti a mobilnich elementd. V posledni dobé dochazi navic k akumulaci
dikaz, Ze i tato slozka pohlavnich chromosomi navzdory pfedchozim pfedpokladiim mize
hrat vyznamnou regulac¢ni roli (napiiklad Lemos a kol. 2008). Motyli (Lepidoptera)
predstavuji druhoveé nejbohatsi skupinu zivocichii s heterogametickymi samicemi, piesto 0
slozeni jejich pohlavnich chromosomlit W mame vétSinou jen kusé informace. Pficinou jsou
zejména tézkosti spojené se sklddanim repetitivnich oblasti genomu. Diky nastroji
RepeatExplorer je vSak mozné predikovat repetice obohacené u jednoho pohlavi piimo
Z neslozenych sekvenci, coz otevird nové moznosti pro analyzu satelitli a mobilnich elementt
na chromosomu W. Piedbézné bioinformaticka analyza sekvenac¢nich dat ze dvou populaci
predivky brslenové ukazala nejen pfitomnost potencialnich W obohacenych repetic, ale i
jejich zajimavé mezipopulacni rozdily (kapitola 1.3).
Cilem této bakalarské prace byla analyza vybranych W obohacenych sekvenci u

¢eské a nizozemské populace predivky brslenové. Dil¢imi cili bylo:

a) ovéfit pritomnost, abundanci a lokalizaci téchto vybranych repetic na chromosomu
W pomoci fluorescenéni in situ hybridizace (FISH),

b) porovnat mnozstvi vybranych sekvenci mezi pohlavimi a mezi ceskou a
nizozemskou divokou populaci predivky brslenové za vyuziti kvantitativni
polymeréazové tetézove reakce (tzv. qgPCR),

C) ovéfit tandemovy charakter vybrané satelitni sekvence pomoci Southernovy

hybridizace.
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3 Material a metody

3.1 Pokusny organismus

Jedinci Yponomeuta cagnagella pochazeli ze dvou geograficky oddélenych divokych
populaci a byli sbirani béhem pozdniho jara v letech 2018 a 2019. Vzorky z nizozemské
populace pochazi z Amsterdamu a piedivky zastupujici Ceskou piirodni populaci byly
pofizeny V jihoCeské obci Levin. Zvirata byla chovana po né€kolik dni s pfistupem k zivné

rostling, kterou je brslen evropsky (Euonymus europaeus).

3.2 lzolace DNA

K ziskani DNA byly pouzity zbytky larvalnich tkani po pfipravé chromosomadlnich
preparati nebo kukly, které byly prudce zmrazeny v tekutém dusiku a do dal§iho pouziti

uchovavany pii -20 °C. Pro izolaci DNA byly vyuzity dvé nasledujici metody.
3.2.1 Izolace pomoci kitu NucleoSpin

Celkovda DNA byla z organismu ziskdna pomoci kitu NucleoSpin DNA Insect
(Macherey-Nagel, Némecko). Pokyny vyrobce byly dodrzeny s vyjimkou pocateéni
homogenizace tkan€. Zmrzl4 tkan byla sterilné premisténa do zkumavky se 100 pl pufru
Elution Buffer BE a 40 pul pufru Buffer MG, pomoci plastového tlou¢ku rozmélnéna a po
pfidani 10 pl dodané proteinazy K ponechana 20 minut inkubovat pfi pokojové teploté.
Nasledoval postup dle protokolu od vyrobce. Stanoveni koncentrace ziskané DNA probéhlo
na fluorometru Qubit 3.0 (ThermoFisher Scientific, USA). Pouze vzorky s koncentraci vyssi
nez 5ng/ul byly pouzity k dal§im experimentim. Ziskana DNA byla skladovana pii -20 °C a
nasledné vyuzita pii bézné a kvantitativni PCR. Pouziti komer¢niho kitu bylo rychlejsi nez
vyuziti metody CTAB, popsané v kapitole 3.2.2, nicméné ziskand DNA méla niz$i

koncentrace.
3.2.2 Izolace pomoci metody CTAB

Pro ziskani vice koncentrované DNA byl vyuzZit postup zalozeny na extrakci DNA
diky hexadecyltrimethylamoniumbromidu, zkracen¢ CTAB (Murray a Thompson 1980).
Tkan€ byly rozmélnény sterilnim tlou¢kem v 1 ml homogeniza¢niho pufru (2%

CTAB, 100 mM TrisHCI, 1,4 M NaCl, 40 mM EDTA, 0,2% 2-merkaptoethanol, 0,1 mg
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proteinaza K (Sigma-Aldrich); pH 8) a ponechany inkubovat pies noc ve 37 °C za stalého
michani s intenzitou 300 rpm.

Smés byla druhy den precisténa ptidanim stejného objemu chloroformu a néslednou
centrifugaci 10 minut pii 4 °C pii maximalnich otackach. Horni vodna faze byla odebrana do
findlni zkumavky a po pfidani 10 ug RNazy A (Sigma-Aldrich) byla inkubovana ve 37 °C
30 min. Nasledn¢ bylo pfidano 2/3 objemu isopropanolu a smés byla ponechana srazet 2-4
hodiny pii pokojové teploté. Vznikla bila srazenina, ktera po centrifugaci 15 min ve 4 °C na
maximalni otacky vytvofila pelet na dn¢ zkumavky. Po odstranéni supernatantu byl pelet 2x
promyt 70% ethanolem a po oschnuti byl rozpustén v TE pufru (10 mM Tris, 1 mM EDTA;
pH 8) v mnozstvi umémém velikosti peletu v rozsahu 30-70 ul. Rozpousténi bylo kratce
urychleno teplotou 60 °C a michanim na termobloku, poté byla izolovana DNA umisténa do
4 °C prtes noc.

Koncentrace a ¢istota DNA byla métena jak na Qubit 3.0, tak na spektrofotometru
Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific, USA), kterym byla ovéfovdna piipadna
kontaminace proteiny a RNA. CTAB izolaci byly ziskany vzorky s vyssi koncentraci DNA,
coz umoznilo jejich dalsi vyuziti pii genomové in situ hybridizaci (viz kapitolu 3.7.4) a
Southernové hybridizaci (kapitola 3.9). Také tato DNA byla uchovavana v -20 °C.

3.3 PCR

Polymerazova tetézova reakce byla pouzivana pro amplifikace potiebnych DNA
sekvenci. Jako templat slouZila bud’to celogenomova DNA riznych jedinct nebo plasmidova
DNA se zaklonovanou sekvenci pro vyrobu hybridiza¢nich sond. Primery byly navrzeny
pomoci softwaru Geneious 11.1.4 (Biomatters, Auckland, Novy Zéland), vyrobeny firmou
Generi Biotech s.r.0. (Hradec Kralové, Cesko) a jejich prehled je uveden v Tabulce 1. Jejich
optimalni nasedaci teplota byla vzdy nejprve testovana gradientem teplot v termocycleru.

Priprava PCR reakci vzdy probihala na ledu. Kazda reakce o objemu 20 pl obsahovala
5-50 ng DNA, 1x ExTaq pufr, 1 uM forward a 1 uM reverse primeru, 20 uM od kazdého
nukleotidu (New England BioLabs, USA) a 1 U ExTaq polymerazy (TaKaRa, Japonsko).
V nékterych ptipadech byla pro PCR pouzita polymeradza OneTaq. V takovém piipadé 20ul
reakce obsahovala DNA v mnozstvi nejméné 5-50 ng, 1x OneTaq pufru, od kazdého primeru
1 uM, 20 uM kazdého ze Ctyt nukleotidtia 1 U OneTaq polymerazy Quickload (New England
BioLabs, USA). Pii kazdé PCR byla provedena negativni kontrola bez templatové DNA.
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Amplifikace probihala v termocycleru Biometra TAdvanced, teplotni profil reakce
byl nasledujici: DNA byla nejprve zdenaturovana 1-3 minuty pii 94 °C, nasledovalo 30 cykla
opakujicich denaturaci v 94 °C 30 sekund, didle nasedani primerti za teploty uvedené
v Tabulce I po dobu 30 sekund. Dalsim krokem pii PCR byla elongace probihajici pti 72 °C
pii pouziti polymerazy ExTaq, elongacni teplota pro polymerazu OneTaq byla 68 °C. Doba
elongace se odvijela dle délky PCR produktu, bylo poc¢itano s 60 sekundami na 1000
nukleotidli. Na zavér probehla finalni elongace za teploty vhodné pro pouzitou polymerazu

3-5 minut (podle délky produktu) a ptistroj ochladil reakce na 4 °C.

Tabulka I: Piehled primert pouzitych pro amplifikaci.

Nazev Velikost PCR Forward primer Reverse primer Nasedaci Pivod
uvo
sekvence produktu (5°-3) (5°-3) teplota
TCTTTTGTGCGCG | CGCGGATTTTG
18S 2129 bp 63 °C tato prace
TGTTGAG AACCCATCG
Carabajal
GCAGATCTTGGT GATGTACCGCC Paladino,
28S 3337 bp 60 °C
GGTAGTAGCA CCAGTCAAA nepublikovan
6]
. variabilni délka | TTGTTTACCGGCC | TCGGCTTCATA
satelit 63 °C tato prace
monomeru GATTTGG GGATGGCTG
Maverick ACCCGGCTAAAC TCACCGGAATC
1927 bp 63 °C tato prace
1 ACCTGAAG GTTGACCAC
Maverick TGTCCTTTCGCCT | AGAAGGGATTG
1933 bp 63 °C tato prace
2 GCATGAT CTTCAGTGTGT
M13 CGCCAGGGTTTT | CAGGAAACAGC dostupné v
universaln dle insertu 57 °C nasi
CCCAGTCACGAC TATGAC )
i laboratofi

Po elektroforetické separaci (kapitola 3.4), pfi které doslo k ovéfeni délky vzniklého

produktu, byly PCR reakce ptecistény pomoci kitu Wizard SV Gel and PCR Clean-up System
(Promega, USA). Byl dodrZen postup uveden v ndvodu vyrobce, pouze v piipadech, kdy bylo
pro dalsi ucely zapotiebi ziskat vétsi koncentrace DNA, byl produkt eluovan do mensiho

objemu vody. Koncentrace byla méfena na fluorometru Qubit 3.0.
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3.4 Elektroforeticka separace

Kontrola velikosti PCR produkti, ovéteni funk¢nosti primert, nepfitomnosti RNA ¢i
efektivita nick translace, byly provadény metodou elektroforetické separace na 1%
agarozovém gelu v 1x TAE pufru (Tris-Acetate-EDTA; 40 mM Tris, 20 mM kyseliny octové,
1 mM EDTA; pH 8). Piislusné mnozstvi agar6zy bylo v mikrovinné troubé rozpusténo v TAE
pufru, po ochlazeni byl ptidan ethidium bromid v mnozstvi 0,2-0,5 pg na 100 ml gelu, diky
némuZ mohla byt DNA pozdéji vizualizovana. Gel byl nalit do plastové vanic¢ky a na kraj
byly umistény hiebinky, které v gelu vytvotily jamky. Po ztuhnuti byla vani¢ka vloZena do
elektroforetického zatizeni a zalita TAE pufrem. Do vzniklych jamek byl nanasen velikostni
standart — Gene Ruler 1 kb DNA Ladder (Thermofisher Scientific, USA), v n¢kterych
pfipadech PCRBIO Ladder I (PCR Biosystems, Velkd Britanie). Pokud byla pro PCR
upotiebena OneTaq polymerdza, byl do jamek aplikovan pfimo ziskany PCR produkt, pfi
pouziti ExTaq bylo nutné vzorky obarvit pomoci Gel Loading Dye Blue (New England
BioLabs, USA). Gelova elektroforéza probihala pti napéti 110 V a rozd¢lila PCR produkty

podle velikosti. Gel byl vyfocen na UV fotodokumentaénim zafizeni.

35 Klonovani a sekvenovani

Metoda klonovani byla vyuzita za Ucelem zisku kopie dané sekvence, nutné pro
vyrobu sond na in situ hybridizace. Do bakterialniho vektoru byly zavedeny PCR produkty
ziskané amplifikaci s pomoci specifickych primert polymerazou ExTaq (viz kapitolu 3.3).
Vneseny byly zvlast’ sekvence pro satelitni repetici a pro transpozon Maverick. rDNA (18S
a 28S) nebyla zaklonovana, jeji sekvence je velmi konzervovéna, a proto byly pro dalsi
experimenty vyuzity sekvence pfimo izolované z genomové DNA.

Precistené PCR produkty byly dle névodu ligovany do vektoru za vyuziti kitu
pGem-T Easy Vector systems (Promega, USA). Pocet insertd vuci poctu vektorti byl
Vv poméru 3:1, liga¢ni smés tedy méla 10 pl a skladala se z 50 ng vektoru, odpovidajiciho
mnozstvi preciSteného PCR produktu, 3 U T4 ligazy a 1x liga¢niho pufru. Nasledovala
inkubace pies noc ve 4 °C.

Druhy den byly plasmidy vneseny do kompetentnich bun¢k Escherichia coli kmene

DH5a, ktery je v nasi laboratofi kultivovan. K 50 pl bakterialnich bun¢k bylo ptidano 2,5 ul
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liga¢ni reakce a tato smés byla nejprve udrzovana 30 minut na ledu, poté 90 sekund zahtivana
na 42 °C a ihned na to prudce ochlazena na ledu na 90 sekund. Vzapéti bylo piidano 800 ul
SOC média (ThermoFisher scientific, USA) a buiiky byly inkubovany 45 minut ve 37 °C ve
trepaccee.

Soubézné byly piipravovany Petriho misky s 1,5% bacto agarem (VWR Life Science,
USA) v LB médiu (Duchefa Biochemie, Nizozemsko). Po autoklavovani a ochlazeni byl
piidan ampicilin na finalni koncentraci 100 pg/ml. Smés byla nalita po cca 20 ml na sterilni
misky a po ztuhnuti bylo na kazdou plotnu naneseno 70 pl 100 mM IPTG (isopropyl
-D-1-thiogalactopyranosid) a 20 pl 122 mM X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-
galactoside). Posléze byly na takto pfipravené Petriho misky steriln€ vysety buiiky sklenénou
hokejkou a probéhla kultivace ve 37 °C pfes noc.

Dalsi den byly v kultufe dva typy bun¢k jasné odlisitelné diky modro-bilé selekci.
Bilé kolonie bungk, u kterych byl insertem narusen gen kodujici schopnost §tépit X-Gal, byly
pfeockovany na Petriho misky s LB médiem a ampicilinem, inkubovany pies noc v 37 °C a
poté skladovany ve 4 °C. Pro ovéteni délky zaklonovaného produktu byla provedena PCR
amplifikace s OneTaq polymerazou (viz kapitolu 3.3) S universalnimi vektorovymi primery
M13, jejichz sekvence je uvedena v Tabulce 1.

Vybrané kolonie byly inokulovany do 3 ml tekutého LB média s 300 pug ampicilinu a
za stalého michani inkubovany ve 37 °C pfes noc. Z narostlé kolonie byl po odstfedéni
izolovan plasmid s vyuzitim kitu NucleoSpinPlasmid (Macherey-Nagel) dle protokolu
vyrobce. Byly vybrany 2-3 klony od kazdé repetitivni sekvence a namichany sekvenacni
reakce dle pokynil poskytovatele sekvenacnich sluzeb SEQme s.r.0. (Dobii§, Cesko). Ziskané
udaje byly nasledné zpracovavany pomoci programu Geneious a pomoci online nastroje
BLASTNn na webu https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/ byla ovétena jejich totoznost. Ziskané

sekvence klonti jsou uvedeny v Priloze I.

3.6 Priprava chromosomalnich preparata

Za vyuziti roztiraci (tzv. ,.spreading) metody (Traut 1976) byly pfiipraveny
chromosomalni preparaty z gonad housenek posledniho instaru. Z ovarii a testes byly ziskany
preparaty s chromosomy nachazejicimi se ve fazi pachytene meiotického déleni. Bylo také
pfipraveno nékolik preparatu z kiidelnich diskii, na kterych byly pozorovany mitotické
chromosomy.
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Organy byly vypitvany ve vychlazeném fyziologickém roztoku (0,9% NaCl, 0,042%
KCI, 0.025% CaCl,, 0,02% NaHCO3), v piipadé disekce testes a kiidelnich diskd byly
nasledn¢ pfemistény do hypotoniza¢niho roztoku (0,075 M KCI) na 10 minut.

Dale byl materidl po dobu 15 minut fixovan v Cerstvém roztoku Carnoy, tedy
ethanolu, chloroformu a kyseliny octové, v poméru 6:3:1. Podlozni sklicka byla vycisténa
1% roztokem kyseliny chlorovodikové v ethanolu. Vypitvany material po fixdzi byl
homogenizovan a macerovan v 10 pl 60% kyseliny octové. Poté bylo sklicko umisténo na
histologickou plotnu vyhtatou na 45 °C a material byl pomalym tahem wolframovou jehlou
rovnomeérné rozetien, zatimco kyselina octova se vypatila. Vzniklé preparaty byly nasledné
odvodnény tzv. vzestupnou ethanolovou fadou, tedy roztoky 70%, 80% a 100% ethanolu ve
vod¢, pricemz v kazdém znich byly ponechany jednu minutu a pfemistény do dalSiho.

Preparaty byly uskladnény v -20 °C az do pouziti pfi in situ hybridizacich.

3.7 Insitu hybridizace

FISH neboli fluorescenéni in situ hybridizace je metoda umoziujici lokalizovat
zajmové sekvence pfimo na chromosomech. V ramci této bakalaiské prace bylo provedeno
nékolik zpisobi hybridizaci in situ, jejichz postup je uveden nize. Experiment byl pokazdé

proveden alespoil na dvou preparatech.
3.7.1 Priprava sond pro in situ hybridizace

Sondy jsou fragmenty DNA nesouci detekovatelnou znacku navrzené za ucelem
vizualizace cilového lokusu. V této praci byly pouZity dvé varianty znaceni sond — pfimo a
nepiimo, které byly nasledné detekovany pomoci protilatek. Templatem pro vyrobu sond byl
v piipadé sekvence Maverick a satelitu insert z plasmidové DNA (viz kapitolu 3.5)
amplifikovany polymerdzovou fetézovou reakci s vyuzitim ExTaq (kapitola 3.3) a precistény
kitem Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega, USA). Pro vyrobu sond cilenych
na rDNA sekvence 18S a 28S byl pouzit PCR produkt pifimo z genomové DNA s vyuZzitim
specifickych primerti uvedenych v Tabulce | (kapitola 3.3), pfecistén tymz kitem. Znaceny
nukleotid dUTP muze byt do sekvence vnesen nekolika zpisoby. V této praci bylo vyuzito
znaceni dvéma metodami a to nick-translaci a tzv. random primingem.

Reak¢ni smés nick-translace méla 20 pl a obsahovala: 1x Nick Translation pufr (5 mM
Tris-HCI, 0,5 mM MgCl, 0,0005% BSA (hovézi sérovy albumin); pH 7,5), 10 mM
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2-merkaptoethanolu, dNTP mix o slozeni 0,05 mM dATP, dCTP, dGTP a 0,01 mM dTTP,
0,02 mM znacené-dUTP, 20 U DNA polymerazy I (ThermoFisher Scientific, USA), 0,01 U
DNazy I (ThermoFisher Scientific, USA) a 1 pg templatové DNA. Jako zna¢ny nukleotid
dUTP byl pii pfimém znaceni pouzit Cy3-dUTP (Jena Bioscience, Némecko). Nepiimo
znacena sonda byla vyrabéna zavedenim biotin-16-dUTP (Roche Diagnostic GmbH, USA)
ptipadné digoxigenin-11-dUTP (Jena Bioscience, Némecko). Reakce probihaly pii 15 °C po
dobu umérnou délce znacené sekvence. Pti znaceni celého genomu trvala reakce 210 minut,
kratsi useky byly znac¢eny 60-90 minut. Vzdy bylo vyzkouseno nékolik casti. Pokusy ukonc¢it
reakci zvySenim teploty na 70 °C pro deaktivaci enzyma nedopadly uspésné a sonda byla
naStépena na piili§ kratké fragmenty. LepSim feSenim se ukéazalo byt ukonceni reakce
pfidanim 2 ul 10x ,,loading bufferu* (50% glycerol, 250 mM EDTA, 5,9 mM bromphenol
blue). Velikost produktu byla ovétovana elektroforetickou separaci (viz kapitolu 3.4). Finalni
koncentrace sond byla 45,45 ng/ul a byly uchovavany v -20 °C.

Druhym zptsobem znaceni sond byl tzv. random-primed labeling. Nejprve bylo
smichano 300-500 ng DNA, nahodné dekanukleotidy v 5x reakénim pufru (ThermoFisher
Scientific, USA) a voda, prob¢hla denaturace 10 minut pti 95 °C ve vodni 14dzni s prudkym
ochlazenim na ledu. Poté byla pfidana smés nukleotidli ANTPs, které mély v kone¢né reakci
koncentraci 0,05 mM dATP, dCTP, dGTP a 0,01 mM dTTP, 0,02 mM digoxigenin-11-dUTP
(Jena Bioscience, Némecko), a 5 U enzymu Klenow Fragment, exo™ (New England BioLabs,
USA). Celkovy objem reakce byl 50 ul, inkubace probihala pies noc ve 37 °C. Druhy den
byla reakce zastavena ptidanim EDTA na vyslednou koncentraci 9,8 mM. Nazna¢enou sondu
bylo potieba piecistit za vyuziti Sephadexu G-50 (GE Healthcare, USA) na kolonce
zhotovené z pipetovaci §pi¢ky. Sephadex byl nejprve ponechan hodinu inkubovat s vodou ve
4 °C. Poté bylo na kazdou kolonku postupné naneseno 25mg Sephadexu ve 400 pl vody,
piebyte¢na voda byla vytlaCena improvizovanou pumpou vytvofenou z pipety a ustfizené
S$picky. Po centrifugaci (2 minuty, 1000 g) byla na vzniklou Sephadexovou kolonku nanesena
sonda, to celé bylo centrifugovano pfi stejnych otackach, a tim byly prebyte¢né slozky reakce
zachyceny v Sephadexu, zatimco znacena sonda protekla filtrem do zkumavky. Pecisténé

sondy dosahovaly koncentraci kolem 20 ng/ul a byly skladovany v -20 °C.
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3.7.2 Neprima FISH

Neptima fluorescenéni in situ hybridizace je metoda vhodna pro detekci kratSich
chromosomalnich useki, nebot signél je zesilen nékolikerym navazanim protilatek a je proto
jasn¢jsi. Hybridiza¢ni mix byl pfipraven smichanim 30-50 ng sondy s 25 pg sonifikované
DNA z lososich spermii (Sigma-Aldrich, USA). Dale bylo piidano 0,1x objemu 3 M octanu
sodného a 2,5x objemu 100% ethanolu vychlazeného na -20 °C. V n¢kterych ptipadech byla
smés ponechana hodinu percipovat v -80 °C. Poté byla smés centrifugovana 20 minut pfi
4 °C a otackach 15 000 rpm. Supernatant byl odsan a pelet byl dvakrat promyt 500 pl 70%
ethanolu a mezitim centrifugovan 5 min za stejnych podminek. Posléze byla vysrazena DNA
30 minut rozpousténa v 5 pl 100% deionizované formamidu pti 37 °C. Po ptidani 5 pl 20%
dextran sulfatu ve 4x SSC (saline-sodium citrate; 600 mM NaCl, 60 mM citronan trisodny;
pH 6,8) byla smés denaturovana 5 minut ve vodni ldzni 0 90 °C. Néasledovalo prudké
ochlazeni na ledu a aplikace na pfipravené preparaty.

Preparaty nejprve proSly odvodnénim standartni ethanolovou fadou (po minuté
vV 70%, 80% a 100% ethanolu). Nasledn¢ bylo na kazdé sklicko naneseno 100 pul RNazy A
(100 pg/ml RNazy A ve 2x SSC). Preparaty ptikryté krycim sklickem byly umistény do vlhké
komirky a uloZeny do termoboxu o 37 °C na 60 minut. Timto bylo z preparatu odstranéna
pfipadna RNA. Nasledovalo promyvani v 2x SSC, pficemZz byla sklicka umisténa do
sklenénych kyvet a za vyuzZiti vodnich ldzni se 3x 5 minut promyvala. Toto promyvani
probihalo bud’to pii pokojové teploté, nebo pii 37 °C.

Pro odstranéni cytoplasmy byla skli¢ka oSetfena 10 mM HCI po dobu 20 minut ve
37 °C a nasledné opét promyta v 2x SSC (3x 5 min). Alternativnim zptisobem pii nékterych
opakovanich experimentu bylo odstranéni proteinid pisobenim proteinazy K. Tehdy byly
chromosomy nejprve hodinu zafixovany na preparatu pisobenim tepla na kovové plotynce
pii 65 °C, nasledné pfemistény do kyvety s roztokem 1 pg/ml proteinazy K v 2x SSC a
ponechéany inkubovat 20 minut pti 37 °C.

Déale byla sklicka ponechana 30 minut v 5x Denhardtové roztoku (0,1%
polyvinylpyrolidol, 0,1% BSA a 0,1% Ficoll 400) ve 37 °C. Denaturace DNA na preparatech
probé¢hla nanesenim 100 pl 70% formamidu v 2x SSC, nasledovalo zakryti krycim sklickem
a pusobeni teploty 68 °C na kovové plotné po dobu 3,5 minuty. Poté byla sklicka okamzité
ochlazena v -20 °C 70% ethanolu na jednu minutu. Ethanolova fada byla dokoncena

pusobenim 80% a 100% ethanolu pfi pokojoveé teploté po 30 vtefinach. Po uschnuti bylo
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naneseno 10 ul pripravené hybridiza¢ni smési. Preparat byl prikryt krycim sklickem, okraje
zalepeny lepidlem Fixogum rubber cement (Marabu, Némecko) a hybridizace probihala ve
37 °C ve vlhké komtrce pies noc (15-20 hodin).

Dalsi den probihalo odmyvani nespecificky navazané sondy. Pfisnost podminek byla
stanovena podle teploty tani sondy (Tm) a pfedpokladané homologie mezi sondou a kopiemi

repetic v genomu. Tmbyla stanovena podle vzorecku:

Tm=81,5°C+ 16,6 (logio [Na*]) + 41 (molarni zastoupeni [G+C]) — 0,63 (% formamidu) — 500/n,

kde n je délka sondy v nukleotidech (Sambrook 2001). Preparaty byly po odstranéni lepidla
promyty 3x 5 minut v 50% roztoku formamidu v 2x SSC ve stanovené teploté 42 °C (u jinych
sekvenci 46 °C), ve stejné teploté¢ 3X 5 minut ve 2x SSC a nasledné ttikrat v 0,1x SSC pfi
62 °C. Zavérecné myti probehlo pfi pokojové teploté ptisobenim detergentu 0,1% Tween 20
(polyoxyethylen-20-sorbitan-monolaurat, Sigma Aldrich) ve 4x SSC po dobu 5 minut.

Prvnim krokem detekce a zesileni signalu bylo blokovani pii pokojové teploté
blokovacim ¢inidlem 2,5% BSA ve 4x SSC ptl hodiny ve vlhké komurce. Kroky zahrnujici
praci s fluorochromy probihaly v pfitmi. Pfi in situ hybridizaci za pouziti sondy znacené
biotinem bylo na preparat nejprve naneseno 100 ul streptavidinu s navazanym cyaninem 3
(Cy™3 Streptavidin, Jackson ImmunoResearch), fedénym v blokovacim roztoku V poméru
1:1000 a preparat byl inkubovan pii pokojové teploté 30 minut ve vlhké komtrce. Posléze
byly preparaty 3x 5 minut promyty 0,1% Tween ve 4x SSC ve 37 °C a znovu blokovany BSA
roztokem 10 minut. Dale bylo aplikovano 50 ul antistreptavidinu (Biotinylated
Anti-Streptavidin, Vector Laboratories) fedéného v poméru 1:25, tentokrat inkubace
probihala ve 37 °C 30 minut. Protilatka byla znovu odmyta 3x 5 min a preparat byl naposledy
blokovan. Nasledné se opakoval krok inkubace se streptavidin-Cy3 za stejnych podminek
jako poprvé véetné nasledného promyti. Na zavér byly preparaty na 30 sekund inkubovany
v roztoku 1% roztoku detergentu Ilfotolu (Ilford Photo, Velkd Britanie). Vysledny
preparat byl barven DAPI (4°6-diamidin-2-fenylindol) v ,antifade DABCO
(1,4-diazabicyclo[2.2.2]oktan) (1 pg/ul, oboji Sigma-Aldrich, USA), pfikryt krycim
sklickem, pfebytecny roztok byl vytlaen a okraje kryciho skla natfeny lakem na nehty.
Uchovan byl ve 4 °C bez piistupu svétla.
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3.7.3 TSA-FISH

,Tyramide signal amplification (TSA-FISH) je zpusob in situ hybridizace, pfi
kterém je protilatka konjugovana s kienovou peroxidédzou. Tento enzym po piidani substratu
zpisobi navazani fluorescenéné znaceného tyramidu na okolni proteiny a tim amplifikuje
signal. TSA-FISH byla provedena s drobnymi upravami podle protokolu uvedeného v praci
Carabajal Paladino a kol. (2014), ve které byla tato metoda optimalizovana pro praci
s holokinetickymi chromosomy miir a motylt (Lepidoptera).

Nejprve byly preparaty odvodnény ethanolovu fadou (po minuté v 70%, 80% a 100%
ethanolu), nasledné oSetfeny RNazou a HCI podle postupu uvedeného v kapitole 3.7.2.
Dals$im krokem pfi piipravé skli¢ek na TSA-FISH byla inkubace v kyveté s 1% roztokem
peroxidu vodiku na 30 minut v pokojové teploté. Po promyti 3x 5 min v 2x SSC byly
preparaty v laznich vyhtatych na 37 °C oSetfovany v 5x Denhardtové roztoku 30 minut.

Béhem inkubace chromosomadlnich sklicek byla pfipravena hybridizaéni smeés
obsahujici sondu naznac¢enou digoxigeninem pfipravenou metodou random primed labeling,
viz kapitolu 3.7.1. Hybridiza¢ni mix o objemu 50 pl se skladal z 50 ng znac¢ené sondy, 50%
deionizovaného formamidu, 2x SSC a 5% dextran sulfatu. Smes byla aplikovana na preparat,
ktery byl pfikryt krycim sklickem, a spole¢na denaturace DNA probéhla na plotné o 70 °C
po dobu 5 minut. Ve vlhké komtrce preparaty hybridizovaly ptes noc ve 37 °C.

Druhého dne byly preparaty promyvany za ucelem odstranéni nenavazané nebo
nespecificky navazané sondy. Stringence byla stanovena podle vzorecku uvedeného
v kapitole 3.7.2. Nespecificky navazana sonda byla odmyvana nejdiive 3x 5 minutach ve
vodni lazni o teploté 42 °C v 50% formamidu v 2x SSC, poté 3x Sminut v samotném 2x SSC
ve 42 °C. Nasledovalo 5 minut vymyvani pii pokojové teploté v 1x TNT (0,1 M Tris-HCI,
150 mM NaCl a 0,1% Tween 20).

Dalsim krokem bylo blokovani TNB pufrem (0,1 M Tris-HCI, 150 mM NaCl a 0,5%
blokovaciho ¢inidla TSA Blocking reagent (Perkin Elmer)), ktery byl nanesen po 200 pul na
kazdy preparat, ptikryt krycim sklickem a ponechan 30-45 minut ve vlhké komrce za
pokojoveé teploty. Poté bylo na kazdé sklicko naneseno 100 pl protilatky konjugované
s kenovou peroxidazou Anti-Digoxigenin-POD, Fab fragments (Roche Diagnostic, USA)
nafedéné v poméru 1:200 s TNB pufrem. Po ptikryti krycim sklickem byly preparaty ve vlhké

komirce ponechany hodinu pfi pokojové teploté nebo v termoboxu o 37 °C.
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Po uplynuti inkubaéni doby byly preparaty opét promyvany 3x 5 minut v TNT za
pokojové teploty. Tyramid (TSA Plus Fluorescein system, PerkinElmer) — latka, po které je
TSA-FISH pojmenovana, byl nafedén dodanym ,,dilutant buffer” v poméru 1:50, nanesen po
100 pl na sklicka a ponechdn inkubovat 15 minut. Poté byla sklicka opét promyta v TNT 3X
5 minut za pokojové teploty a posléze umisténa na 1 minutu do kyvety s roztokem 1%
IIfotolu. Nakonec bylo na skli¢ka aplikovano 25 ul DAPI v DABCO o koncentraci 1 pg/ul.
Po zakryti krycimi sklicky byl pfebytek smési tlakem vytlacen, okraje zalakovany lakem na
nehty a sklicko uchovavano ve tmé ve 4 °C.

Ve snaze vyhnout se pfiliSnému pozadi na preparatu byl pii dalSich opakovanich
TSA-FISH experimenti pfidan jeden odmyvaci krok. Preparity byly po trojim omyti
formamidem a 2x SSC jesté 3x 5 minut promyvany jesté v 0,1x SSC pii 56 °C.

3.74 GISH

Genomova in situ hybridizace (GISH) je obdobou vyse popsané FISH, pfi které je
jako sonda vyuzit cely sami¢i genom. Po denaturaci chromosomt dochazi k hybridizaci, pfi
které se odehrava kompetice znacené samici sondy s nadbytkem neznacené sam¢i DNA. Ve
vysledku znacend sonda vizualizuje sekvence obohacené v sami¢im genomu, zejména Casti
chromosomu W. Pro znaceni sond byla vyuzita nick translace s Cy3-dUTP (Jena Bioscience,
Némecko).

Jako kompetitor bylo na kazdé sklicko pouzito 3 pg sam¢i DNA, které nejprve proslo
fragmentaci v 99 °C po dobu dvaceti minut. K nastépené sam¢i DNA bylo pfidano 450 ng
samici znacené sondy a 25 pg DNA z lososiho spermatu. Piiprava hybridizacniho mixu byla
dokon¢ena ptidanim 0,1x objemu 3 M octanu sodného a 2,5x objemu 100% ledového
ethanolu. Smés byla precipitovana 60 minut v -80 °C a posléze centrifugovana 20 minut pfi
4 °C na maximalni otdCky. Po odstranéni supernatantu byl pelet dvakrat promyt 70%
ethanolem, centrifugovan a vysraZena DNA byla rozpousténa v 5 pl predehtatého 100%
deionizovaného formamidu 30 min v termoboxu o teploté 37 °C. Poté bylo pfidano 5 ul 20%
dextran sulfatu ve 4x SSC predehiatého na 37 °C a nasledovala denaturace ve vodni lazni. Po
5 min v 90 °C byly sondy okamzité ochlazeny na ledu.

Ptiprava skli¢ek a naneseni hybridizacniho mixu bylo provedeno stejné jako u metody
nepiimé FISH, viz kapitolu 3.7.2. Hybridizace probihala za teploty 37 °C dva dny (vice nez
48 hodin).

22



Tteti den byly preparaty po odstranéni kryciho sklicka oplachnuty v 1% roztoku
Tritonu X-100 v 0,1x SSC 5 minut v 62 °C. Nasledné byla sklicka ponofena do 1% Ilfotolu a
po Caste¢ném uschnuti bylo na kazdé sklicko aplikovano 1 pg/ul DAPI v DABCO a
zalakovany okraje, stejn¢ jako u pfedchozich FISH metod.

3.7.5 Analyza preparati

Preparaty po in situ hybridizacich byly pozorovany na dvou fluorescencnich
mikroskopech, prvnim byl Zeiss Axioplan 2 microscope (Carl Zeiss Jena, Némecko)
s ptidruzenou ¢ernobilou kamerou Olympus CCD XM10 s programem cellSens Standard 1.9
(Olympus, Némecko). Druhym byl stejny mikroskop, na némz byly pozorované preparaty
fotografovany barevnou kamerou Olympus DP73 s programem cellSens Standard 1.18, ale
posléze prevedeny do ¢ernobilého zobrazeni. Vysledny obraz byl ziskan slozenim a pseudo-
obarvenim snimka v programu Adobe Photoshop CC 2019 nebo Adobe Photoshop Elements
2020. Pti pozorovani GISH preparati byly zaznamenavany pozice focenych pachytennich

jader pro pfipadné pozdé&jsi znaceni dal$imi sondami (tzv. ,,reprobing®).

3.8 Kvantitativni PCR

Metoda kvantitativni neboli ,,real-time* PCR (v literatufe oznacovana jako qPCR)
je metoda podobna béZné polymerazové tfetézové reakci, ale vyuzivajici specialni cycler,
ktery je schopen v prub&hu kazdého cyklu zaznamenat mnozstvi DNA. Pocet kopii byl
detekovan diky pfitomnosti fluorochromu SYBER Green, ktery se na DNA vaze. V této praci
byla qPCR uZita s cilem odhadnuti relativniho poc¢tu kopii jednotlivych repetic napfic¢ jedinci,
mezi pohlavimi a mezi populacemi. Templatem pro real-time PCR byla DNA izolovana
kitem NucleoSpin, vybér jedinci byl nahodny. Primery pro qPCR byly pro kazdou ze
studovanych repetic navrZzeny v programu Geneious, tak, aby meély co nejpodobnéjsi
optimalni nasedaci teplotu a aby tvofily produkty o velikosti cca 150 pari bazi. Zvolené
primery byly vyhotoveny firmou Generi Biotech s.r.o. (Hradec Kralové, Cesko) a jejich
ptehled je uveden v Tabulce Il. Jejich funkénost byla ovéfena béznou PCR reakci
s polymerazou OneTaq (viz kapitolu 3.3).

Jako referencni autosomalni gen, ktery se v genomu vyskytuje u vSech jedincti pouze
Vv jediné kopii, byl pouzit gen acetylcholinesterdza-1 (Ace-1). Primery navrzené na tento gen

mi vénovala kolegyné¢ Irena Provaznikova, za coz ji dé€kuji. Specificita téchto primeri na gen
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Ace-1 u predivky brslenové byla ovéiena softwarem Geneious (sekvence primert se
nachazeji jen na jednom mist¢ v genomu v odpovidajici vzdalenosti) a totoznost tohoto genu

byla testovana nastrojem BLAST na webu https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/.

Tabulka I1: Primery pouzité pii kvantitativni PCR.

Nazev ] ) Nasedaci
Forward primer (5°-3") Reverse primer (5’-3") Pivod
sekvence teplota
ACCACATCCAAGGAA TGCCCTCCAATTGTT
18S 57 tato prace
GGCAG CCTCG
ATGTGGTGTTCGGGA CTCAAGCAACCCGA
28S 57 tato prace
GGTTC CTCTGA
. AAAGCGGTGTTTGTTT TGACAACCCGATGC
satelit 57 tato prace
CGGC CGTTTA
. ACCCGGCTAAACACC GGTCCGCACACTAA
Maverickl 57 tato prace
TGAAG ACAACG
. ATGAGCTGTCCTTTCG GAACCGTTGTGACA
Maverick2 57 tato prace
CCTG GTTGCG
A GATACGCCGAGACTG CCACCTCCTCTGGCG 57 Provaznikova
ce
GCAAC AATAAT nepublikovéano

Na kazdé 96-ti jamkové desticce byly dvé zony, v jedné probihaly reakce na test

i¢innosti PCR reakce a v druhé pro samotny experiment. U¢innost PCR reakce byla méfena
na smési celkové DNA Sesti jedincti dané geografické populace (tii samic a tii samct) a byla
provedena v triplikatech. Z této smési DNA byla namichana fedici fada, prvni koncentrace
byla 5 ng/ul, ktera byla dale nafedéna 5x, 25x a 125x.

Relativni pocty kopii danych sekvenci byly zjiStovany u tfech nezavislych
biologickych vzorkt ve tfech opakovanich. Pro sekvenci Maverick a pro satelitni repetici
v kazdé jamce probihala PCR reakce o celkovém objemu 10 pl obsahujici 5 ng templatové
celogenomové DNA, 0,4 uM forward a stejné mnozstvi primeru reverse a 1x Xceed qPCR
SG 2x mix Lo-ROX (Institute of Applied Biotechnologies, Praha, Ceska republika).

Kwvli velikému mnozstvi kopii rDNA genti v genomu bylo po nékolikerém testovani
slozeni reakce optimalizovano tak, Ze do kazdé jamky byla aplikovana polovicni mnozstvi
DNA a dvojnasobnd koncentrace primerti oproti vySe uvedenému postupu pouzitému U

sekvence Maverick a u satelitu.
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Nejprve bylo na desticku naneseno DNA, zbylé slozky reakce byly smichdny a
naneseny do jamek spolecné. Na kazdé desticce probihaly reakce jak s testovanou sekvenci,

tak s primery navrzenymi na referen¢ni gen Ace 1 (Obr. 3).

Testovana Referencni ] L
Testovana sekvence Referencni gen Acel
sekvence gen Acel

0x 25x 0x 25x Qla |9 1b Q 1c Qla |9 1b Q 1c

0x 25X 0x 25X Q2a | 92b | @2 Q2 | 92b | @2

0x 25x 0x 25x 3 | 93b Q 3¢ Q3a | 93b Q 3¢

5X 125x 5X 125x | d1a | & 1b 3 1c d1a | & 1b 3 1c

5X 125x 5X 125x | d2a |[d2b d 2¢ d2a | d2b d 2¢

5X 125x 5X 125x | 33a | &3b 3 3¢ d3a | &3b 3 3¢

Obrazek 3: Schéma rozlozeni reakci na qPCR desticce. V levé Casti byla testovana ac¢innost
reakce, 0x, 5x, 25x a 125x jsou fedici fady smichané gDNA vsech pouzitych vzorkt. V pravé
¢asti schématu je vyobrazen samotny experiment, v fadcich bylo naneseno DNA jednotlivch
(9 = samice; & = samec). Experiment byl provadén v biologickych (1, 2, 3) a technickych
triplikatech (a, b, ¢). V zahlavi je vzdy uvedeno, jaké primery byly pouzity pro danou

skupinu, zda to byly primery pro referen¢ni gen, nebo pro zkoumanou sekvenci.

Desticka byla po naneseni reak¢éni smési pielepena kryci f6lii a kratce zcentrifugovana.
Reakce probihaly ve svételném termocycleru (BioRad Thermal Cycler C1000Touch
+ CFX96-Real-Time System) dle tohoto protokolu: pocate¢ni denaturace 95 °C po dobu 3
minut, poté 40 cykla zadinajicich denaturaci pti 95 °C po dobu 10 sekund, nasedani primerti
a elongace pri 60 °C 30 sekund, pficemz po kazdém cyklu bylo zméfeno mnozstvi DNA
(uroven fluorescence). Nasledovalo postupné zvysovani teploty z 55 °C na 95 °C v krocich
po 0,5 °C, ¢imz byla ziskana kiivka tani, potfebna pro kontrolu vznikajicich produkta.
Vysledky byly zpracovany pfidruzenym programem Bio-Rad CFX Manager 3.0 a

v Microsoft Office Excel Professional Plus 2016.
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Uginnost qPCR reakci byla stanovena na zakladé fedici fady smési gDNA a byla
brana v potaz pti zaveérecném stanoveni poctu kopii. Relativni pocet kopii byl vypocten podle
vzorce.

R = ((1 + Erer) C0) / ((1 + Esex) Cts0),
v némz R odpovida relativnimu kopii sledované sekvence, E je u¢innost reakce a Ct odpovida
cyklu, v némz byla piekrocena prahova hodnota. ,ref* je index referen¢niho genu (Ace) a
,»sek® znaci hodnotu pro sledované sekvence. Hypotéza, Ze relativni pocet kopii dané

sekvence se mezi pohlavimi nelisi, byla testovana dvouvybérovym t-testem.

3.9 Southernova hybridizace

»Southern blot“ je hybridiza¢ni metoda pojmenovana podle Edwina Southerna a je
vyuzivana k ptenosu fragmentované DNA z gelu na membranu, na niz nasledné prob&hne
hybridizace se znacenou sondou. V ramci této prace byla tato technika pouZita pro ovéteni
tandemového charakteru studované satelitni sekvence.

Celogenomova DNA ziskana metodou CTAB (postup uveden v kapitole 3.2.2) od
Ctyt jedinc — samice a samce z Ceské populace a samice a samce z Nizozemi — byla parcialné
St€pena zvlast pomoci dvou restrikénich endonukledz Dral a Eco32l (oboji Fermentas,
USA). Stépici reakce obsahovaly 3 pg DNA, 1x piislusny pufr (Tango pro restrikéni enzym
Dral, aR pro Eco32l), 1 U daného enzymu a byly doplnény vodou do 23 ul. Parcialni §tépeni
probihalo pii 37 °C 60 min, enzymaticka aktivita byla ukoncena ptisobenim teploty 65 °C po
dobu 10 minut.

Nastépena genomova DNA byla elektroforeticky separovana pifi 50 V po dobu
150 minut v 1% agardézovém gelu v 1x TBE (1 M Tris, 1 M kyselina boritd, 20 mM EDTA;
pH 8,3). Jako velikostni marker byl pouzit DNA Molecular Weight Marker III, DiG-labeled
(Roche Diagnostic), ktery byl nejprve smichan s vodou a 10x ,,Joading* pufrem v poméru
1:3:1 a inkubovéan 10 minut pifi 65 °C. Do dal$ich jamek byla nanesena nastépena DNA po
3 ug na jamku. Barvenim ethidum bromidem a naslednym focenim pod UV svétlem byla
ovefena uspésnost St€peni a separace DNA fragmentt.

DNA v gelu byla poté fragmentovéana desetiminutovou inkubaci v 0,25 M HCI pii
pokojové teploté za mirného tfepani. Posléze byl gel dvakrat po 15 minutich inkubovan
V denaturacnim roztoku (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl). Dalsi promyvani probéhlo
Vv neutraliza¢nim roztoku (0,5 M Tris-HCI, 3 M NaCl; pH 7,5) to opet 2x 15 minut. Nasledné
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byl sestavny tzv. ,,blotovaci mustek* a DNA byla kapilarnim pfenosem ve 20x SSC navazana
na kladn¢ nabitou membranu Amersham Hybond-N+ (GE Healthcare, Velka Britanie). Tento
ptenos probihal 20 hodin.

Dalsi den byla membrana oplachnuta v 6Xx SSC 5 minut, nésledn¢ v 2x SSC také
5 minut a fixovana ptasobenim UV zafeni (120 mJ) ve Stralinker UV crosslinker (Stratagene,
La Jolla, Kalifornie, USA), pficemz bylo stale hlidano, aby nedoSlo k oschnuti membrany.
Poté byla membrana pienesena do sklenéného valce, ve kterém byly za stalého otaceni
provedeny vSechny nasledujici kroky az po detekci. Prvnim byla prehybridizace 60 minut za
stalého michani pii 42 °C. Prehybridiza¢ni roztok se skladal z 1 M NaCl, 10 mM Tris-HCI
(pH 7,6); 1 mM EDTA, 40% formamidu, 0,5% SDS (dodecylsiran sodny) a 5x Denhardtova
roztoku. Sonda byla pfipravena z vektorového klonu sat4 (sekvence je uvedena v Priloze I)
nick translaci s digoxygeninem znacenymi dUTPs (kapitola 3.7.1). Jeji precisténi bylo
provedeno Sephadexem. 100 ng sondy bylo denaturovano pét minut pii 95 °C a ptidano do
10 ml prehybridizacniho roztoku, ¢imz vznikl roztok hybridiza¢ni. Hybridizace probihala
16 hodin pii 42 °C.

Stringence hybridiza¢nich podminek neboli pfisnost pii odmyvani nespecificky
navazané sondy byla vypocitana podle vzorce uvedeného v kapitole 3.7.2. Po hybridizaci
byla membrana ponechéna ve sklenéném valci a promyta odmyvacim pufrem I (2x SSC,
0,1% SDS) pii pokojové teploté dvakrat pét minut. Dal§i promyvéani bylo provedeno
odmyvacim pufrem II (0,2x SSC, 0,1% SDS) 20 minut pti 65 °C. Detekéni kroky zacaly
promytim membrany 5 minut v mycim roztoku (0,3% Tween 20, 25 mM Tris-HCI, 0,2M
NaCl; pH 7,5). Poté byla membrana na jednu hodinu vystavena blokovacimu roztoku
(5% odtu¢néné susené mléko (DifcoTM Skim Milk, Becton Dickson and company, Francie),
25 mM Tris-HCI1, 0,2 M NaCl; pH 7,5). Dalsim krokem byla inkubace s protilatkou
Anti-Digoxigenin-AP (Roche Diagnostics), coz je protilatka proti digoxigeninu konjugovana
s alkalickou fosfatdzou. Byla nafedéna v blokovacim roztoku v poméru 1:10 000 a ponechana
60 min inkubovat s membranou pii pokojové teploté za stalého otaceni. Nasledovalo dvoji
promyvani ve vy$e zminéném mycim roztoku po patnacti minutach. Poté byla membrana na
5 minut vystavena detek¢nimu pufru (1M Tris-HCI, 1M NaCl; pH 9,5) a pienesena na folii,
kde byl pfidan substrat pro chemiluminiscencni reakci s alkalickou fosfatazou CDP-Star
ready to use (Roche Diagnostics, Svycarsko). Po odstranéni pfebyteéného substratu byla

luminiscence zaznamenana diky CCD kamefe Lumi-Imager LAS-3000 (Fujifilm, Japonsko).
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4 Vysledky

4.1 Lokalizace studovanych sekvenci

Genomova distribuce vybranych repetic byla analyzovana in situ hybridizacemi na
chromosomalnich preparatech jader v pachytenni fazi meidzy 1. Za ti€elem ovéteni lokalizace
cilovych sekvenci na pohlavnim chromosomu W bylo potfeba jej na chromosoméalnich
preparatech jednozna¢né identifikovat. Byla pro to pouzita metoda genomové in situ
hybridizace (GISH), pii které se vizualizuji ¢asti genomu specifické pro samici. Takto byly
naznaCeny dva preparaty s pachytennimi jadry nizozemskych samic (viz Obr. 4), jeden
preparat s ovarii ¢eské samice (zobrazeno na Obr. 5) a také mitoticky preparat z kiidelnich
diskii samice z Ceské populace (nezobrazeno). Na vSech tfech preparatech oocyti byl
chromosom W patrny i na snimcich jader obarvenych DAPI (Obr. 4, 5 — a, d, Q).
Celogenomova samici sonda vizualizuje chromosom W (Obr. 4, 5 — b, e, h) a znaci jej
nerovnomérné. Zatimco V nékterych jadrech byla sonda vyrazna po celé délce chromosomu
(naptiklad Obr. 4i), jinde byla napadna jeho stiedova ¢ast (Obr. 5i.) a v jinych jadrech byla
jasngjsi jedna chromosomalni polovina (viz Obr. 5f). Chromosom W se sondou je samostatné
zobrazen na Obr. 5i.

Za ucelem ziskéani sond byly vybrané repetice (viz kapitolu 1.3) amplifikovany PCR,
zavedeny do bakterialniho vektoru a vybrané klony sekvenovany. Tento postup nebyl
usp&Sny se sekvenci 28S rDNA, kterd ma ovSem diky mechanismu genové konverze
konzervovanou sekvenci. Takze pro vyrobu sond 18S a 28S byl nakonec pouzit piimo
precistény PCR produkt, jehoz identita byla ovétena na webu https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/.
V Priloze I jsou uvedeny caste¢né sekvence studovanych rDNA gent.

Pro zjisténi polohy a poctu rDNA klastri byla provedena nepiiméa FISH se sondou
zhotovenou nick translaci z Casti sekvence genu 18S. Sonda znaéena biotinem (dle postupu
uvedeného Vv kapitole 3.7.2) ale nebyla na preparatu detekovana. Stejny zpusob FISH byl
proveden pfi lokalizaci Maverick transpozonu, se dvéma sondami zhotovenymi ze sekvenci
Mavl a Mav2. Vysledek byl opét negativni a je vyobrazen v Priloze II. Probéhla fada pokust
o dalsi znaceni sond nick translaci s biotinem a posléze s digoxygeninem, znafené fragmenty

se vSak pfi detekci elektroforetickou separaci ukazovaly jako nevyhovujici.
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Obrazek 4: Genomova in situ hybridizace s celogenomovou samici sondou na preparatech
pachytennich oocyti nizozemskych samic. @, d, g — chromosomy obarvené DAPI
s napadnym trivalentem pohlavnich chromosomi. b, e, h — hybridiza¢ni signaly samici
celogenomové sondy znacené fluorochromem Cy3 byly pseudo-obarveny cervené.
¢, f, i — slozeny obrazek obarvenych chromosomt a samiéi sondy. Sipkami jsou vyznadeny

pohlavni chromosomy WZ1Z,. M¢titko odpovida 10 pm.

Sondy pro dalsi in situ hybridizace byly ziskany metodou random-primed labeling
(popsano v kapitole 3.7.1) sinkorporovanym digoxigenin-11-dUTP. Poloha repetice
Maverick byla tentokrat kvuli vétsi sensitivité pii detekci sondy ovéfovana metodou
TSA-FISH. Hybridizace s 50 ng sondy Mav1 znac¢ené touto metodou byla provedena na dvou
preparatech z ovarii ¢eskych samic predivek. Signal sondy byl detekovan na obou koncich
chromosomu W (Obr. 6) u desitek pozorovanych jader, av§ak pouze na jednom z preparat.
Z Obr. 6a, d, g, j Ize usoudit, ze sttedni ¢ast W chromosomu je DAPI pozitivni, a tedy bohata
na AT baze. Sondy nasedaji na ob& koncové ¢asti W chromosomu a znac¢i zhruba ¢tvrtinu

jejich délky, viz Obr. 6¢, f, I, |. Ze stejnych snimku plyne, Ze signaly se v mensi mife nachazi
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i na autosomech. Druhy preparat vykazoval velmi silné pozadi a chromosomy byly stézi

pozorovatelné.

a

Obrazek 5: GISH na chromosomalnich preparatech pachytennich oocytti samice ceské
populace. a, d, g — chromosomy obarvené DAPI, W chromosom je DAPI pozitivni a na
snimcich napadny. b, e, h — Cerveny signal sami¢i sondy znacené Cy3. c, f, i — sloZené
snimky. Vrchol $ipky ukazuje na trivalent pohlavnich chromosomd, ktery je na obrazku g-i

zachycen samostatné. Métitko odpovida 10 pm.

Experiment TSA-FISH byl zopakovan se sondami pro detekci Maverick transpozonu,
satelitni tandemové repetice a také Casti 18S rDNA genu. Znaceni sond bylo provedeno
technikou ,,random-primed labeling®. V hybridizacni smési bylo snizeno mnozstvi sondy
z 50 ng na 40 ng a kazda ze zhotovenych sond byla aplikovana na dva chromosomalni
preparaty S DNA cCeskych samic. V protokolu nastaly drobné tipravy uvedené v poslednim
odstavci kapitoly TSA-FISH (3.7.3). Tyto domnélé optimalizacni kroky ovSem pii detekci

nepomohly, pozadi bylo téméft po celé ploSe preparati a sondy nemohly byt identifikovany.
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Na jednom z preparatt se sondou 18S bylo nalezeno jadro, na kterém se zda, Ze je sonda na

terminalnich koncich jednoho zbivalenttd (P¥iloha Il, Obr. 1la—-c). Signal ale nebyl

detekovan na dostate¢ném mnozstvi jader, aby bylo mozné experiment vyhodnotit.

Obrazek 6: Vysledky TSA-FISH se sondou Mavl znaéenou digoxygeninem. a, d, g, j
— chromosomy pachytennich oocytii obarvené DAPI. b, e, h, k — hybridizacni signaly sondy
obarvené Cerven¢ se nachazeji pfevazné na koncové ¢asti W chromosomu. ¢, f, i, | — slozené
obrazky podbarvenych chromosomt a sondy. Konce pohlavnich chromosomti jsou zvyraznény

Sipkou. M¢titko odpovida 10 um.
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4.2 Srovnani poctu kopii vybranych repetic v genomu

Metoda kvantitativni polymerdazové ftetézcové reakce byla pouzita s cilem
odhadnout relativni pocet kopii vybranych repetitivnich sekvenci v genomové DNA u
vybranych jedinct a ten posléze porovnat mezi pohlavimi a populacemi. Po pocate¢nich
pilotnich pokusech byl experiment navrzen jako testovani jednotlivych repetic a G¢innosti
reakce zaroven na jedné 96 jamkové destiCce. Pii interpretaci vysledki qPCR byla
zohlednéna i kiivka tani, tedy kontrola, ze nevznikaly nespecifické produkty.

Jako vnitfni standart byl vybran unikatni autosomalni gen Acetylcholinesterdza 1
(Ace-1), ktery se v genomu vyskytuje pravé jednou a pii qPCR byl jiz jako referenéni gen
ovéfen (Hladova 2015). Uginnosti gPCR reakci, které byly pouzivany pro finalni vypodet,
byly v rozmezi 73,6 %-107,5 %. Relativni pocet kopii byl stanoven podle vzorce uvedeného
v kapitole 3.8.

Rozdily mezi pohlavimi v relativnim poc¢tu kopii dané sekvence (a tim nepiimo
pfitomnost této sekvence na chromosomu W) byly testovany dvouvybérovym t-testem
v programu Microsoft Office Excel Professional Plus 2016. Nulova hypotéza, ze se pocet
kopii mezi samcem a samici nelisi, byla zamitnuta, pokud hladina vyznamnosti klesla pod
5 %. Souhrnné vysledky qPCR jsou uvedeny v Tabulce 111 a jsou graficky znazornény na
Obr. 7.

U rDNA genii byla oproti ostatnim sekvencim snizena koncentrace templatové DNA
na polovinu a zdvojnasobena koncentrace primert (viz kapitolu 3.8). Experimenty ukazaly
mezi jedinci zna¢nou variabilitou v po¢tu genti pro rDNA (18S i 28S sekvenci). Pocet klastra
rDNA se podle qPCR vysledkt nelisi mezi pohlavim (Obr. 7a, 7b). Zajimavy je pomér 28S
rDNA kopii mezi ¢eskou a nizozemskou populaci (Obr. 7b). Tato sekvence je u jedinct
nalezicich k populaci z Nizozemska namnoZzena bez ohledu na pohlavi
(ANOVA; F1s = 22,004, p < 0,05). Ucinnost reakce pti experimentech s 28S rDNA na
vzorcich nizozemské populace byla ale opakované nizka (nejvyssi dosazend ucinnost
odpovidala 73,6 %).

U samic bylo odhaleno markantné vét§i mnozstvi kopii satelitni tandemové repetice,
a to jak u Ceské, tak u nizozemské populace (Obr. 7¢). Samice nizozemské populace
vykazovaly nejvetsi smérodatnou odchylku.

Experimenty s repetici Maverick odhaluji prokazateln¢ vyssi pocet kopii v genomu

samic, viz Obr. 7d. Transpozon Maverick byl v této praci testovan jako dvé oddélené
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sekvence Mavl a Mav2 (Priloha I), na které byly také pti qPCR navrzeny dva pary primert
a byly ovéfovany kazdy zvlast. V reakcich s primery navrzenymi na tsek Mav2, ale
opakované vnikaly vedlejs$i produkty, coz bylo odhaleno analyzou kfivky tani. Proto byl

Z testu vyloucen.

Tabulka 11l: Vysledky qPCR experimenti srovnavajicich relativni pocty kopii Ctyf
vybranych sekvenci (ve sloupci Sekvence) predivky brslenové Yponomeuta cagnagella u
dvou geografickych populaci. CZ = ¢eska populace, NL = nizozemska populace, F = samice,
M = samci. Tabulka ukazuje primérné pocty kopii technickych triplikatt u tfi biologickych
vzorki (Vzorek I, 11, 111), které byly stanoveny na zakladé ucinnosti reakce s referen¢nim
genem Ace (Erer) a G€innosti s testovanou sekvenci (Esek). Dale je uveden pramér téchto
hodnot a smérodatna odchylka (S. D.). Posledni sloupec ukazuje p-hodnotu t-testu, kterym
byla ovéfovana hypotéza, Ze relativni pocet kopii vybranych sekvenci se neli§i mezi
pohlavimi. Hodnoty nizsi nez 0,05 jsou statisticky prukazné a dokazuji, Ze pocet kopii se

mezi pohlavimi lisi.

t-test
Sek- Pop- | Pohla | Vzorek Vzorek Vzorek -
vence | lace vi I I " Primér S-D. Erer Eeek b
hodnota
F 217,502 |150,044 |107,011 (158,186 | 55,693
18S Cz 0,822 0,846 |0,852
M 130,337 |224,679 | 88,913 |147,976 | 69,580
F 238,180 |144,210 |358,110 |246,833 |107,212
18S NL 0,886 |0,879 |0,739
M 323,587 194,898 132,393 (216,959 | 97,487
F 38,359 32,557 25,610 32,175 6,382
28S Cz 0,918 |0,824 |0,604
M 29,876 56,713 27,036 37,875 16,375
F 160,738 | 83,204 |180,014 |141,319 | 51,243
28S NL 0,812 |0,736 |0,739
M 173,240 |131,471 | 75,422 |126,711 | 49,082
F 134,778 | 91,205 |117,322 |114,435 | 21,929
Mavl | CZ 0,955 1 0,026
M 69,303 68,114 73,882 70,433 3,045
F 103,814 |103,902 | 97,148 |101,622 3,874
Mavl | NL 1,019 1,075 {0,002
M 50,877 69,801 58,254 59,644 9,538
F 39,122 36,284 42,643 39,350 3,185
sat Cz 0,935 |0,976 |0,001
M 4,084 4,202 10,954 6,413 3,932
F 65,252 53,228 21,897 46,792 22,382
sat NL 0,999 |1,012 |0,047
M 12,967 7,361 9,894 10,074 2,807

33



a) 18S b) 28S
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Obr. 7: Grafické zobrazeni vysledki kvantitativni PCR pro kazdou testovanou repetitivni
sekvenci. Na ose y jsou relativni pocty kopii a vyska sloupce ukazuje celkovy prumér hodnot
dosazenych tfemi jedinci. CZ = ¢eska populace, NL = nizozemska populace, F = samice, M
= samci. Standartni odchylka je v grafu vynesena jako chybovéa usecka na kazdém ze sloupcti.

(a) 18S (b) 28S (c) satelit (d) Maverick.

4.3 Charakteristika vybrané tandemové repetice

Na zakladé¢ konsensus sekvenci satelitni tandemové repetice, které pochazeji
z RepeatExplorer analyzy, byla ocekavana délka monomeru kolem 740-760 bp. Tii satelitni
sekvence, které byly zaklonovany a osekvenovany, mély délku 1144 bp, 944 bp, 944 bp.
Lisily se vzdjemné i vici konsensu inserci o délce 152 bp uvniti sekvence. Pro ovétreni
tandemové povahy vybrané satelitni repetice byla provedena Southernova hybridizace.
Celogenomova DNA od jednoho zéstupce obou geografickych populaci a obou pohlavi byla
parcidlné nastépena restrikénimi enzymy s jednim Stépnym mistem v predpokladaném
monomeru. Neuplné stépeni spocivalo V pouziti nizkého poctu jednotek endonukledz, ¢imz
vznikly rizné¢ dlouhé fragmenty. Predpokladany byl vznik typického ,,zebficku* tvoreného
z prouzktit DNA s rozestupy odpovidajici délce monomeru.
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Vysledek Southernovy hybridizace (Obr. 8) ukazuje, Ze nejkratsi zietelné fragmenty
tvorily prouzek o velikosti zhruba 980 bp (Obr. 8, vyznac¢eno *). Dalsi vyrazny prouzek mél
velikost 2480 bp (Obr. 8, vyznaceno #). Vzdalenost mezi témito dvéma nejvyraznéj$imi
signaly tak odpovida 1500 bp, tedy dvojnasobku predikovaného monomeru. Mezi témito
napadnymi fragmenty je vSak fada slabSich prouzki. Rozestupy mezi nimi byly s ohledem
na marker stanoveny na 310, 220, 280 a 280 bp. Tento vysledek by mohl indikovat, Ze satelit
interaguje s dal$imi tandemovymi repeticemi, coz by vysvétlovalo i rozdil v délce
zaklonované DNA oproti predikovanému konsensu.

Stépeni obéma enzymy poskytuje obdobny vysledek. U samic jsou vyrazné hlavné
delsi produkty, zatimco u samce zastupujiciho ¢eskou populaci je napadny produkt o velikosti

zhruba 980 bp. U samct je signal slabsi, a to zejména u samce zastupujiciho nizozemskou

populaci.

Eco32i Dral

bp Mark CZF CZM NLF NLM Mark CZF CZM NLF NLM
21226 — 21226 —

3530 — r 3530 — '

’ #
1584 — 1584 —
- -
947 — r* - 047 — -*. -

Obrazek 8: Provedena Southernova hybridizace ukazuje tandemovou povahu satelitni
repetice. ,,Mark® znamena marker, kterym byl Molecular Weight Marker III, DiG-labeled
(Roche Diagnostic), velikosti jednotlivych prouzka jsou uvedeny v poétu bp. CZ = Ceské
populace, NL = nizozemska populace, F = samice, M = samci, * znaci fragment o délce
980 bp, # znaci fragment dlouhy 2480 bp. Sila prouzku ukazuje na mnozstvi produktu dané
velikosti. Na obrazku vlevo byla DNA natravena restrikénim enzymem Dral, vpravo byl jako

endonukledza pouzit EC0321. Expozi¢ni ¢as pfi potizovani fotografii byl 30 sekund.
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Vybrand satelitni repetice byla podezield zjiného nez pravidelné tandemového
uspoiadani jiz z vysledkt PCR amplifikace specifickymi primery uvedenymi v kapitole 3.3
a nasledné elektroforetické separace, viz Obr. 9. Délka dvou napadnych fragmentt (na
Obr. 9 oznacenych *) je 1020 a 1170 bp. Mén¢ napadné prouzky na fotografii nesnadno
pozorovatelné maji velikost cca 900 bp spodni z nich, 1290 bp horni (Obr. 9, vyznaceno

Sipkou). Rozestup mezi jednotlivymi fragmenty je 120, 150 a 120 bp.

M 12 34 5648

Obrazek 9: Elektorforéza PCR produktt se specifickymi primery pro studovany satelit v 1%
agarozovém gelu. Délka gelu byla 10 cm a do kazdé jamky bylo naneseno 5 ul PCR reakce.
Separace probihala 45 minut pii napéti 110 V. ,,M* oznacuje pouzity marker PCRBIO Ladder
| (PCR Biosystems, Velka Britanie), ¢iselné hodnoty ve sloupci vlevo odpovidaji poc¢tu part
bazi v kbp. Do jamek 1-2 bylo naneseno DNA dvou riznych ¢eskych samic, 3-4 DNA
¢eskych samcti, 5-6 DNA samic nizozemské samice, 7-8 DNA nizozemskych samct. Dva
nejvyrazngjsi fragmenty DNA jsou oznaeny * a odpovidaji cca 1020 a 1170 bp. Sipky
ukazuji na mén¢ viditelné prouzky o délce zhruba 900 bp a 1290 bp.

36



5 Diskuze
5.1 Hybridizace in situ

Jednim z cilt této prace bylo ovéfit piitomnost vybranych repetic na pohlavnim
chromosomu W, proto bylo nejprve potieba spolehlivé identifikovat pohlavni chromosomy
V pachytennich oocytech predivky brslenové. To bylo v pfipad€ vétSiny jader mozné uz po
nabarveni DAPI (Obr. 4-6). Toto fluorescenéni barvivo se vaze predev§im do AT bohatych
oblasti genomu, coZ byvaji ¢asto repetitivni sekvence (Ellison a Howard 1981; Flickinger
2015). Nejvyrazngji DAPI pozitivni byla stfedni ¢ast chromosomu W, z ¢ehoz 1ze dedukovat,
ze je AT bohatsi nez zbytek genomu. Piestoze dalsi oblasti chromosomu W nebyly jiz tolik
napadné, vétSinou byl tento chromosom dobie odlisitelny od sparovanych chromosomti Z po
celé své délce. To nasvédcuje tomu, ze heterochromatin tvoii pravdépodobné cely
chromosom W, nejen jeho stfedovou cast. K podobnym zavérim dosly i dalSi prace
zabyvajici se pohlavnimi chromosomy u tohoto druhu, napt. Veseld (2012) ve své praci
ukdzala, Ze pfi obarveni orceinem se samici specificky pohlavni chromosom Yponomeuta
cagnagella vyrazn¢ obarvi cely nebo s malym stiedovym pterusenim. Také v praci (Hora a
kol. 2019) autofi tvrdi, ze se W chromosom Y. cagnagella zdal cely tvofen
heterochromatinem.

Ackoli je chromosom W vétSinou identifikovatelny pouze po obarveni DAPI, pro
zvySeni spolehlivosti jeho detekce byla pouzita genomova in situ hybridizace. Signal sondy
nebyl vétsinou rovnomérné jasny. Zatimco Vv nékterych jadrech byla sonda vyrazna po celé
délce chromosomu (napiiklad Obr. 4i), v jinych jadrech jedna chromosomalni polovina (viz
Obr. 5f) a jinde byla napadna jeho stiedova cast (Obr. 5i) korelujici s DAPI pozitivnim
usekem. Rozdil mize byt zpisoben riznou mirou kondenzace chromatinu ¢ili stupném
aktualniho rozvolnéni. Sekvencni obsah také hraje svoji roli. Siln€é znafené tuseky
pravdépodobné odpovidaji né&jaké velmi casté repetici, protoze nadbytek sond
komplementéarnich s touto repetitivni sekvenci hybridizuje rychleji, nez jsou detekovany
mén¢ abundantni repetice. Rozdily v hybridizaci sami¢i sondy vSak nesouvisi
s vnitrodruhovou variabilitou chromosomu, nebot’ se vyskytovaly i v rdmci preparatu
z jednoho jedince.

Z vybranych repetitivnich sekvenci byl tspé$né lokalizovan pouze transpozon

Maverick (viz kapitolu 5.4). Distribuci satelitu a rDNA gent se nepodafilo v genomu in situ
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hybridizacemi ovéfit. Objevily se neocekavané potize se znaCenim sond nick translaci, pfi
které opakované vznikaly produkty nevyhovujici délky. Priciny, které za tim mohly stat,
nebyly odhaleny a byl zvolen jiny zptisob vyroby sond — tzv. random-primed labeling. Ani
po ziskéni sond neprobihaly experimenty FISH uspésné.

Na preparatech po FISH bylo ¢asto silné jednolité pozadi, kvtli kterému nemohly
byt chromosomy a signaly pozorovany. Tento artefakt mize byt zplisoben pozustatky
cytoplasmy, ktera by méla byt odstranéna idealné¢ jiz pti vyrobé chromosomalnich preparati
(viz kapitolu 3.6), piipadné ptisobenim HCI béhem ptipravy skli¢ek na hybridizaci. Ve snaze
nalézt feSeni a odstranit potencidlni proteiny na preparatu byla v nékterych experimentech
pouzita proteinaza K (viz kapitolu 3.7.2), coz ovSem nepfiineslo o¢ekavany vysledek a pozadi
vznikalo 1 na takto oSetfenych preparatech. Prostor pro optimaliza¢ni kroky by tedy mohl byt
v prodlouzeni inkubace ¢i zvySeni koncentrace proteindzy K. Pozadi pfi TSA-FISH také
muze vznikat nedostate¢nym zablokovanim vSech peroxiddz béhem oSetfovani preparati
peroxidem (viz TSA-FISH metodiku v kapitole 3.7.3). Na preparatu tak mohou zustat i jiné
enzymy nez kienova peroxidéaza, které poté reaguji s tyramidem. Dal§i moznosti zptsobujici
pozadi mize byt nedostatecné blokovani blokovacimi €inidly, kterd by méla saturovat
vazebna mista, kam by se mohly protilatky nespecificky navazat.

Bé&hem nékterych FISH experimentl nebylo mozné detekovat signal, 1 kdyzZ se
na sklicku nenachdzelo vySe zminéné pozadi. V pribéhu této prace se ukazalo, Ze stringence
odmyvani nespecificky navazané sondy je podle standartnich protokolti nasi laboratote
pomérné vysokd pro detekci repetitivnich sekvenci. Studované repetice méli nadpolovicni
obsah AT bazi a také byly do jisté miry variabilni, coz mohlo vést k odmyti navazané sondy
z nékterych monomertt dané repetice. Po optimalizaci stringence odmyvani (viz vzorec
v kapitole 3.7.2) bylo dosazeno tspésného zmapovani sekvence Maverick.

Zamysleny zpusob, jak lokalizovat studované repetice, spocival v detekcei jejich
sekvence pomoci TSA-FISH. Nasledovala by identifikace W chromosomu pomoci GISH.
Tento postup nebyl z casovych divodi dokonéen, protoze metodu TSA-FISH se nepodafilo

dostate¢né optimalizovat u vSech studovanych sekvenci.

5.2 Priibéh gPCR

Metodou kvantitativni PCR bylo porovnavano relativni mnoZstvi vybranych
kopii v genomu samic vi¢i genomu samct. Pfi stanoveni poctu kopii byla v potaz brana
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ucinnost dané reakce, kterd by se optimalné€ méla blizit 100 %, v provedenych experimentech
se vSak pohybovala v rozmezi 73,6 % az 107,5 %. Na celkovou ucinnost ma vliv kvalita
DNA, specificita primert i G¢innost DNA polymerazy. Pokud uc¢innost reakce piekracovala
100 %, naznacuje to vznik nespecifickych produktt, napiiklad primer dimert, kterd ale kiivka
tani nedetekovala. Experimenty, pti kterych ucinnosti reakce dosahovaly hodnot mensich nez
80 %, byly opakovany s jinymi vzorky DNA, ale pfi testovani sekvence 28S u jedincii
nizozemské populace byla u¢innost opakované nizka. Resenim by mohlo byt pouziti jinych
primert, na coz v prubéhu této prace z asovych divodi nedoslo.

Pii ovéfovani mnozstvi sekvence Maverick v ¢eské populaci byla vyrazné vyssi
smérodatnd odchylka u samic nez u samct, a podobné je tomu tak i u satelitu v genomu
zastupct nizozemské populace (viz Tabulku 111, kapitola 4.2). To ukazuje na zvySenou

variabilitu sekvenci na W chromosomu, na kterém nedochazi k rekombinaci.

5.3 Geny ribosomalni DNA

Analyza RepeatExplorer predikovala zvySeny pocet klastri rDNA v genomu
nizozemskych samic oproti tamé&j$§im samciim. Protoze samic¢i genom se od samciho lisi
zejména piitomnosti W chromosomu, lze predpokladat lokalizaci rDNA klastrii pravé na
ném. Rozdil v poctu kopii byl ovéfovan metodou kvantitativni PCR. Vysledky ukézaly na
znacnou variabilitu, co se tyce poctu kopii rDNA gend, at’ uz v sekvenci 18S nebo 28S napftic
jedinci u obou populaci (viz Obr. 7a, 7b). Vnitrodruhova variabilita v po¢tu kopii rDNA
gent je béZzna, jejich pocet se dynamicky méni i v ramci nékolika malo generaci (Eickbush a
Eickbush 2007; Nelson a kol. 2019), ale jedinci s nedostate¢nym nebo piilisnym mnozstvim
rDNA genil jsou pozorovani vzacné (napiiklad Lyckegaard a Clark 1991). Rozdily mezi
vysledky qPCR a ptedchozi bioinformatické analyzy mohou byt tedy zplsobeny touto
variabilitou, kde pro [lumina sekvenovani byly ndhodou vybrany nizozemské samice se spise
vy$§im poctem kopii gent pro rRNA.

Absence signifikantnich rozdild v poc¢tu rDNA genid mezi pohlavimi u obou
populaci nenaznacuje, Zze by se NOR mohly nachazet na autosomech. To odpovida
pfedchozim vysledkiim, kde u pfedivky brslenové byly nalezeny dva NOR regiony na
termindlnich koncich dvou riznych bivalenti (Hladova 2015), v této praci byly ale rDNA

geny lokalizovany na samcich preparatech, kde je vétSinou tézké identifikovat pohlavni
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chromosomy. Alternativné by se tedy regiony rDNA genii mohly nalézat na obou pohlavnich
chromosomech.

Autosomalni lokalizace se zda pravdépodobnéjsi, protoze u motyla se vazba rDNA
na pohlavni chromosomy vyskytuje vzacné. To mulze byt disledkem inaktivace
W chromosomu v sami¢ich somatickych jadrech (Marec a kol. 2010). Na druhou stranu
lokalizace na W nutn¢€ neznamena, ze je klastr inaktivni — naptiklad u skvrnopasniki Abraxas
grossulariata a A. sylvata, kde se hlavni rDNA klastry nachazi na koncich obou W a
Z chromosomt, jsou soucdsti jadérka a tedy transkripéné aktivni (Zrzava a kol. 2018). NOR
se nalézaji na bivalentu pohlavnich chromosomu také u obalecika jednopasného Eupoecilia
ambiguella (Sichova a kol. 2013) nebo u okace Bicyclus anynana (Van't Hof a kol. 2008).
Navic se tDNA nevyhybd ani jinym heterochromatinovym oblastem genomu, jak bylo
pozorovano napiiklad u martinaée Antheraea yamamai (Yoshido a kol. 2005).

Lokalizace rDNA gent na W chromosomu se nepodafila ovéfit nepiimou in situ
hybridizaci z diskutovanych davodt (5.1). Na jednom z jader pii TSA-FISH experimentu
byly signdly sondy 18S detekovany na terminalnich koncich jednoho z blize neurcenych
bivalentti (viz Obr. 11 v Priloze II). Jind pachytenni jadra ovSem neposkytla obdobny
vysledek, proto lokalizaci 18S genu nelze bez opakovani dokézat.

Pozorovany rozdil v poctu 18S a 28S genl v ramci jedné populace i pohlavi mizZe
souviset s presunem ¢asti rDNA jednotky a jejiho namnoZeni pomoci transposoni. Nékteré
mobilni elementy se preferencné inkorporuji do sekvenci rDNA, naptiklad retrotranspozony
R1 a R2 vregionu 28S rDNA u c¢lenovcl (Pérez-Gonzalez a Eickbush 2001). Také
transpozony Pokey se vazi specificky do 28S rDNA, jak bylo dokazano u hrotnatky Daphnia
(Penton a Crease 2004). K pfipadnému piesunu ¢asti sekvence rDNA na jiné misto genomu
tak mohlo dojit pfi transpozici spolecné s mobilnim elementem.

Z qPCR vysledkl je patrny mezipopulacni rozdil v mnoZstvi rDNA genu 28S
(viz kapitolu 4.2). Vzhledem k nizké Gi¢innosti prabéhu reakce (diskutovano v kapitole 5.2)

si v8ak netroufam tento vysledek interpretovat.

5.4 Transpozon Maverick

Maverick, DNA transpozon podtridy 2, je bézny mobilni element eukaryot, ktery
ma schopnost se §ifit po genomu. Lokalizace tohoto transpozonu v genomu je pravdépodobné
nahodna, protoze Maverick se chova jako sobecky element (Desjardins a kol. 2008).
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U bicenky poSevni Trichomona vaginalis bylo nalezeno zhruba 3000 kopii tohoto
transpozonu, coz odpovida 30 % jejiho genomu (Pritham a kol. 2007).

V této praci se podatilo tento transpozon lokalizovat v genomu Yponomeuta
cagnagella (viz kapitolu 4.1). Na preparatu po TSA-FISH byl pravidelné pozorovatelny
napadny heterochromatinovy blok ve stiedni ¢asti W chromosomu zna¢eny DAPI (viz Obr. 6
a, J). Sonda Mavl transpozon Maverick detekovala mimo tuto DAPI pozitivni oblast,
v koncovych ¢tvrtinach W chromosomu (viz Obr. 6 ¢, f, i, I). Obdobna lokalizace sekvence
na obou koncich chromosomu W byla pozorovéna pii vyuziti BAC kloni (umélého
bakterialniho chromosomu) z W chromosomu Bombyx mori pro identifikaci ¢asti genomu u
B. mandarina. Jeden z analyzovanych kloni se véazal do obou subterminalnich oblasti
W chromosmu (Yoshido a kol. 2007).

Chromosom W u pfedivek ma neo-pohlavni pivod a vznikl fuzi autosomu a
puvodniho W chromosomu (Hladova a kol. 2017). Prokazana distribuce studovaného
elementu na chromosomu neo-W mize znamenat, Ze tato fuze je natolik stara, Ze ob¢ Casti
chromosomu jsou zdegenerované a hromadi repetitivni sekvence. Transpozon Maverick se
podle ziskanych vysledkii preferenéné vmezetuje do méné AT-bohatych oblasti. Jeho
pritomnost na chromosomu W neni az tak piekvapiva, jelikoz hlavni slozkou tohoto
chromosomu u motyl jsou pravé mobilni elementy (Traut a kol. 2007). Nejcastéji to vSak
byvaji hlavné retrotransposony (Abe a kol. 2005; 2010; Fukova a kol. 2007). Maverick je
tedy zastupce mén¢ Casté tiidy repetic na W, dal§i zndmy DNA transposon podtiidy 2 je
Helitron na chromosomu W zavijece mou¢ného Ephestia kuehniella (Traut a kol. 2013).

Z provedené kvantitativni PCR vyplyva, ze Maverick je obohacen v sami¢im
genomu oproti sam¢imu u obou populaci, coz dale potvrzuje jeho vazbu na W chromosom.
Castetné tak byla potvrzena predikce analyzy RepeatExplorer, ktera poukéazala na
W obohaceni v genomu c¢eskych samic. U Ceské populace byla zaroven pozorovana vyssi
smérodatna odchylka u samic nez u samcu (viz Tabulku 111, kapitola 4.2). To ukazuje na
zvySenou variabilitu v mnozZstvi kopii dané sekvenci na W chromosomu, coz pravdépodobné

souvisi s celkove vyssi dynamikou sekvenci na tomto chromosomu.

5.5 Satelitni tandemova repetice

Studovand tandemova repetice vykazovala zvlaStni chovani od prvnich
experimentt, kdy se PCR nedatilo namnozit fragment o¢ekavané velikosti (kapitola 4.3).
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Sekvenovani a Southernova hybridizace poukazuji na fakt, Ze tento satelit je pravdépodobné
soucasti komplexu nékolika tandemovych repetic. Podobna situace, kdy je satelit tvoieny
nékolika typy monomert, je znama napiiklad u brouka Chrysolina carnifex, ktery ma satelitni
komplex tvofeny Sesti riznymi monomery o zhruba 200 bp. Ty jsou organizovany do dimert
nebo trimerd a spole¢né tvoii repetitivni tandemovou jednotku (Palomeque a kol. 2005).

Vysledky kvantitativni PCR ukazuji velké rozdily v poctu kopii mezi pohlavimi u
obou populaci (viz Obr. 7c). Piestoze se nepodafilo lokalizovat tuto sekvenci pfimo na
chromosomech, lze pifepokladat pfitomnost cel¢ fady kopii satelitu na pohlavnim
chromosomu W, coz se shoduje s vysledky ptedchozich bioinformatickych analyz. Dalsi
satelity na chromsomu W jsou dosud znamy jen u zavijeCe paprikového (Plodia
interpunctella) (Dalikova a kol. 2017b), miry zelné (Mamestra brassicae) (Borsatti a
Mandrioli 2005) a blyskavky kukuii¢éné Spodoptera frugiperda (Lu a kol. 1994). Tyto
ptipady reprezentuji vétSinu popsanych satelitli se zndmou distribuci v genomu u zastupct
fadu Lepidoptera.

Podobné jako kvantitativni PCR, 1 Southernova hybridizace potvrdily pfitomnost
vétSitho mnozstvi této repetice u samic v obou studovanych populacich. Zatimco u samct
ptrevladaly hybridiza¢ni signaly odpovidajici kratSim fragmentim, sami¢i DNA vykazovala
vyrazné signdly i na velmi dlouhych fragmentech. To pravdépodobn& opét souvisi
s pfitomnosti této sekvence na chromosomu W, kde dochazi k degeneraci sekvenci, a tudiz
je zde vétsi pravdépodobnost mutace cilové sekvence rozpoznavané restrikénim enzymem.
Pti Sté€peni tak vznikaji del§i fragmenty, které lze pozorovat jako ,,smear” u samic obou
populaci (viz Obr. 8).

DalS§im zajimavym vysledkem je vysoka variabilita v poctu monomerit dané
satelitni sekvence u nizozemskych samic. To by nasvédcovalo dynamické evoluci poctu kopii
satelitu na chromosomu W. Mnozstvi satelitni sekvence se sice miize vnitrodruhové liSit
(Charlesworth a kol. 1994), otazkou ale ziistava, jaky by byl mechanismus zmén poctu
monomeru satelitu pravé na chromosomu W. Casto udavanym zptisobem zmén
v tandemovych repeticich s delSim opakovanim je nerovnomérny meioticky crossing-over
(Charlesworth a kol. 1994), to vSak u samic motyli nepiichazi v uvahu, protoze maji
achiasmatickou meidzu. Satelity se v genomu také $iii pomoci extrachromosomalni kruhové
DNA, ktera se vnoii do fetézce jako intron (Charlesworth a kol. 1994). Dalsi mozny

mechanismus je ektopickd rekombinace, ktera se v piipadé chromosomu W uplatnila
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napiiklad pfi jiz zminéném piesunu ¢asti genu laminin A u drsnokftidlece biezového (Biston
betularia) (Van’t Hof a kol. 2013). V neposledni fadé¢ mize dochazet ke zménam v poctu
kopii studovaného satelitu na chromosomu W transpozici spole¢né s nékterym mobilnim
elementem, které se na tomto chromosomu hromadi, tento mechanismus byl navrzen jako

moznost Sifeni sateliti v genomu nékterych mekkysi (Satovi¢ a kol. 2016).
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6 Zavér

Tato prace se zabyvala studiem tfi vybranych repetitivnich sekvenci na pohlavnim
chromosomu W u ptedivky brslenové (Yponomeuta cagnagella), konkrétné se jednalo o novou
satelitni sekvenci transposon ze Maverick a hlavni rDNA. Tyto sekvence byly vybrany na
zéklad¢ predchozich bioinformatickych analyz repetitivni slozky genomu Y. cagnagella a
vykazovaly obohaceni u samic alespoti u jedné ze dvou studovanych populaci z Ceské republiky
a Nizozemska.

Tyto rozdily mezi pohlavimi byly potvrzeny jen v piipadé satelitni sekvence a
transposonu. Ribosomdlni DNA vykazovala velkou vnitro popula¢ni i mezi populacni
variabilitu, ale pravdépodobné neni vazana na pohlavni chromosomy. Transposon Maverick byl
jako jediny ze studovanych sekvenci uspésné lokalizovan pfimo na chromosomech pomoci
fluorescen¢ni in situ hybridizace, kterd ukazala silnou akumulaci této repetice ve velkych
koncovych oblastech na pohlavnim chromosomu W.

Prestoze motyli (fdd Lepidoptera) predstavuji druhové nejbohatsi skupinu zivocichl
S heterogametickymi samicemi, o slozeni jejich pohlavnich chromosomiit W mame vétSinou jen
kusé informace. Tato prace tedy piinasi dalsi kousek do sklddanky nasich znalosti o tomto
pohlavnim chromosomu. Zaroven se jako prvni zabyva vnitrodruhovou dynamikou repetic na
chromosomu W. RepeatExplorer se v této praci ukazal jako uZziteény nastroj pro studium repetic
na pohlavnich chromosomech, ktery je schopen poskytovat kandidatni sekvence pro dalsi
studium.
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8 Prilohy

Priloha I: FASTA format studovanych sekvenci.

>Maverick klon Mavl (1927 bp)

TTGTTAAAAAATGAAATTTCCAAAGCAGACGACTTCACTACAACTCGATAAAATCTGCGTTAGTTCTTCCGAAAAAGGATCTCGTC
ATGGAAAGCTCTTACCTAATTCAATTCGTTGTTTAGTGTGCGGACCGTCCAACTGTGGAAAAACTAATTTGGTGATTGGTCTTCTT
CTTCATCCGAATGGGCTCACTTTCCATAATGTTTACGTGTATTCAAAAACTCTTTACCAGCCTAAGTATTTATTTTTAGAAAAGGT
ATTAGAACAATGTCCTGAGGTGTCCTACCATAAATATCACAATAATGAAGAAGTTTTAAGTTCAAACGAAGCGTCTCCGAATTCCG
TGATAATATTTGATGATGTTGCATGTGAAAATCAGAATAATATTCGCGACTATTTTGCAATGGGTAGGCACCGTTACATAGATTGC
TTTTATATCAATCAAACCTATAGTAAAGTACCAAAACAGCTTATTCGCGATAATACCAATCTCATTGTTCTTTTTAAACAAGATGA
TATTAACTTGCGTCATGTCTACGATGAACACGTCAACACAGACATGACATGGAAACAGTTTCGTGAAATGTGTTCGAAAATTTGGA
GTGATCCTTACAGTGTTTTGGTTATAAATAAAGATTGCCAAAAAAATAATGGGTGCTACAGAAATAAATTTGACACATTTATTAGT
TTCGATGAATGAAATATAAAGAACGCTTTAACCTATTTATTTAAAAGTTTTTTTGACAAATTATCATTATCACTTTTGTCGTCCTC
CCAAGAAGTTGTGCATTCAACCGAAGATGAGTGACGAAAAAGCAATGAAACAACAGATAGTTAAAGCTGCAAAAGCTGTAACAAAG
AAGATTAAATTAATGAAAAACAATAAACTAGAAAGTGAAATGGTGCTAGGAAATATTCTGAAACCGATAACGGAACCCCTTAATAT
ATTAGCTGCGCACAGCAATAGCGCTGTCAATAACAACTTAGAGTTCAAAGAAAACTCGAACAGTTCCAATGATACAAAACCAAAAA
ACTCTCCTAGTAGTTTTTTAAATGAGTCAAATACAACAAAAAAGAGGAAATTTTCTGAAGTAAGTGAATTGTCAACTGGAGAGAAC
AAGGATGATAACAGTTCACATTCAAATGATACGGAATACAATGTAAGTGATCAATTTTTTGAAGCTGATCTTGATTCGGTATCTAC
TCCAAACGAGAAATCTGTATCTTCTTGGTCGATGTCATCTGAAGTATTCAAAGATGTTCCTTATGGAGTAAGAACTGAAAATGGAA
AATTAATGATAGGCTCAAAACCACTCTTCATGTCCGGCGACAAATTGAGTATTTCAGGAAAAACTTACAACAAAACCAGCGGCCTC
ATTGAGTTGTTGTTTAAACCATCTCCAGATTTGAGCATCGTTTCCAAGAATGATAAACAGAATTATAAATTAATATTGCTAGATAC
TAATGCCCATCACCGCAAATACGATCCCCAACAACCTATAAACGCAAATCGAGGAAACAAATATATGCATGTAATAAAACCTCTAT
TTAACCAAAAAAGTCATGAAAATGTAACAAAGGGAGGCGGGATACCTATATTTAAAAAAGTTAAAAAAAACGTTGATTTTATTTAC
TGGGATGACCCGAATGAGTTAGTAGAAAGACTAAAATTACTCATTGCTTCTCGTGATGCTGGTAACACTGGAGTGGATAATGAAAT
CATCTCAATAATTGAAGAGCTGAGGGAATGTGGAATAATAACACGATAATAAATACTTAGCAAAAGATAATTTTATTTATTATTAC
GACAACCACCGTCGAACTTACTTCATTCAAAATGAATGTCGATAAATTTGGACACTACGTGCATAAGAGGCTGCGTAGGTCAGAGA
CTTTGCCGGACGTAAATACTATTGACAAGGCCTTG

>Maverick klon Mav2 (1931 bp)

ACAAAGATGCGAGTGGAAAAATTGTTAAAAAAAATGTAAATTTTACTAACAATGCAATATCATTCCTTTTCCAAGATATTAGATAT
GAAATAAATGGTATTGAAATTGATCGCATAAGAAATGTTGGTATAACTACAACAATGAAATCATATATTTCGTTAAACAATGGAGA
AAGTAAGGCAGCTGAAGCTTGGGGCTGGAAAATTCAAGGATTAAAAAATTCAAGCGGCGAGTTCAGCATTCTTTTACCTCTCAATA
AATTATTAGGGTTTGCTGAAGACTACAACAAAATTATTTTAAATTGCAAACATGAACTTATTTTAAATAGATCTAGTACAAACCTG
AATAGTTTAGTTTCTGGAGCTGACGATATTGTAAATTTTAATATTCAAAGGATTCAATGGCGTATGCCCCACATTAAAGTTTCTGA
TCAGCAAAGATTAATTTTGTTAAAACATTTAGAAAAAGACAATCCTATACATATAGCATTTAGAAACTGGGATTTGTATGAGTATC
CCTTATTACCAAAAACTACAAAACATTCATGGGCTATAAAAACAGCATCTCAGTTAGAGAAACCGCGCTATGTAATATTCGGCTTG
CAAACTAATAGAAAAAATAATAAAACTGAAGACGGTTCAATCTTTGATCATTGTGCTTTGACTAATGTTACATTATTTTTGAATTC
TCATTACTATCCTTATGATGCATTAAACCTTAAGTTTGATGAGAATAAGATTAGTATATTATATGACATGTATACTAAATTTCGCC
AGTCGTTCTATAACCTTCCACAAGATCCGCTGCTTGACATTCAAACGTTTAAGGAAAAAGCTCCTCTTTTTGTTATCGACTGTTCG
AGACAAAACGAAAATTTAAAATCTGGTCCGGTTGATGTGCGATTAGAAATTGAAACCTCGAGAGATATTCCCAGTAACACCTGTGC
TTACTGTTTGATAATCAACGATCGACTTATTGAATATAAGCCGCTAAGTAACATTGTGCGCAAGTTATCATGAATGTTATTGTAGA
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CGTACAAGGGTTTAAAACCTATCAAAATGAATTTATACCGAAAGAATTTGCTTTAGTATGCAACGACCAAATTCAAGTATTACTAA
TAAAACCTCCTTTTCATTATAATGAGCTGACGAATGAGGAAAAAAAACAGGTAGGCTGGATAGAGCGAAATCGAAAAATGTTGTGG
AGCGAAGGAATAGTTTCGTATGATTTTTACACACCTTATTTGAAACACTTTTTAAGACATAAAAATATTTATTGTAAAGGATTAGA
AAAAATGACATGGTTGAAACAAATCCTGAATAATACAAATGTTTTTAATTTAGAAGATTATGGTTGCCCAAATTTATTAACTCTGT
ACAATTTATATGACACAAATTCTGATATTTATAGTTGTATTTATCACCCCACAATATGTGCTTTAAAAAATGTAACTTGTTTGAGA
AAATGGTGTAAATTAAATAATAAAGTTTTATGAAAAATAACTGAGTATTTAAATCATACCTATTTAAAACATCCTTACAATACCTG
ACAAATACAAATCTTCACATAGAAAGAAAAGGGTTCTCCATATGCCTCACACGCATCGCCAATTTTTTTCCGTGTGAAGTTTGTTT
AGCAAAAAACCCAACATGCGAATTATAACGCAAAACGTAGGTAGGATCCTCAGATCATAGAAGTAAGTATCATAGTAGTTACTCAG
ATCATAGTAGTTACTTCTATGATCTGAGGTAGGATCTATCATAAGGATTGGGTTGAATCGTAACAGACCTTGCGCCCGAAAGGTCA
GCAGCTCTAGCAATTATGAGTCGAACCGTTGTGACAGTTGCGAGTTGGGTTGAAGCGAAAGGATAGCTCTTGTATTGATGAAACTG
TGTAGTTTTTGTTAGATCGGTTCAGTTCAATTCGCAACT

>18S rDNA (2130 bp)

CGATGTGCGTGTGCGATGTGAGCGAGTCGCACAAAAAAACGTACACGCAAACACGCAACAGTGGTGAATACGAGCCACCCGCGTCG
CGGACGTTTTAACGTTCGGCGGCGCGGTTAAGGGCGGTCGGCGATAGGGCCGCCCTCTAGTAGTCGTGTGAATCGACAGACAGCTC
CCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTTATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCATGTCTCAGTGCAAGCCGTATTAAGGCGATACCG
CGAATGGCTCAATATATCAGTTTTGGTTCCTTAGATCTTACTCAGTTACTTGGATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCA
ATCAGAACTCTGACCAGTGATGGAATGAGTGCTTTTATTAGATCAAAACCAATCGACGGAGGGCCTCGCGTCCGATGTCGTTCATT
TTGATGAATCTGGATAACTTTTGCCGATCGCACGGTCCAGTACCGGCGACGCATCTTTCAAATGTCTGCCTTATCAACTTTCGATG
GTAGTTTCTGCGACTACCATGGTTGTCACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCAC
ATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCACTCCCGGCACGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACGATACGGGACTCTTACGA
GGCCTCGTAATCGGAATGAGTACACTTTAAATATTTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATT
CCAGCTCCAATAGCGTATACTAAATTTGTTGCGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGCATTTGTGCGCCGCGCTGTCGGTGCACCGCATCC
GCGGTGATACTGACACGTCTGCGGAGCATATCGTCGGTGAGCCGCCGGTCAAACGGCGGTTCAATATCAAAATCCTATCGCGGTGC
TCTTCAGTGAGTGTCGAGATGGGCCGACAATTTTACTTTGAACAAATTAGAGTGCTCAAAGCGGGCTCAAAATGCTGCTTGNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNGTTAGAGGTGAAATTCTTGGATCGTCGCAAGACGAACATCAGCGAAAGCATTTGCCAAAGGTGTTTTC
ATCAATCAAGAACGAAAGTTAGAGGTTCGAAGGCGATTAGATACCGCCCTAGTTCTAACCGTAAATATGTCATCTAGCGATCCGCC
GACGTTACTACAATGGCTCGGCGGGCAGCTTCCGGGAAACCAAAGATTTTGGACTCCGGGGGGAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACT
TAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAATCTCACCAGGCCCGGACA
CCGGAAGGATTGACAGATTAACAGCTCTTTCTTGATTCGGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCT
GGTTAATTCCGGTAACGAACGAGACTCTAGCCTGCTAAATAGGCGTCGCCATTTAGGTGTGCGCGGCTTCGGTCGCGCAACTCACT
GGCGACGTATTAAAATTCTTCTTAGAGGGACCGGCGGCTTCGAGCCGCACGAGATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGA
TGTCCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGAAGGAATCAGCATGTTCTCCCTGGCCTAGAGGCCCGGGCAACCCGCTGAAACTCCTTC
GTGCTGGGGATTGGGGTTCGCAATTGTCCCCCATAAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCGAGTCATAAGCCCGCGTTGATTAAGTCC
CTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGATTTAGTGAGGTCTTCGGACCGACACGCGACGGCTTCACGGCC
GTCGGCGTTGTTGGGAAGTTGACCAAACTTGATCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGGGAACCTGCGGAA
GGATCATTAACGTAACGTGTCATTACGTCGTTATTATATCTGATACGGCACGCGTCTAAACGACAT
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>28S rDNA (4504 bp) &ast 1

GTTCGACGGGGTAACCCAAAGAGGCCTGAAGACGCCGCCGAGAGGTCCGGGAAGAGATTTCTTTTCTGCTTGAGCGTTCGAGTTCC
ATGGAATTCTGTAGCAAGGAGATGTGGTTCGGAACGTGAAGAGCACCGCACTTGCGGCGGTGTCCGGATTCTCTCTGCGGACCTTG
AAAATTCAAGTGAGGGATGTACGTGAAGATGTCTCGCCGGTTCGTACCCATATCCACATCAAGTCTCCTAGGTGAAGAGCCTCTAG
TCGATAGAATAATGTAGGTAAGGGAAGTCGGCAAATTGGATCCGTAACTTCGGAATAAGGATTGGCTCTGAGGACCGGGGCGCGTC
GGGTTTGGAGGGGAAGCGGATGCGGCCGGTTCCGGGCCTGGTCGAAGCTCGTTCGCGCGAGCGGACTCTGGGCCCACGCTCCGGCG
TTCCGCTGATCCTCCTAGCCGTAAGGCCGCGTCGGTTACGTCTAGCACGCGACTGGCGCGGTTCTGTACGATCGCCGTTCAACGGT
CAGCTCAGAACTGGCACGGACAAGGTGAATCCAACTGTCTGATTAAATCAGAGCATTGCGATGGCCCTCGCGGGTGTTGACACAAT
GTGATTTCTGCCCAGTGCTCTGAATGTCAACGTGAATAAATTCAAGCAAGCGCGGGTCAACGGCGTGAGTAACTATGACTCTCTTA
GTGTAGCCAAATGACTCGTCATCTAATTAGTGACGCGCATGAATGGATTAACGAGATTCCTACTGTCGCTATCTACTATCTAGCGA
ATCGACAGCCAAGGGAACGGGCTTGCTAGATCAG

>28S rDNA (4504 bp) &ast 2

TCAATAATCGTTCCCTCGTTTCTAACGAGAGTTCGACGGGGTAACCCAAAGAGGCCTGAAGACGCCGCCGAGAGGTCCGGGAAGAG
ATTTCTTTTCTGCTTGAGCGTTCGAGTTCCATGGAATTCTGTAGCAGGGAGATGTGGTTCGGAACGTGAAGAGCACCGCATTTGCG
GCGGTGTCCGGATTCTCTCTGCGGACCTTGAAAATTCAGGTGAGGGATGTACGTGGAGATGTCGCGCCGGTTCGTACCCATATCCG
CAGCAGGTCTCCAAGGTGAAGAGCCTCTAGTCGATAGAATAATGTAGGTAAGGGAAGTCGGCAAATTGGATCCGTAACTTCGGAAT
AAGGATTGGCTCTGAGGACCGGGGCGCGTCGGGTTTGGAGGGGAAGCGGATGCGGCCGGTTCCGGGCCTGGTCGAAGCTCGTTCGC
GCGAGCGGACTCTGGGCCCACGCTCCGGCGTTCCGCTGATCCTCCTAGCCGTAAGGCCGCGTCGGTTACGTCTAGCACGCGACTGG
CGCGGTTCTGTACGATCGCCGTTCAACGGTCAGCTCAGAACTGGCACGGACAAGGGGAATCCGACTGTCTAATTAAAACAAAGCAT
TGCGATGGCCCTCGCGGGTGTTGACGCAATGTGATTTCTGCCCAGTGCTCTGAATGTCAACGTGAAGAAATTCAAGCAAGCGCGGG
TAAACGGCGGGAGTAACTATGACTCTCTTAAGGTAGCCAAATGCCTCGTCATCTAATTAGTGACGCGCATGAATGGATTAACGAGA
TTCCCACTGTCCCTATCTACTATCTAGCGAAACCACAGCCAAGGGAACGGGCTTGGGAGAATCAGCGGGGAAAGAAGACCCTGTTG
AGCTTGACTCTAGTCTGGCATTGTAAGGAGACATGAGAGGTGTAGCATAAGTGGGTGATCGTTCGCGGTCGTCGCTGAAAAACCAC
TACTTTCATTGTTTCATTACTTACTCGGTTGGGCGGAAKCGGTGCGTCGTCGATTCTATCGTCGGRCGCACGGTGTTTCGTTCCAA
GCGTGCAGAGTGGCGATGTGGCGGCAACGCCCTTCGCCGTCCAA

>Satelit klon sat4 (1144 bp)

TGAAATTTGAAATAGCTGTTTGTTTCGTGATCTAATTGTGAAAAAAAATTTTGAACGTTCGAAATTCAAAATAGGGGCGAGAATAT
GGCCGCCCGAAAAATCGACCTCTGCGCAAAAAAGTCGGCAGCCAACTGGGCACATGCTGGAGACGTGCCCTAAACGGCATCGGGTC
GTCAAAGGACCCAGGTATATGAGAAAAATCGGACATTTTGACATTTCAAGATGGCGGCCGAGATATCGACGATTGAAAATGAGAAA
ATTTTGTATGGAGAATTTGTACTGAAAATCGACTTTTAGTACAAAATTTTAAACAAAAATGAACAATTTTTCAAATAAACAATTTT
TTGAGGCCGAAGCGGTGATGAGGAACCTCGCCGCGGCGAGGCCGAAGGCCGAGCTCCGTTCAGGCCGAGGCCGAAGGCCGAGATCA
CACATTTTCCGGCGAACAAGCAACAACGCAAAAGCCAGATGGGACAAACTTGCGAGGCCGAAGGCCGAGCTCCGCGAAGLCGGGLCC
CAGGAACCCCGCCGCGGCGAGGCCGAAGGCCGAGCTCCGTTCAGGCCGAGGCCGAAGGCCGAGACTATACATTTTCGGCGAACAAG
CAACAACGCAAAAGCCAGATGGGACAAACTTGCGAGGCCGAAGGCCGAGCTCCGCGAAGCGGGCCCCAGGAACCCCGLLGLGGLGA
GGCCGAAGGCCGAGCTCCGTTCAGGCCGAGGCCGAAGGCCGAGACTATACATTTTCGGCGAATAAGCAACAACGCAAAAGCCAGAT
GGGACAAACTTGCGAGGCCGGAGGCCGAGCTCCGCGAAGCGGGCACGAAGAACCCCGCCGCGGCGAGGCCGAAGGCCGAGCTCCGT
TCAGGCCGAGGCCGAAGGCCGAGACCATACATGTTCCCACTTATCAAATCCCTACCCCAAGTGTCTAGCGAGGCCCTAGGCCGAGC
GCCGCGGAGAGCGAAGCTCGGAGCGGCTGGGGGTTGGCGCGCGTAAGCGCGCAGGGGGTTCACCCCCTAGTACTAATATATATAGC
TACAATCCGGTATACTCACTGACTGACTGACTGATCATCTATAGATTTCCTCGGAAACGGTAAGAGTTACGTGAAAATTTTGTATG
AGAAAGTTGTAGGAAATGTATGATAT
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Priloha II: Obrazkova dokumentace vysledki FISH experiment.

Obrazek 10: Nepiima fluorescen¢ni in situ hybridizace se sondami Mavl + Mav2 zna¢enymi
biotinem na preparatu pachytennich oocytti samice ¢eské populace. a. d — chromosomy barvené
DAPI. b, e — hybridiza¢ni signaly sond detekované pomoci streptavidinu s fluorochromem Cy3.

¢, f —slozené snimky obarvenych chromosomil a sondy. Méfitko odpovida 10 pm.

Obrazek 11: TSA-FISH se sondou 18S na preparatu nizozemské samice. a — pachytenni
chromosomy obarvené DAPI. b — signal sondy 18S detekovany pomoci tyramidu s fluoresceinem

(¢ervend). ¢ — slozeny snimek. Sipky ukazuji na terminalni signaly. MéFitko odpovida 10 pm.
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