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1 Uvod
1.1 Telomery

Telomery jsou nukleoproteinové struktury na konci linedrnich chromozomt eukaryot.
Jsou to nepostradatelné ¢asti chromozomu, ponévadz zajist'uji jejich stabilitu, a to ptredevsim
kompenzaci ztrat koncovych ¢asti chromozomu, které jsou zpusobeny vlivem nekompletni
DNA replikace nebo ptisobenim oxidativniho stresu (Blackburn, 1991; Hackett et al., 2001).
V souvislosti s tim jsou telomery oznaovany jako buné¢né hodiny, jelikoz jsou limitujicim
faktorem bunééného déleni somatické linie (Allsopp et al., 1992). Jestlize telomery dosahnou
svého maximalniho zkriceni, coz je oznacovano jako tzv. Hayflickiiv limit, bunka ztraci
schopnost proliferovat, ptipadné spousti apoptdzu (Shay a Wright, 2000). Pokud ale nastane
opétovné prodluzovani telomer, proliferativni potencial buniky se opét zvySuje (Jaskelioff et
al., 2011). Telomericka DNA na svém 3konci tvoii strukturu smyc¢ky. Tato smycka spolu
S proteinovym komplexem, tzv. telomerickou cepickou, chrani telomery pted degradaci
nukleazami a spole¢né jsou kli¢ovymi elementy pro odliseni ptirozenych koncti chromozomu
od chromozomalnich zlomi. Telomery jsou tak chranény pted svou vzajemnou fizi a tim i
pted genomovou labilitou (Henderson a Blackburn, 1989; Griffith et al., 1999; Linger a Price,
2009).

1.1.1 Zkracovani telomer a jeho pficiny

Zkracovani telomer je piirozenym diasledkem bunécné proliferace a sni spojené
replikace DNA, piesnéji netplné replikace DNA chromosomalnich koncl. Problém
zkracovani telomer neuplnou replikaci (Obrazek 1) tkvi zejména v tom, Ze pro iniciaci syntézy
DNA je potiteba RNA-primer, od néhoz DNA polymeraza syntetizuje nové vlakno. Primer
naseda ke 3 konci templatové sekvence a syntéza probihd vyhradné ve sméru 5'— 3°. RNA-
primer na 3’konci je posléze odbouran a opét nahrazen sekvenci DNA. Nicmén¢ po odstranéni
RNA-primeru na samém konci chromosomu, a to na 5 konci opozd'ujiciho se fetézce, nelze
sekvenci odstranéného primeru nikterak nahradit, ponévadz za nim jiz sekvence nepokracuje,
tudiZ se zde nenachazi zadny dalsi 3 konec, od kterého by syntéza DNA mohla pokracovat.

Na vedoucim vlaknu tak vznika 3 "ptevis (Chow et al., 2012).

Vyznamnym zdroj telomerického zkracovani je oxidativni stres, presnéji genotoxické
pusobeni volnych kyslikovych radikdli. Jednim z primarnich cild volnych kyslikovych
radikali na DNA je guanin, jehoZ oxidativni modifikaci vznika 8-0xoG. Modifikované baze

jsou z DNA povétSinou odstranény pomoci bazového excizniho reparaéniho mechanismu
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(BER, base excision repair). Ovsem pravdépodobné diky specifické chromatinového struktuie
telomer proces BER neprobiha v telomerach dostatecné efektivné a jsou tak zde produkovany
jednotetézcové zlomy, které jsou diky formaci telomerické vidlicky pti prvni nadchazejici

replikaci zdrojem ztraty vyznamné ¢asti telomerickych konct (Rhee et al., 2011).

@ Stav na konci replikace
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’ lagging strand primer 5
5 primer leading strand .
3 ..

® Primery degradovény, vznik 3 previsd a jejich nisledna elongace telomerizou

5 3

3
@ Syntéza komplementirniho vldkna DNA-polymerizou ve sméru 5°-3°
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3 5

Obr. 1: Schématické znazornéni problému nekompletni replikace DNA a jeho FeSeni za vyuZiti

telomerazy.

Telomeraza a jeji funkce

Délka telomer je nej€astéji udrzovdna RNA-dependentni DNA-polymerazou zvanou
telomerdza, kterd nasedd na 3’konce chromozomi, k nimz opakované pfipojuje kratké
nekodujici tandemové sekvence o délce vétsinou 5-8 bp (Zakian 1995; Greider a Blackburn,
1996). Pro tuto funkci telomerazy jsou kli¢ové zejména dv¢ jeji podjednotky. Jedna z téchto
podjednotek, oznacovana jako TR, TER nebo TERC, nese molekulu RNA fungujici jako
templat a druha podjednotka, oznacovana jako TERT (telomerase reverse transcriptase), tento
templat pomoci reverzni transkripce prepisuje do DNA (Greider a Blackburn, 1989; Yu et al.,
1990).
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Regulace aktivity telomerdzy je wuplatiiovdna prostfednictvim genetickych,
epigenetickych a environmentalnich faktorti. Zavisi na transkripci podjednotek TR a TERT,
jejich posttranskripénich a posttranslacnich modifikacich a na ucasti ptidruzenych proteina
(Cong et al., 2002; Cairney a Keith, 2008; Webb a Zakian, 2015). Na piiklad u kvasinek je
aktivita telomerdzy ovlivnéna expresi kli¢ového proteinu Estl (telomere elongation protein),
se kterym telomeraza vytvaii komplex. Interaguje-li poté Estl jesté s Cdc3, proteinem vazajici
se na telomery, dojde k aktivaci telomerazy a nasledné elongaci telomer (Lin a Zakian, 2016).
Poruchy v regulaci aktivity telomerazy jsou obecné spjaty se vznikem fady patologickych
procest, jako je nadorovy proces, nékterd neurodegenerativni onemocnéni ¢i nékterd

onemocnéni spjata s procesem starnuti (Armanios et al., 2007; Calado a Young, 2009).

Aktivita telomerazy je obecné spjata s proliferujicimi buiikami. Aktivni telomeraza je
tak fyziologicky ptitomna v bunkach epitell, kostni dfené, zarode¢né linie ¢i patologicky
v bunkach rakovinnych (Kim et al., 1994; Greider, 1998; Krupp et al., 2000). U rostlin je tomu
obdobné tieba u kli¢icich semen nebo buiikach ve $picce kofene (Riha et al., 1998). Aktivita
telomerazy je naopak utlumena v buikach jiz diferenciovanych (Flores et al., 2006), a to
vlivem pusobeni tumor-supresorovych drah potlacujici expresi podjednotek telomerazy (Lin
a Elledge, 2003).

Telomerické motivy

Nejrozsitenéjsim obecnym vzorcem pro telomerickou sekvenci DNA je (TxAyGz)n
(Wellinger a Sen, 1997), kdy naptiklad hexamer (TTAGGG)n lze nalézt napfti¢ obratlovci
(Moyzis et al., 1988; Meyne et al., 1989), ale také u nékterych zastupci jednobunéénych, napf.
krasnoocek (Euglenzoa) z rodu Trypanosoma, a dale pak u zastupce hlenek (Eumycetozoa) z
rodu Physarum (Forney et al., 1987; Gomes et al., 2010). Naopak odlisna telomericka
sekvence byla pozorovana u kvasinek, kde konkrétné Saccharomyces cerevisiae vykazuje
sekvenci (Gi-3T)n. Neobvykle dlouha telomericka sekvence se pak vyskytuje u Candida
albicans, u niz je rozsah jedné¢ repetice 23 bp a wvypada takto
(ACG2ATGTCTACT.CT2G2T)n (McEachern a Hicks, 1993). Srovnani telomerické
sekvence u téchto zastupcu ukazuje, ze struktura telomerické sekvence nemusi vzdy souviset

S vyvojovym stupném organismu.

Podobnou sekvenci maji chromozomy i u vétSiny druht rostlin, kde se jedna, aZ na
nékolik malo vyjimek, o (TTTAGGG), (Fajkus et al., 1996). Jednou z vyjimek je napiiklad



ket Cestrum elegans, ktery ma telomerickou sekvenci prodlouzenou na (TTTTTTAGGG)
(Peska et al., 2015), ¢i Cervena tasa Cyanidioschyzon merolae se zcela odlisnou repetici
(AATGGGGGG)n (Nozaki et al., 2007).

Ackoliv se mize jevit, ze telomerickd sekvence nese zna¢nou miru fylogenetické
konzervace, existuji taxony, kde je skladba telomerické sekvence pomérné heterogenni. U
¢lenovcu (Arthropoda), specifi¢téji u hmyzu (Insecta), coby nejpocetnéjsi a nejrozsifenéjsi
skupiny zivoc€ichu, se ve skladbé telomerické sekvence objevuje zna¢na heterogenita (Obrazek
2). Jako vychozi ancestralni telomericka sekvence byla u ¢lenovet stanovena Sekvence
(TTAGG)n (Okazaki etal., 1993). Nicméné u hmyzu je tato sekvence pomérné ¢asto nahrazena
jinym kratkym motivem ¢i dokonce zcela jinym typem telomer. Sekvence (TTAGG), je
vysoce konzervovana zejména u fadt Polyptera a Paraneoptera, ale kuptikladu primitivni
Paleoptera tuto sekvenci postradaji upln¢ a Endopterygota (=Holometabola) vykazuji jak jeji
piitomnost, tak i jeji absenci (Frydrychova et al., 2004; Korandova et al., 2014).

Z pohledu telomerické sekvence a zplsobu kompenzace telomerickych ztrat je
vyznamny hmyzi fad Diptera (dvoukftidli), protoZe zde doslo ke ztraté celého telomerazového
mechanismu. U octomilky Drosophila melanogaster a nékterych jejich blizce ptibuznych jsou
telomery udrzovany retrotranspozici ti specifickych telomerickych elementti HeT-A, TART a
TAHRE (Biessmann a Mason, 1997; Biessmann a Mason, 2003; Pardue a DeBaryshe, 2003).
U rodu pakomart (Chironomus sp.) ¢i komara Anopheles gambiae jsou telomery udrzovany
dlouhymi satelitnimi Gseky pomoci genové konverze (Nielsen a Edstrom, 1993; Roth et al.,
1997). Genova konverze jako zptsob telomerické kompenzace funguje i u nékterych zastupct
rodu Drosophila ¢i Rhynchosciara (Gorab, 2003; Lee et al., 2007). Neptitomnost ancestralni
hmyzi sekvence zaroven vykazuji dva fady fylogeneticky ptibuzné fadu Diptera, kterymi jsou

Siphonaptera (blechy) a Mecoptera (srpice) (Frydrychova et al., 2004).

Pfechodné stadium struktury telomer je naznaceno U bource morusového (Bombyx
mori) ztadu Lepidoptera (motyli), jehoz telomery se skladaji zrepetici (TTAGG)n
s vloZzenymi retrotranspozony z rodiny SARTBm1. Tyto retrotranspozony preferuji cilovou
sekvenci (TTAGG)n. Ale zatimco retrotranspozony jsou aktivné piepisovany a vkladany zpét,
aktivita telomerazy méfitelna neni (Sasaki a Fujiwara, 2000; Osanai et al., 2006; Osanai-
Futahashi a Fujiwara, 2011).

Predpoklada se, ze to byly pravé retrotranspozony, které staly na pocatku evoluce

telomer. Potieba telomerickych elementli souvisela s pfechodem z cirkularnich genomti na



linedrni chromozomy a S nim vyvstavajicich problémi nekompletni replikace terminélnich
sekvenci a rozliSeni pfirozenych konci chromozomi. K linearizaci doslo pravdépodobné
vlivem invaze skupiny intronua II, které se po genomu $ifily pomoci reverzniho splicingu a
reverzni transkripce. Pifedpoklada se, ze Slo konkrétné o non-LTR-retrotranspozony, které
cilily na dvozietetézcové zlomy a slouzily tak jako tzv. ,,proto-telomery“. Tyto elementy
postupné¢ ziskaly schopnost vyuzit 3 konec linearniho chromozomu jako templat pro reverzni
transkripci, coz dalo za vznik TERT podjednotce telomerazy, TER podjednotka se
pravdépodobné vyvinula z transkriptu retrotranspozonu a se zafixovanim jeji sekvence pak
patrné souvisi vyvoj ochranné telomerické ¢epicky (Belfort et al., 2011; de Lange, 2015;
Barcenilla a Shippen, 2019).
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Obr. 2: Kladogram tfidy hmyzu (Insecta). Prehled fylogenetickych vztahi mezi jednotlivymi fady doplnény

informaci o ptitomnosti (+)/absenci (-) (TTAGG), telomerické sekvence. Obrazek byl ptevzat z price Wheeler
(2001).



1.3.1 Brouci a jejich telomericka sekvence
Znacnou ruznorodost v distribuci hmyzi telomerické sekvence vykazuji brouci
(Coleoptera). Rad brouki se déli na &tyfi podiady: Archostemata, Myxophaga, Adephaga a
Polyphaga, pii¢emz hlavni pozornost v této praci je vénovana poslednimu zminénému

podiadu.

Archostemata (=Prvozravi) je nejmensi pofad brouku ¢itajici zhruba 40 druhu, vétSina
zastupcu je jiz vyhynuld, dle fosilnich nélezii starych zhruba 250 miliont let byli velmi
podobni prvnim broukéim. Myxophaga (=Rasozravi) je druhy nejmensi podiad s celkem asi
100 druhy, v souvislosti se zpisobem obzivy je jejich vyskyt vazan pouze na vodu a vlhké
prostiedi. Adephaga (=Masozravi) je podiad zahrnujici ptiblizné 36 000 druhti uvniti 9 ¢eledi
vyskytujicich se jak na sousi, tak ve vod¢, vétSina druhil je v dospélosti dravych. Nakonec
podiad Polyphaga (=VSeZzravi), nejvétsi a nejdiverzifikovanéj$i podiad broukl s ptiblizné
335 000 popsanymi druhy rozdélenych do 5 infrafadd, v rdmci 16 riznych nadceledi, pfi¢emz
za zminku stoji nejpocetnéj$i Curculionoidea (~70 000 druhti) a Chrysomeloidea (~58 000
druhli). Vysokou miru diverzifikace pravdépodobné umoznil piechod z predatorského
zpusobu zivota na fytofagii, ktera je charakteristickd hlavné pro zastupce téchto dvou
nadceledi, navic vétsina zastupct se zaroven fadi mezi Skiidce péstovanych plodin, na druhou
stranu n¢ktefi jsou prospéSni a vyuzivaji se dokonce k redukci invaznich druhl rostlin

(Crowson, 1981; Hunt et al., 2007).

Na zéklad¢ dostupnych dat se piredpoklada, Ze v ramci broukii doslo ke ztrat¢ hmyzi
telomerické sekvence pétkrat az Sestkrat v prub&hu evoluce. Kromé toho, heterogenita je zde
v takovém meéfitku, ze se ve své telomerické sekvenci mezi sebou 1isi i zastupci jednotlivych
celedi. To signalizuje fylogeneticky relativné nedavnou a uplné nezavislou zménu ve struktute
telomer uvnitf tohoto fadu, a to at’ uz novym mechanismem bez potieby telomerazy, nebo
alternativni repetitivni sekvenci (Sahara et al., 1999; Frydrychova a Marec, 2002; Mason et
al., 2016).

Lze vidét (Tabulka 1), Ze u nadceledi Bostrichoidea, Staphylinoidea, Chrysomeloidea
a Elateroidea byla (TTAGG)n sekvence zachovana, nicméné nékteti dosud testovani zastupci

z Cleroidea, Cucujoidea, Curculionoidea a Scarabaeoidea tuto sekvenci postradaji.

Nadceled” Tenebrionoidea jsou jedinou skupinou broukd, ktefi sice postradaji hmyzi
telomerickou sekvenci, ale u niz se novou telomerickou sekvenci podafilo identifikovat.

Telomerickd sekvence u Tenebrionoidea vznikla z hmyzi sekvence zaménou jednoho



nukleotidu a je ji sekvence (TCAGG)n (Mravinac¢ et al., 2011). Navic, u jednoho ze zastupct
Tenebrionoidea byla nalezena vyjimka podobna piipadu B. mori, a sice u Tribolium
castaneum, ktery ma v ramci své (TCAGG)n telomerické sekvence taktéz vlozené non-LTR
retrotranspozony z rodiny SARTTcl, vykazujici cilovou specifitu vyhradné k sekvenci
(TCAGG)n (Osanai-Futahashi a Fujiwara, 2011).

Zaroven se v ramci broukt nachazi mnoho zastupci, u kterych nebyla detekovana ani
jedna ze dvou vySe zminénych sekvenci ¢i obdobné varianty telomerickych sekvenci, jako
jsou (CTAGG)n, (CTGGG)n, (TTGGG)n, (TTAGGG)n, (Mravina¢ et al., 2011). To jesté vice
podporuje teorii, Ze se brouci uspésné vypotradavaji se ztratou telomerazy jesté jinym zaloznim

mechanismem (Mason et al., 2016).

Tab. I: Seznam jiZ testovanych brouki podiadu Polyphaga na telomerické sekvence. (+) znaci ptitomnost,
(-) absenci, netest. = netestovano.

NADCELED DRUH SEKVENCE ZDROJ
(TTAGG)n (TCAGG)n
Bostrichoidea Stegobium paniceum (+) netest. Frydrychova et al., 2004
Staphylinoidea  Silpha obscura (+) netest. Frydrychova et al., 2004
Chrysomeloidea Leptinotarsa decemlineata (+) (-) Frydrychova et al., 2004
Chrysolina americana (+) netest. Mravina¢ et al., 2011
Chrysolina herbacea (+) netest. Mravina¢ et al., 2011
Chrysolina polita (+) netest. Mravina¢ et al., 2011
Acanthoscelides obtectus (+) netest. Mravina¢ et al., 2011
Rhagium inquisitor (+) netest. Mravina¢ et al., 2011
Arhopalus coreanus (+) netest. Okazaki et al., 1993
Spondylis buprestoides (+) netest. Okazaki et al., 1993
Cleroidea Thanasimus formicarius (-) netest. Frydrychova et al., 2004
Cucujoidea Oryzaephilus surinamensis (+) netest. Frydrychova et al., 2004
Cryptolestes sp. ) ) Mravina¢ et al., 2011
Henosepilachna argus (+) netest. Mora et al., 2015
Curculionoidea  Cionus nigritarsis ) ) Mravina¢ et al., 2011
Cionus ganglbaueri ) ) Mravina¢ et al., 2011
Ips typographus (+) netest.  Saharaetal., 1999
Sitophilus granarius ) ) Mravina¢ et al., 2011
Phyllobius urticae (+) netest. Mravinac et al., 2011
Tenebrionoidea Mylabris sp. ) (+) Mravina¢ et al., 2011
Typhaea stercorea (-) +) Mravinac et al., 2011
Tenebrio molitor () +) Mravina¢ et al., 2011
Palorus ratzeburgi (-) +) Mravinac et al., 2011
Palorus subdepressus (-) +) Mravinac et al., 2011
Palorus genalis (-) +) Mravinac et al., 2011
Palorus ficicola (-) +) Mravinac et al., 2011
Tenebrio obscurus (-) +) Mravinac et al., 2011
Tribolium castaneum (-) +) Mravinac et al., 2011
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Tribolium freemani (-) +) Mravinac et al., 2011

Tribolium confusum (-) +) Mravinac et al., 2011
Tribolium madens (-) +) Mravinac et al., 2011
Tribolium audax (-) +) Mravinac et al., 2011
Tribolium brevicornis (-) +) Mravinac et al., 2011
Tribolium anaphe (-) +) Mravinac et al., 2011
Tribolium destructor (-) +) Mravinac et al., 2011
Pimelia elevata (-) +) Mravinac et al., 2011
Pimelia criba (-) +) Mravinac et al., 2011
Pimelia monticola (-) +) Mravinac et al., 2011
Buprestoidea Agrilus viridis +) netest. Frydrychova et al., 2004
Elateroidea Ampedus sanguineus (+) netest. Frydrychova et al., 2004
Diacanthous undosus (+) netest. Okazaki et al., 1993
Melanotus legatus (+) netest. Okazaki et al., 1993
Scarabaeoidea  Geotrupes stercorarius ) netest. Frydrychova et al., 2004
Anomala cuprea ) netest. Okazaki et al., 1993

Cil prace

Cilem této prace bylo vramci fadu Coleoptera detailni mapovani vyskytu
telomerickych sekvenci (TTAGG)n a (TCAGG)n, a to pomoci kombinace hybridiza¢nich
metod dot-blot, Southernova blotu a in situ fluorescenéni hybridizace (FISH). Dalsim z cilt
bylo u vybranych zastupci ovéfit funkénost telomerazového mechanismu pro danou

telomerickou sekvenci.

Material a metody

Testované druhy broukt

Testované druhy broukt a jejich zafazeni do jednotlivych nadCeledi a Celedi je
znazornéno na Obrazku 3. Jedna se o brouky nasbirané na tizemi Ceské republiky, prevazné
v lokalitach pobliz Ceskych Budg&ovic. Pro metody hybridizace a TRAP byly nasbirané
vzorky zamrazeny v tekutém dusiku a uchovavany v -80 °C pro pozd¢&jsi zpracovani. Pro

metodu FISH byly preparaty zhotovovany ze zivych vzorkt.
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Obr. 3: Testovani jedinci v ramci ¥adu Coleoptera. Jde 0 36 zastupcu z 22 riznych ¢eledi a 9 nadéeledi v
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ramci pocetného podiadu Polyphaga a jednoho zastupce z podiadu Adephaga.



3.2 Zpracovani vzorku

3.21

3.2.2

Fenol-chloroformova izolace genomové DNA

Genomova DNA byla izolovéna z celych tél broukii podle standardniho protokolu
fenol-chloroformové izolace. Kazdy vzorek byl homogenizovan ve 400 pl extrakénim pufru
(100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM EDTA, pH 8,0; 0,5 % SDS; 10 pg/ml Rnase
A; miliQ H20) spolu se 2 ul proteinazy K (800 U/ml). Homogenaty byly zvolna promichavany
Vv horizontalni poloze pii 37 °C po dobu cca 12 hodin. Poté bylo ke kazdému vzorku ptidano
400 pl fenolu a roztoky byly promichavany na tfepacce 30 minut pii pokojové teploté.
Naslednou centrifugaci (5 000 g po dobu 15 minut) byly odd¢€leny tii vrstvy: vrchni vodni faze
obsahujici DNA, uprostfed faze s bilkovinami a vespod organicka faze fenolu. Vrchni faze
byla pipetou s ustiizenou $pickou pienesena do nové zkumavky k dal§imu piecisténi. Kroky
od ptfidani fenolu az po pieneseni vodné faze do Cisté zkumavky byly vzdy jesté jednou
zopakovany. Pak bylo pfidano K roztoku ve zkumavce pfiblizné stejné mnozstvi fenol-
chloroform-izoamylalkoholu (25:24:1), vzorky se nechaly promichavat v horizontalni poloze
15 minut a poté byly centrifugovany (5000 g, 15 minut). Horni faze byla za pouziti pipety
opét s ustiizenou Spickou prenesena do dalsi noveé zkumavky a k ni pfidan zhruba stejny objem
chloroform-izoamylalkoholu (24:1). Vzorky byly stejné jako v piedchozich krocich
promichavany, centrifugovany a faze s DNA byla pfenasena do Cisté zkumavky. DNA byla
precipitovana pomoci octanu sodného, kdy ke vzorku bylo ptidano 0,1 objemu 3M octanu
sodného (pH 5,2) a jemnym promichanim rukou v horizontalnim sméru roztok
homogenizovan, nato byl pfidan dvojnasobny objem 100 % etanolu a vzorky byly ulozeny
pfiblizné na pul hodiny do -20 °C a poté ihned centrifugovany pii 3 000 g na 10 minut za
pokojové teploty. Nasledovalo odstranéni supernatantu, ptidani asi 400 pl 70 % etanolu,
centrifugace za stejnych podminek jako v pfedchozim kroku a opétovné odstranéni
supernatantu. Nakonec byl pelet rozpustén ptidanim 50 pl TE pufru a lehkym protéepanim.
Koncentrace a Cistota vytéZzené DNA byla ovétena elektroforézou a zméfena na pfiistroji
Nanodrop (Nanodrop 2000, Thermo Scientific). Takto ziskané vzorky byly uchovavany
Vv lednici pii 4 °C.

Priprava chromosomii
Preparaty chromozomu byly pfipraveny z gonad dospélych zastupcu dle protokolu
uvedeném v publikaci Frydrychova a Marec (2002). Gonady byly nejprve podrobeny

hypotonickému ptisobeni v 0,9 % roztoku citronanu sodného 8-10 minut. Poté byly fixovany
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3.2.3

3.3
3.3.1

Vv Cerstveé pripravené Carnoyové fixazi (96 % etanol, chloroform, kyselina octova v poméru
6:3:1) po dobu 30 minut, fixované tkané¢ byly rozprostfeny tenkou wolframovou jehlou
Vv kapce 60 % kyseliny octové po plose podlozniho skli¢ka poloZzeném na vyhtaté desce na 50
°C. Nakonec byly preparaty odvodnéné vzestupnou etanolovou fadou (70 %, 90 %, 100 %), a
to ponofenim vzorku na 30 sekund do kazdého z etanolovych roztokt. Sklicka s takto

pfipravenymi preparaty byla uchovavana pfi teploté -20 °C.

Priprava proteinovych extrakti

Pro zhodnoceni telomerazové aktivity pomoci TRAP assay byly z celych t¢l brouki
ziskany proteinové exktrakty dle Sasaki a Fujiwara (2000). Postup byl nasledovny: nejprve
byl ke kazdému vzorku pfidan desetindsobny objem extrakéniho roztoku (10 mM Tris/HCI,
pH 7,6; 1 mM EGTA; H20; 0,1 mM benzamidine; 5 mM 2-mercaptoethanol; 0,5 % (w/v)
Chaps; 10 % (v/v) glycerol; 40 ml Rnase inhibitor), v némz byly poté homogenizovany a
uchovavany 30 minut na ledu. Nasledovala centrifugace homogenatu pii 12 000 g po dobu 20
minut pii 4 °C. Po jejim dokonceni byl odebran supernatant, ten byl uskladfiovan v -80 °C pro

dalsi vyuziti.

Piiprava hybridiza¢nich sond

Beztemplatova PCR

Pro ptipravu telomerickych sond (TTAGG), a (TCAGG), byla provedena
beztemplatova PCR za uziti Bioer XP cycleru. Primery pro syntézu (TTAGG), sondy byly 5'-
TAGGTTAGGTTAGGTTAGGT-3" a 5'-CTAACCTAACCTAACCTAAC-3’, pro syntézu
(TCAGG), sondy pak 5-CAGGTCAGGTCAGGTCAGGTCAGGT-3> a 5’-
CTGACCTGACCTGACCTGACCTGAC-3’. Jedna reakce o celkovém objemu 25 pl
obsahovala 10 uM forward primer; 10 uM reverse primer; 10x PCR pufr; 10 mM dNTP mix;
Taq polymerazu (5 U/ pl). Sled samotnych reakci byl nasledovny: inkubace pii 94 °C na 90
sekund; poté trojice kroki denaturace (45 sekund pii 94 °C), nasedani primert (30 sekund pfi
52 °C) a elongace (60 sekund pii 72 °C) opakovana ve 29 cyklech; zavérem inkubace na 10
minut pii 72 °C a poté na 1 hodinu pti 4 °C. Ziskany PCR produkt byl precipitovan ptidanim
0,1 objemu 3M octanu sodného a dvou objemu 100 % etanolu. Vzorky byly poté inkubovany
po dobu 1 hodiny v -80 °C. Pak byl roztok centrifugovan pii 13 000 rpm na 20 minut pii

pokojové teploté, supernatant odstranén a pelet resuspendovan piidanim 50 pl dH20.
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3.3.2

3.3.3

Koncentrace produktu byla zméfena pomoci piistroje Nanodrop a velikost produktu ovéfena
klasickou elektroforézou na agar6zovém gelu. PCR produkty byly vyuzité jak pro znaceni
digoxigeninem, tak pro znaceni biotinem, v zavislosti na navazujici pouzité¢ hybridizacni

metodé.

Znaceni sondy digoxigeninem

Pro chemiluminiscenéni detekci u Southernovy hybridizace a hybridizace dot-blotu
byly ziskané produkty beztemplatové PCR znaceny digoxigeninem. Nejprve byly odebrany 3
pg DNA produktu a dané mnoZstvi doplnéno sterilni vodou na objem 15 pl, nasledovala
denaturace roztoku v 95 °C po dobu 10 minut a okamzité zchlazeni na ledu na 3 minuty.
Samotna reakce DNA s digoxigeninem o kone¢ném objemu 20 pl nasledné sestavala z 0,1
objemu hexanucleotide mix (Roche); 0,1 objemu DIG-dNTP mix (Roche) a Klenow enzymu
(2 U/ul), roztok byl lehce promichan a inkubovan pies noc ve 37 °C. Druhy den bylo pro
zastaveni reakce v roztoku piidano 0,1 celkového objemu 0,2 M EDTA (pH 8,0) a byla
provedena precipitace ptidanim 0,1 objemu 3 M octanu sodného, nasledovana podchlazenim
v -80 °C na 1 hodinu a centrifugaci na 15 minut pti 13 000 rpm pii pokojové teploté. Byl
odebran supernatant a k peletu ptidano 50 ul ptedchlazeného (-20 °C) 70 % etanolu, poté
op¢tovna centrifugace na 15 minut pfi 13 000 rpm a odebrani supernatantu, ziskany pelet byl
rozpustén piidanim 50 pl TE pufru. Pro kontrolu pozadované délky fragmentti 200-500 bp

sondy byla provedena elektroforéza. Znac¢ené sondy byly uchovavané v mrazaku pii -20 °C.

Znaceni sondy biotinem

Pro fluorescen¢ni detekci metodou FISH byly PCR produkty znacené biotinem
s vyuzitim BioNick DNA Translation Mix (Roche). Reakéni mix sestaval z 1 ug produktu
beztemplatové PCR, 4 ul BioNick Translation Mix Mixu a reakce byla doplnéna vodou na
celkovy objem 16 ul. Vznikly roztok byl promichén a kratce centrifugovan (15000 g, 5
sekund) a 1 hodinu inkubovan v 15 °C. Po jedné hodin¢ byla reakce pienesena led a alikvot o
objemu 3 ul byl denaturovan na 3 minuty v 95 °C, okamzité zchlazen na ledu na dalsi 3 minuty
a pak pustén na agarozovy gel. Jelikoz se velikost fragmentli pohybovala v pozadovaném
rozmezi 200-500 bp, reakce byla zastavena ptidanim 1 ul 0,5 M EDTA (pH 8) a inkubovana
v 65 °C po dobu 10 minut.
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Precisténi vzorku od volnych nukleotidii bylo provedeno etanolovou precipitaci, kdy
ke vzorku bylo nejprve piidano 0,1 objemu 3M octanu sodného (pH 5,2) a dvojnasobny objem
100 % etanolu, vzorky byly pak uloZeny piiblizné na pul hodiny do -20 °C a poté
centrifugovany pfi 3000 g na 10 minut za pokojové teploty. Nasledovalo odstranéni
supernatantu, pfidani asi 100 pl 70 % etanolu a centrifugace byla provedena za stejnych
podminek jako v pfedchozim kroku. Po odstranéni supernatantu byla DNA rozpusténa v 50 pl
TE pufru.

Hybridiza¢ni metody
Southern blot

Southernova hybridizace byla provedena v kombinaci se $tépenim endonukleazami
Rsal a Hinfl, stejné¢ jako v publikaci Frydrychova a Marec (2002). Pouzity byly vzorky
genomové DNA ziskané fenol-chloroformovou izolaci. Kazda restrikéni reakce obsahovala
1000 ng DNA,; 1x NEBuffer 2; restrikéni enzymy v poméru 1:1 Rsal (200 U/20ul; NEB) a
Hinf I (200 U/20ul; NEB) a byla doplnéna vodou na objem 20 pl, nasledovala inkubace na 1
hodinu pfti 37 °C.

Vzorky byly po restrikénim Stépeni separovany elektroforézou na 1 % (w/v)
agar6sovém gelu. Po dobéhnuti elektroforézy byl gel ponotfen do 0,25 M HCI, poté oplachnut
destilovanou vodou a pienesen na 2 x 15 minut do denatura¢niho roztoku (0,5 M NaOH; 1,5
M NaCl). Posléze byl znovu oplachnut destilovanou vodou a ponofen na 2 x 15 minut do
roztoku neutraliza¢niho (0,5 M Tris-HCI; 3 M NaCl; pH 7,5). Po uplynuti intervalu byl gel
(jamky dnem vzhtiru) polozen na mustek tvofeny navlhéenym filtraénim papirem za pouZiti
20x SSC (3 M NaCl; 0,3 M Sodium citrate; pH 6,4), okraje gelu byly oblozeny parafilmem,
aby se zabranilo pfipadnému vzlindni pufru vné¢ membrany. Na gel byla pak polozena
membrana Hybond N+ ptedvlhéena vodou (Amersham Biosciences), na ni byly polozeny dva
kusy filtraéniho papiru (pfedvlhéené v 20x SSC) stejného rozméru jako gel a nahoru byla
umisténa 6-10 cm silna vrstva buni¢iny t€hoz rozméru. Absorbentni vrstva byla shora zatizena
deskou a zavazim, do misky bylo nalito 20x SSC, tak aby hladina témé&f dosahovala horniho
okraje mustku. Takto sestavena pienosova soustava umoznila ptenos DNA fragmentu z gelu

na membranu béhem ptiblizné 12 hodin.

Druhy den byla soustava rozebréna, gel odstranén z membrany a membrana volné

promyvana V 6x SSC po dobu 5 minut. OsuSena membrana byla fixovana ve Stratagene UV
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3.4.2

crosslinkeru (120 mJ) a pak znovu oplachnuta v 2x SSC. Prehybridizace byla provedena
ponofenim membrany do DIG Easy Hyb roztoku (Roche) ptedehiatého na 52 °C na jednu
hodinu za mirného tfepani pravé pii 52 °C. Mezitim byl pfipraven hybridiza¢ni roztok za
pouziti 1,5 pl sondy (TTAGG i TCAGG) znacené digoxigeninem v 50 ul vody, roztok byl
denaturovan v 95 °C na 5 minut, pak rychle zchlazen na ledu, a nakonec smichan spolu s 6,5
ml Cerstvého ptredehiatého (52°C) Dig Easy Hyb. Po uplynuti jedné hodiny byl odstranén
prehybridiza¢ni roztok a nahrazen piipravenym roztokem hybridizaénim, membrana v ném

byla promyvana po dobu 3 hodin.

DalSim krokem bylo promyti membrany na 2 x 5 minut pfi pokojové teploté ve
Stringent wash buffer 1 (2x SSC; 0,1 % SDS) za mirného tfepani a hned poté v predehiatém
Stringent wash buffer 11 (0,2x SSC; 0,1 % SDS) na 68 °C po dobu 15-20 minut. Nasledovalo
dal$i promyti membrany ve 100 ml erstvé piipravného 1x Washing buffer (0,3 % Tween v 1x
TBS) opét pii pokojové teploté a za mirného tiepani. Pak byla membrana inkubovana 30 minut
ve 100 ml Cerstvého blokovaciho roztoku (5 % odtu¢néného suSené¢ho mléka v 1x TBS) a déle
v 50-100 ml pracovniho roztoku Anti-DIG-AP (1 pl anti-DIG/10 ml blokovaciho roztoku;
Roche) také 30 minut. Navazujici inkubace ve 100 ml 1x Detection buffer (1M Tris-HCI; 1 M
NaCl) trvala 2-5 minut, poté byl roztok odstranén a membrana lehce osusena filtracnim
papirem. Potom byla membréana uloZena do hybridiza¢niho sacku, na ni naneseny asi 3 ml
roztoku substratu CDP-Star (Roche) a membrana byla inkubovana ve tmé pfiblizné jednu
hodinu. Poté byly chemiluminiscenéni signaly zdokumentovany pomoci CCD kamery LAS-
3000. Pozitivni kontrolou byl Ips typographus, u kterého byla detekovana telomericka
sekvence (TTAGG), (Sahara et al., 1999). Obrazky byly nasledné upraveny v programu

PhotoFiltre 7, jelikoz se jednalo o sérii nékolika membran, obrazky byly spojeny v jeden.

Dot blot

Mimo Southernova blotu byl zarovei jako obdobna hybridiza¢ni metoda proveden dot
blot. Ze vzorku genomové DNA bylo nejprve odebrano 1000 ng DNA a dané mnozstvi bylo
doplnéno vodou vzdy na 20 pl celkového objemu. Timto zplisobem pfipravena DNA byla
denaturovéana v teploté 95 °C na 5 minut a pak okamzit€ pfenesena na led. Denaturovand DNA
byla pipetou nanesena na Cistou membranu Hybond N+ a vzorky byly na membrané fixovany

pomoci Stratagene UV crosslinkeru nastaveného na hodnotu 120 mJ. Nasledujici kroky
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prehybridizace, hybridizace a chemiluminiscenéni detekce byly totozné s metodou

Southernova blotu (kapitola 3.4.1).

Fluorescen¢ni in-situ hybridizace (FISH)

Nejprve byl pfipraven hybridiza¢ni mix se sondou. Komponenty jedné reakce (pro
jedno sklicko) byly 5 ul sondy (~250 ng/ul), 1 pl lososich spermii (250 pug/ml), 2 ul 3 M acetatu
sodného, 50 pl 100 % etanolu, 16 ul vody. Nasledovala inkubace v -80 °C na 1 hodinu. Po
uplynuti jedné hodiny byla sonda centrifugovana pti 4 °C 21 000 rpm 30 minut. Supernatant
byl pak odstranén, K peletu piidano 100 ul 70 % etanolu a roztok znovu centrifugovan pii
13 000 rpm 10 minut. Supernatant byl opét odstranén, pelet vysusen a poté rozpustén v 10 pl
hybridiza¢niho mixu (50 % formamid, 2x SSC, 10 % dextran sulfat, 1 % Tween 20). Takto

ziskana sonda byla rovnou pouzita na samotnou FISH.

Preparaty chromozomu byly inkubovany v 2x SSCT (2x SSC, 0,1 % Tween-20) na 20
minut pii 37 °C, pak nasledovala jejich denaturace v 70 % formamidu/ 2x SSCT (pH 7) na 10
minut pii 75 °C a mezitim byla denaturovana zaroven sonda (5 minut pti 95 °C, 3 minuty na
ledu). Po uplynuti 10 minut byla skli¢ka s preparaty vyndana z denatura¢niho roztoku, lehce
osusena a ihned na bylo kazdé naneseno 10 ul pfipravené sondy, poté byly preparaty zakryty
krycim skli¢kem, které bylo upevnéno gumovym cementem. Hybridizace probihala alespon

12 hodin ve vlhké komurce pii 37 °C.

Nasledovné byla skli¢ka oplachnuta v roztoku 50 % formamidu/ 2x SSC (pH 7) pfi 45
°C na 4x5 minut. Poté promyta v roztoku 2x SSCT pti 37 °C na 4 X 2 minuty, a nakonec
v roztoku 4x SSCT (4x SSCT, 0,1 % Tween-20) na 5 minut pii pokojové teploté. Nasledovalo
blokovani ptfidanim 500 pl 2,5 % BSA na kazdé sklicko a jeho piisobeni 10 minut pii pokojové
teploté, poté detekce nanesenim 100 pl streptavidinu-Cy3 (1 pl streptavidin-Cy3 v 1 ml 2,5 %
BSA) na kazdé skli¢ko, pfilozeni kryciho sklicka a inkubace na 1 hodinu. Po uplynuti jedné
hodiny byla skli¢ka s preparaty oplachnuta v roztoku 4x SSCT na 3 x 5 minut pfi pokojové
teploté. Pro zesileni signalu bylo na kazdé sklicko naneseno 500 pul 2,5 % BSA a vzorky byly
inkubovany pii pokojové teploté ve tmé 10 minut. Poté byl vzorek inkubovan s 50 pl biotinem
znacenym anti-streptavidinem ve tmé pii 37 °C po dobu jedné hodiny S ptfilozenym krycim
sklickem a nasledné oplachnuto v 4x SSCT pii pokojové teploté 3 x 5 minut. Preparaty byly
znovu blokovany 500 pl 2,5 % BSA po dobu 10 minut pii pokojové teploté a poté na né bylo
jednotlivé naneseno 100 pl streptavidin-Cy3 s dobou piisobeni jedné hodiny. Nakonec byla
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sklicka oplachnuta 4x SSCT na 3 x 5 minut, po ¢emz nésledovalo barveni chromozomt DAPI
(koncentrace 0,5 mg/ml), jako montazni médium bylo pouzito DABCO (1 ul DAPI + 60 ul
DABCO na kazdé skli¢ko). Preparaty byly pfikryty krycim sklem, které bylo k podloznimu
sklu fixovano prahlednym lakem. Preparaty byly pozorovany fluorescencnim mikroskopem
Zeiss Axioplan 2 microscope, snimky byly potizeny CCD kamerou (F-view, Soft Imaging
System GmbH, Miinster, Germany) v ¢erno-bilém rozliseni a nasledné obarveny v programu
Adobe Photoshop CS4 (light blue pro DAPI, red pro Cy3).

TRAP assay

Kur€eni aktivity telomerazy specifické k (TTAGG), sekvenci byla vyuzita
modifikovana qRT-PCR zvana TRAP (telomerase repeat amplification protocol) dle
Korandova et al. (2014). Obecny princip metody je popsan v publikaci Fajkus (2006) a jeji
schéma je znazornéno na Obrazku 4. Metoda spociva v amplifikaci produktti telomerazy
pomoci PCR. Pouzity TS forward primer (5'-AAGCCATCGAGCAGAGTT-3") slouzi jako
substrat pro telomerazu, ktera tento primer prodluzuje o repetice (TTAGG)n. Pocet piidanych
repetic je kvantifikovan pomoci gReal-time PCR, a to pomoci kombinace TS primeru a Bm-
CXa reverse primeru (5’-GTGTAACCTAACCTAACC-3’). Reak¢ni roztok o celkovém
objemu 25 pl sestaval z 5 pg proteinového extraktu; 0,5 pl (100 pmol/ul) TS primeru; 0,5 pl
(100 pmol/ul) Bm-CXa primeru; 12,5 ul Xceed qPCR SG 2x Mix (IAB); doplnéno vodou na
pfislusny objem. Reakce probihaji na 96-jamkovych mikrotitracnich desti¢kach v duplikatech
v cycleru CFX96 BioRad Real-time PCR systém. Elongace telomerazou probiha pii inkubaci
pfi teploté 30 °C po dobu 60 minut. Reakéni profil je 30 sekund pii 95 °C, 90 sekund pti 60
°C, 35 cyklu. Zaznamenavany jsou ct-hodnoty (cycle of treshold, tzn. cyklus, kdy dochazi
k exponencialnimu nartstu flourescence nad hranici pozadi reakce). Jako negativni kontrola
byl vzorek s inaktivovanou telomerazou $tépenim s 1 pg/ul DNase-free ribonuclease A

(ptisobeni pii 37 °C na 20 minut).
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1. Extenze TS primeru telomerickymi repeticemi pomoci telomerazy (30 °C, 60 minut inkubace)

na budné ovyrarniénod sekvencl nased: telomerdca

.
[5'—MGCCAT{X3AGCAGAGTI'—3' |TTAGG | TTAGS |'I'I'AGG |'I'I'AGG

2. Syntéza komplementarniho fetézce za uiti Bm-Cia primeru

TS primer

{5'—AAGCCATCGAGCAGAG’I‘I’— 3 ]TI'A{':G | TTAGG o TTAGG ETTAGG TTAGG (TTAGG

Brm-Cxa primer

[ 3 -CCCAATCCAATCCAATETG-S' }

3. PCR amplifikace & akumulace fluorescentniha signalu

R

Obr. 4: Jednoduché schéma pribéhu TRAP assay.
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4 Vysledky

V ramci mé bakalatské prace bylo odchyceno a zpracovano celkem 37 druhii broukt
(Tabulka I1), nicméné vzhledem k omezenému mnozstvi nékterych zastupci ne vsechny
vybrané druhy byly podrobeny v§em analyzdm. Vysledky distribuce telomerickych sekvenci
byla sledovana na podklad¢ fylogenetického stromu ziskaného z publikace Hunt et al. (2007).
Cela jména zastupct jsou uvedena na Obrazku 2 (kapitola 3.1).

Tab. Il: Seznam testovanych druhié brouki na piitomnost TTAGG/TCAGG telomerické sekvence.

Vysvétlivky: (+) znaci pozitivni signal, (-) znac¢i negativni signal, a = testovano metodou TRAP, b = testovano
metodou southern blot, ¢ = testovano metodou dot blot, d = testovano metodou FISH.

PODRAD NADCELED  CELED DRUH (TTAGG), (TCAGG)n
Adephaga Carabidae C. granulatus © ¢ Q) )
Polyphaga Staphylinoidea  Leiodidae Agathidium sp. &2 ¢ ) )
Scarabaeoidea  Geotrupidae A. stercorosus &b ¢d () )
Lucanidae S. cylindricum @b () )
Bostrichoidea  Ptinidae P. pectinicornis ¢ (+) ()
G. aequinoctinale > (+) )
Elateroidea Elateridae H. niger &b:¢ (+) ()
A murinus b ¢ (+) )
Lampyridae L. splendidula ¢ (+) )
Curculionoidea  Anthribidae P. resinosus ¢ (+) )
Curculionidae C. tuberculosus *° (+) )
S. granarius ¢ d Q) ()
I. typographus & ¢ (+) )
0. sulcatus © ¢ ) )
Chrysomeloidea Chrysomelidae  D. semicuprea ¢ (+) ()
C. crassus P (+) )
C. maculatus ¢ (+) )
Z. subfasciatus ® () (+)
Cerambycidae ~ R. mordax ¢ (+) )
L. nebulosus ¢ Q) )
Cucujoidea Silvanidae O. surinamensis ¢ (+) )
Cucujidae C. cinnaberinus ¢ (+) (+)
C. capensis &b ¢ (+) Q)
Endomychidae M. cruciata ® (+) )
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Monotomidae ~ R. simplex ¢ (+) )

Cleroidea Melyridae Dasytes sp. *° () (+)
Cleridae T. elongatus " © ) )

Trogossitidae  T. limbatus ®© Q) (+)

Tenebrionoidea Mycetophagidae M. quadriguttatus ¢ () )
Pyrochroidae  P. coccinea ¢ ) (+)

Salpingidae V. ruficollis ¢ Q) (+)

Tenebrionoidae  T. castaneum b ¢ ) )

T. confusum ¢ ) +)

T. mollitor b & @ Q) )

P. ratzeburgi > ¢ Q) )

B. reticlatus ¢ () )

C. unicolor &P Q) )

4.1 Distribuce (TTAGG)n a (TCAGG)n sekvenci pomoci dot — blot hybridizace
Prvni experimenty v rdmci mé bakalaiské prace byly provadény pomoci hybridiza¢ni
metody dot-blot. Touto metodou bylo otestovano celkem 36 vzorku, pficemz kazdy ze vzorkt
byl podroben jak testu s (TTAGG)s sondou, tak s (TCAGG)n sondou (Obrazek 5). Co se tyce
podiadu Polyphaga, u prvnich dvou nadéeledi — Staphylinoidea a Scarabaeoidea nebyla
detekovana ani jedna z testovanych telomerickych sekvenci. Naproti tomu Bostrichoidea a
Elateroidea vykazuji pozitivitu pro (TTAGG)n u vSech testovanych zastupci a nepfitomnost
sekvence (TCAGG)n. U Curculionoidea nebyla sekvence (TCAGG)n nalezena, kdezto
sekvence (TTAGG)n byla detekovana u tfech z péti testovanych zastupcu (P. resinosus, C.
tuberculosus a I. typographus), u dvou zastupcu (S. granarius a O. sulcatus) je tedy sekvence
neznamd. U nadceledi Chrysomeloidea a Cucujoidea byly detekovany hybridizacni signaly
obou sekvenci, u zastupct C. cinnaberinus a M. cruciata byly oba tyto hybridiza¢ni signaly o
stejné intenzité. Zastupci Cleroidea a Tenebrionoidea naopak konzistentné vykazuji ztratu

sekvence (TTAGG) a jeji nahradu sekvenci (TCAGG)n.
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Agathidium sp.
Anoplotrupes stercorosus
Sinodendron cylindricum

Gibbium aequinoctinale o

Ptilinus pectinicornis (s ]
Hemicrepidius niger .
Agrypnus murinus .
Lamprohiza splendidula
Platyrhinus resinosus .
Cionus tuberculosus .

Sttophilus granarius
Ips typographus
Otiorhynchus sulcatus

Donacia semicuprea (

Callosobruchus maculatus o

Zabrotes subfasciatus (.
Rhagium mordax .
Leiopus nebulosus .

Cucujus cinnaberinus . .

Cryptolestes capensis .
Mycetina cruciata o o
Rhizophagus simplex .

Oryzaephilus surinamensis ’
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Staphylinoidea

Dasytes sp.

Tillus elongatus
Thymalus limbatus
Mycetophagus quadriguttatus
Pyrochroa coccinea
Vincenzellus ruficollis
Tenebrio mollitor
Bolitophagus reticlatus
Palorus ratzeburgt
Tribolium confusum
Tribolium castaneum

Corticeus unicolor

ADEPHAGA:

Carabus granulatus

® o000

Obr. 5: Série vysledki z hybridizace dot-blot. Prvni z dvojice hybridizaénich signal je vzdy pro telomerickou
sekvenci (TTAGG)n, druhy pro (TCAGG).. Svisla ¢ara oznacuje jednotlivé nadéeledi broukd podiadu
Polyphaga, jako posledni v fadé¢ je uveden zastupce z podiadu Adephaga C. granulatus.
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4.2 Southern blot

Metodou navazujici na dot-blot hybridizaci byl Southernuv blot, ktery byl provadén
jednak pro potvrzeni vysledki dot-blot hybridizace, ale zejména pro zjiSténi charakteru
hybridiza¢nich signalt.. V prvnim kroku byla hybridizace provedena se sondou (TTAGG),, a
to u 27 ziskanych druhii broukd z 9 riznych nad¢eledi (Obrazek 6). Kromé nékterych zastupct
Tenebrionoidea, odpovidala pfitomnost ¢i nepfitomnost sekvence vysledkim ziskanym
pomoci metody dot-blot. Charakter a distribuce hybridiza¢nich signalti ma Siroky rozsah (od
piiblizné 50 kb do 1 kb) telomerickych délek u vétSiny testovanych zastupct. Vyjimku tvoii
P. resinosus, u kterého je vétsina hybridiza¢niho signalu lokalizovana do oblasti kolem 25 kb
a C. cinnaberinus, jehoz hybridiza¢ni signaly jsou naopak lokalizovany do oblasti kolem 50
kb. Nekteii zastupci z nadceledi Tenebrionoidea (P. coccinea, V. ruficollis, T. mollitor, B.
reticlatus, P. ratzeburgi, T. confusum, T. castaneum) piekvapivé vykazali (TTAGG)n
pozitivitu, a to navzdory jiz publikovanym vysledkim (Mravina¢ et al., 2011). Z toho divodu
jsem u téchto druhti Southernovu hybridizaci provedla i se sondou (TCAGG),, kdy
hybridizace s obéma sondami byla provadéna paralelné v ramci jednoho experimentu
(Obrazek 7). Porovnanim vysledkli je patrné, Ze charakter hybridizacnich signald (tj.
distribuce signalu) u obou sond je obdobny, nicméné intenzita signalu u sondy (TTAGG)n je

vyrazn¢ slabsi, coz patrn€ naznacuje nespecifické nasedani v piipad¢ sondy.
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Agathidium sp. Staphylinoidea

Anoplotrupes stercorosus

Scarabaeoidea
Sinodendron cylindricum

- Gibbium aequinoctinale Bostrichoidea
[ XS O il pectinicomis

Agrypius murinus

W Hemicrepidius niger Elateroidea
» Lamprohiza splendidula
. - Platyrhinus resinosus
@ Ips typographus Curculionoidea

Sitophilus granarius
Donacia semicuprea
Cryptocephalus crassus
Callosobruchus maculaws | Chrysomeloidea

Leiopus nebulosus
- Cucujus cinnaberinus | Cucujoidea

Tillus elongatus

Cleroidea
Thymalus limbatus
Mycetophagus quadriguttatus
Pyrochroa coccinea
Vincenzellus ruficollis
Tenebrio mollitor Tenebrionoidea

Bolitophagus reticlatus
Palorus ratzeburgi
Tribolium castaneum
Tribolium confusum

Corticeus unicolor

Obr. 6: Série southern bloti. Vzorky po hybridizaci s (TTAGG), sondou. Svisla ¢ara oznacuje jednotlivé
nadceledi.

TTAGG TCAGG

Pyrochroa coccinea
Vincenzellus ruficollis
Tenebrio mollitor
Bolitophagus reticlatus
Palorus ratzeburgi
Tribolium castaneum
Tribolium confusum
Pyrochroa coccinea
Vincenzellus ruficollis
Tenebrio mollitor
Bolitophagus reticlatus
Palorus ratzeburgi
Tribolium castaneum
Tribolium confusum

10 kb

1kb

Obr. 7: Southern blot pro porovnani hybridiza¢nich signali. Vzorky zastupct z nadéeledi Tenebrionoidea
byly hybridizovany nejprve s (TTAGG), sondou (vlevo) a poté s (TCAGG), sondou (vpravo).
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4.3 FISH
Hybridiza¢ni metody byly na zavér doplnény metodou FISH, pomoci niz se da blize
rozhodnout, zda hybridizacni signaly 1ze charakterizovat jako telomerické, ptipadné
subtelomerické, ¢i se naopak jedna o signadly mimo oblast telomer. Metoda FISH byla
provedena s obéma sondami, ale z divodu nedostupnosti materialu jen u nékolika vybranych
zastupcu: C. granulatus, A. stercorosus, T. mollitor. U druht I. typographus, O. sulcatus a S.

granarius byla FISH provedena pouze se sondou (TTAGG)n (Obrazek 8).

Pro obé¢ testované telomerické sekvence byli negativni C. granulatus (Adephaga,
Carabidae) a A. stercorosus (Polyphaga, Scarabaeoidea). Zastupci nadéeledi Curculionoidea
S. granarius a O. sulcatus testovani pouze na ptitomnost (TTAGG)n byli taktéz negativni,
naproti tomu u I. typographus ze stejné nadceledi byly (TTAGG)n hybridizacni signaly na
konci chromozomu detekovany. Zastupce T. mollitor (Tenebrionoidea) pak vykazoval
hybridiza¢ni signaly s (TCAGG)n sondou v oblasti telomer a absence hybridiza¢nich signalt
v ptipadé sondy (TTAGG)n u tohoto zastupce dosvéd¢uje nespecifické nasedani sondy u

hybridiza¢nich metod dot-blot a Southerntiv blot.
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Obr. 8: FISH chromozomovych preparati z gonad dospélych broukl, hybridizované s (TTAGG), i (TCAGG),
sondami (Gervené hybridizaéni signaly), chromozomy barvené DAPI (modré), méfitko 10 um. (a) Anoplotrupes
stercorosus, metafazni bivalenty bez hybridiza¢niho signalu (TTAGG),. (b) Anoplotrupes stercorosus
metafazni bivalenty (2n=24) bez hybridiza¢niho signalu (TCAGG)». (c) Carabus granulatus diplotene,
chromozomy bez hybridiza¢niho signalu (TTAGG),. (d) Carabus granulatus prometafaze, chromozomy bez
hybridizaéniho signalu (TCAGG)s. (e) Sitophilus granarius metafazni chromozomy bez hybridizaéniho signalu
(TTAGG)n sondy. (f) Otiorhynchus sulcatus prometafaze, bez hybridiza¢niho signalu (TTAGG),sondy. (g) Ips
typographus diakineze, s hybridiza¢nimi signaly (TTAGG),sondy na konci chromozomu. (h) Tenebrio
mollitor jadro ve fazi pachytene, bez hybridiza¢niho signalu (TTAGG), sondy. (i) Tenebrio molitor metafaze
(n=17), s hybridiza¢nimi signaly (TCAGG)x sondy na konci chromozom?l.
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44 TRAP

Poslednim z cilii prace bylo ovéfit funkénost telomerazového mechanismu pro danou
sekvenci. Z davodu nedostatku materialu byla metoda provadéna pouze se zaméfenim na
sekvenci (TTAGG)n. Pritomnost ¢i nepfitomnost aktivity telomerazy byla urena na zakladé
pfitomnosti/nepfitomnosti ct-hodnoty. Ackoliv jednim z plivodnich planti bylo ovéfeni
specificnosti reakce k dané sekvenci zaklonovanim a osekvenovanim produkti TRAP,
z divodu technickych obtizi nebyla tato ¢ast prace finalizovana. Nicmén¢ vysledky, které jsem

touto metodou ziskala (Tabulka III), pIn¢€ odrazeji vysledky ziskané hybridiza¢nimi metodami.

Tab. 111: Vysledky analyzy TRAP pro jednotlivé druhy brouki, (+) znaci aktivni telomerazu k sekvenci
(TTAGG)n, (-) znadi inaktivni/absentni (TTAGG), specifickou telomerazu.

NADCELED DRUH (TTAGG) AKTIVITA
TELOMERAZY
Staphylinoidea Agathidium sp. O]
Scarabaeoidea Anoplotrupes stercorosus O]
Sinodendron cylindricum O]
Bostrichoidea Ptilinus pectinicornis (+)
Elateroidea Hemicrepidius niger (+)
Agrypnus murinus (+)
Lamprohiza splendidula (+)
Curculionoidea Platyrhinus resinosus (+)
Ips typographus (+)
Cionus tuberculosus (+)
Chrysomeloidea Donacia semicuprea (+)
Cryptocephalus crassus (+)
Rhagium mordax (+)
Leiopus nebulosus O]
Cucujoidea Mycetina cruciata (+)
Rhizophagus simplex (+)
Cleroidea Dasytes sp. O]
Tenebrionoidea Mycetophagus quadriguttatus O]
Pyrochroa coccinea O]
Corticeus unicolor O]
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5 Diskuze

Tato prace navazuje na jiz n¢kolik publikovanych studii zaméfenych na telomerickou
sekvenci u fadu broukt (napi. Okazaki et al., 1993; Sahara et al., 1999; Frydrychova a Marec,
2002; Vitkova et al., 2005; Mravina¢ et al., 2011). Prvni zastupci broukt se objevili zhruba
pfed 285 miliony let a predstavuji tak velmi starobylou a heterogenni skupinu hmyzu
zahrnujici pies 400 000 popsanych druhu, GspéSné obyvajicich rizné biotopy (Hunt et al.,
2007). I ptes jejich obrovskou diverzitu u nich byla objevena pro hmyz spole¢na ancestralni
telomericka sekvence (TTAGG)n (Vitkova et al., 2005), nicméné jak se jevi na zakladé
ptredchazejicich studii a taktéz mych vysledk, tato sekvence byla v evoluci broukti mnohokrat
ztracena a nahrazena bud’ sekvenci (TCAGG)n nebo dosud neznamym telomerickym motivem
(Frydrychova a Marec, 2002; Mravina¢ et al., 2011). Jak bylo prokazano v predeslé studii
(Korandova et al. 2014) a v souladu s mymi vysledky z TRAP analyzy, tato sekvence je
pravdépodobné soucasti dosud funkéniho telomerdzového systému specifického k sekvenci
(TTAGG)n, a neni tedy jen pouhym nefunkénim evolu¢nim reliktem po ztraceném typu

telomerazy a jeji telomerické sekvenci.

Pro interpretaci mych vysledkt lze ziskana data rozsifit o vysledky jiZz publikované
(Tabulka I) a 0 genomova data poskytnuta Mgr. Vratislavem Peskou, PhD. (Biofyzikalni istav
AV CR vBmé) zahrnuta v piiloze (Tabulka V). Ucelené udaje jsem pak zasadila do
kladogramu brouku (Obrazek 9) z publikace Hunt et al. (2007).

Fylogeneticky nejstarsi ¢eledi z mnou testovanych broukt je Carabidae, s tim, Ze na
zaklad¢é mych vysledki se konzistentné jevi, ze tato celed’ spolu s nad¢eledémi Staphylinoidea
a Scarabaeoidea (Polyphaga) postrada ob¢ testované telomerické sekvence (Tabulka I1).
Naproti tomu, vétSina zastupcti zahrnutych v genomové databazi (Tabulka IV) ze skupin
Carabidae a Staphylinoidea vykazuje pfitomnost (TTAGG)n ve svych genomech a lze
diskutovat bud’to o raznorodosti telomerické sekvence vV ramci danych skupin, ptfipadné o
kvalit¢ genomovych dat. Scarabaeoidea v souladu s mymi vysledky v genomové databazi

vykazuji negativitu.

U dvou mladsich a blizce ptibuznych vétvi Bostrichoidea a Elateroidea (dale jen
Polyphaga) byla detekovana pfitomnost hmyziho (TTAGG)s pentameru, nicméné u nékolika
zastupcu Elateroidea (Photinus pyralis, Photinus sabulosus) zanesenych v genomové databazi
doslo ke ztraté této repetice a U nad¢eledi Curculionoidea tento trend voln¢ navazuje (zde

testovani S. granarius a O. sulcatus; z databaze Anthonomus grandis, Dendroctonus
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ponderosae postradajici tuto sekvenci). U nadceledi Chrysomeloidea a Cucujoidea tak lze
pozorovat nepravidelnou distribuci obou telomerickych sekvenci, objevuje se zde totiz i
nov¢jsi (TCAGG), telomericka sekvence (u zastupcu C. cinnaberinus a M. cruciata jsou
pravdépodobné obé sekvence zaroven). Nepravidelnost distribuce ziejmé souvisi s vysokou
mirou diverzifikace téchto skupin broukti. A nakonec dvé z nejmladsich nadceledi Cleroidea
a Tenebrionoidea charakterizuje telomericka sekvence (TCAGG)n (data této studie; Mravinaé
et al. 2011), nicméné lIze si vSimnout (Tabulka IV), Ze ne zcela vSichni zastupci
Tenebrionoidea ji vykazuji (napt. Gridelliopus subsquamosus, Melambius mideltensis).
Permian: Triassic | Jurassic | Cretaceous :Paleog.iNeo

'  p———————

TTAGG(-)/TCAGG(%)

TENEBRIONOIDEA
TTAGG(-)/TCAGG(#)

CLEROIDEA
TTAGG(-)/TCAGG(+)

CUCUIJOIDEA ‘ TCAGG(x)/TTAGG(%)
TTAGG(+)/TCAGG()

CHRYSOMELOIDEA
TTAGG()/TCAGG(£)

T CURCULIONOIDEA™ ~~ 77
TTAGG(£)/TCAGG(-) TTAGG(£)/TCAGG(-)

ELATEROIDEA
TTAGG()/TCAGG(-)

TTAGG(+)/TCAGG(-)

. .
---------- .- BBl

SCARABAEOIDEA ‘
TTAGG(-)/TCAGG(-) TTAGG(-)/TCAGG(-)

~_ %219421119
ormae

é—:"{{—‘: s

.....................

STAPHYLINOIDEA TTAGG(z)/TCAGG(-)
: e TTAGG()/TCAGG(-)
POLYPHAGA ] LR ———— |
ADEPHAGA 4 2195_,,,3_59 : : :
20722063 -t

] L22z08 168 ot —a : :

| N BN B B N N .

Mya 260 220 180 140 100 60 20
Obr. 9: Kladogram ptevzaty z publikace Hunt et al. (2007), upraveny a doplnény o testované druhy
Vv zastoupeni ptislu§nych nadiadud, resp. ¢eledi v ptipadé Carabidae, a jejich telomerické sekvence (barevné
odliené vétve symbolizuji umisténi skupin v kladogramu). Prerusované vodorovné ¢ary oddéluji skupiny lisici
se v distribuci telomerickych sekvenci (TTAGG), a (TCAGG);, psané vpravo vzdy ¢erné, (-) znaci absenci dané
sekvence, (+) znadi piitomnost dané sekvence, (£) poukazuje na obojetné signaly v ramci dané skupiny. Cisla

odkazuji na stafi jednotlivych ¢eledi v milionech let.
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Telomericka hmyzi sekvence (TTAGG)n je povazovana za ancestralni telomerickou
sekvenci pro ¢lenovce, nicméné, jak je dolozeno ptikladem broukli, mira distribuce této
sekvence nemusi byt v ramci hmyzu, ¢i dokonce celych ¢lenovct, tak rozsifena, jak se dosud
predpokladd. Vzhledem ke zcela zasadnimu postaveni telomer v biologii buiky, lze
spekulovat o tom, jakym zplsobem je umoznén ptfechod od jednoho telomerického typu
k druhému, aniz by to buiice a danému organismu pfinaselo fatalni nasledky. Jednou
zmoznosti je paralelni & ob¢asné vyuzivani alternativnich mechanismi (Capkova
Frydrychova a Mason, 2013). Ptikladem miize byt amplifikace subtelomerickych elementii
vyskytujici se u kvasinek (Lundblad a Blackburn, 1993) nebo genova konverze, ktera je jako
zalozni mechanismus popsana u ¢loveéka, D. melanogaster ¢i rostlin rodu Cestrum (Dlaska et
al., 2013; Capkova et al., 2009; Fajkus et al., 2005). Alternativu retrotranspozice pak
reprezentuje nejen zastupce motylu B. mori (Sasaki a Fujiwara, 2000), ale i zde testovany
brouk T. castaneum (Osanai-Futahashi a Fujiwara, 2011). Zaroven je tedy nutné na tomto
misté podotknout, ze detekovana telomericka sekvence (TTAGG)n/(TCAGG)n hybridiza¢nimi
metodami jesté nemusi nutné znamenat aktivni telomerazu (vyjma potvrzenych druhti v ramci
TRAP). Ve hie je nepochybné nékolik dosud neobjevenych zplsobd udrzovani telomer ¢i

kombinaci zpiisobii jiz objevenych.

Vsechny tyto poznatky svadi k ideji, Ze by bylo nesporné zajimavé uskute¢nit podrobnéjsi
studie struktur telomer a mechanismu jejich udrzovani zahrnujici riizné zastupce napfic celym
fadem broukd. Piredevsim zduraznit kontrast struktury telomer u dynamicky se vyvijejicich
nadceledi z podiadu Polyphaga (napt. Curculionoidea, Chrysomeloidea ¢i Tenebrionoidea) a

u primitivnéjSich vzacnych podiadi Archostemata a Myxophaga.
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6 Zavér

Zavérem lze shrnout, Ze se v ramci této prace potvrdilo, jak jsou telomery u brouki
z pohledu telomerické sekvence DNA nejednotné. U nejstarSich skupin Carabidae,
Scarabaeoidea a Staphylinoidea dochazi ke ztraté telomerické hmyzi sekvence (TTAGG)n,
alternativni sekvence nebo mechanismus udrzujici telomery u nich zlstava nedefinovany. O
néco mladsi blizké nadceledi Bostrichoidea a Elateroidea si (TTAGG)n sekvenci zatim
povétsinou ponechavaji na rozdil od pocetné skupiny zahrnujici Curculionoidea, kde je tato
sekvence postupné ztracena a u Chrysomeloidea a Cucujoidea postupné nahrazovana sekvenci
(TCAGG)n. U nejmladsich nadéeledi Cleroidea a Tenebrionoidea je telomericka sekvence

(TCAGG)n vykazovana u vSech zde testovanych zastupcu.
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8 Priloha

Tab. IV: Databize genomovych dat poskytnutd Mgr. Vratislavem PeSkou, PhD., sefazeni odpovida
fylogenetickému stromu dle publikace Hunt et al. (2007), (+) znaéi ptitomnost telomerické sekvence
(TTAGG nebo TCAGG), (-) znaci absenci telomerické sekvence (TTAGG nebo TCAGG).

PODRAD NADCELED CELED DRUH TTAGG TCAGG
Adephaga Carabidae Tetracha sp. ©) )
Selenophorus alternans ) )
Miquihuana rhadiniformis (+) ()
Pseudamara arenaria (+) )
Bembidarenas sp. (+) )
Bembidion chilioperyphus (+) )
Bembidion eupetedromus (+) )
Bembidion orion (+) ()
Bembidion castor (+) )
Bembidion flohri (+) ()
Bembidion laponiccum ) ()
Bembidion subfusum (+) )
Bembidion aeruginosum (+) )
Bembidion breve ¢) )
Bembidion laxatum ) )
Bembidion lachnophoroides +) )
Bembidion obscuripenne ) )
Bembidion ulkei ) ¢
Bembidion clemens (+) )
Bembidion scenicum (+) )
Bembidion musae (+) )
Lionepha casta (+) )
Lionepha chintimini (+) )
Lionepha erasa ) )
Lionepha lindrothellus (+) )
Pogonus chalceus *) Q)
Dytiscidae Stictotarsus aequinoctialis (+) )
Polyphaga Staphylinoidea Silphidae Nicrophorus orbicollis (+) )
Staphylinidae  Adranes taylori (+) )
Carpelimus sp. ) )
Aenictocupidus jacobsonorum +) )
Mimaenictus wilsoni (+) ()
Weissflogia rhopalogaster (+) ()
Dalotia coriaria (+) )
Earota dentata (+) )
Diploeciton nevermanni (+) )
Deinopsis erosa (+) )
Dorylogaster longipes +) )
Ecitomorpha arachnoides (+) ()
Ecitophya simulans (+) )
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Scarabaeoidea

Elateroidea

Buprestoidea

Curculionoidea Curculionidae

Chrysomeloidea Cerambycidae

Cucujoidea

Scarabaeidae

Lampyridae

Buprestidae

Coccinellidae

Drusilla canaliculata
Ecitoglossa quadriceps
Platyusa sonomae
Tetradonia laticeps
Labidoglobus nevermanni
Labidopullus appendiculatus
Pseudomimeciton antennatum
Oxypoda opaca
Sceptobius lativentris
Coproporus ventriculus
Oryctes borbonicus
Chrysina resplendens
Popillia japonica
Canthidium sp.
Onthophagus taurus
Pachysoma endroeydi
Pachysoma striatus
Ellychnia corrusca
Lucidota atra

Lucidota punctata
Phausis reticulata
Photinus australis
Photinus brimleyi
Photinus carolinus
Photinus cooki

Photinus indictus
Photinus macdermotti
Photinus obscurellus
Photinus pyralis

Photinus sabulosus
Photinus scintillans
Pyractomena angulata
Pyractomena borealis
Pyractomena marginalis
Pyropyga decipiens
Aquatica lateralis
Photuris frontalis

Agrilus planipennis
Anthonomus grandis
Sitophilus oryzae
Dendroctonus jeffreyi
Dendroctonus ponderosae
Hypothenemus hampei
Phymatodes lengi
Xylotrechus colonus
Anoplophora glabripennis
Eriopis connexa
Harmonia axyridis
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(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
()

()
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
()

()
)
(+)
(+)
(+)
)
(+)
(+)



Tenebrionoidea Meloidae

Tenebrionidae

Nephaspis sp.

Hycleus cichorii

Hycleus phaleratus
Lagriinae gen.
Gridelliopus subsquamosus
Loensus sp.

Melambius mideltensis
Phylacinus fisheri
Tribolium castaneum

(+)

()
(+)
(+)

(+)
(+)
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