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1. Uvod

1.1. Pohlavni chromosomy

VétSina mnohobustnych organism rozmnoZzujicich se sexué&lmé oddlena pohlavi. Draha,
ktera vede kvyvoji jedince &tého pohlavi, miZze byt spu$ha bul’ faktory prostedi, nebo
genetickym signalem, takovyto gen je pak obvyklalzovan na pohlavnich chromosomech.

Existuji dva zakladni systémy pohlavnich chromosom to XX/XY s heterogametickymi
samci a WZ/ZZ s heterogametickymi samicemi. Od obysténd pohlavnich chromosoimexistuji
rizné p&etni varianty vetrg systému, kde chybi heteromorfni chromosom Y nehoT#kovym
extremistou, co se ptu pohlavnich chromosaimtyce, je bezpochyby ptakopysRrnithorhynchus
anatinus, ktery ma pt pam pohlavnich chromosoim DalSim takovym fkladem niize byt termit
Incistermes schwarz, u néjz pohlavni chromosomy (8 p@rtvori polovinu vSech jeho chromosém
(Charlesworth a Charlesworth 2005).

Pohlavni chromosomy vznikly v evoluctkolikrat nezavisle virznych skupinach organigsm
Predpoklada se, Ze se vyvinuly z paru autosona rEmz se objevila alela determinujici pohlavi.
Dulezitym momentem v evoluci pohlavnich chromosiobyla restrikce rekombinace v okoli genu
determinujiciho pohlavi. Postupse na chromosomech hromadily geny vyhodné proojedilavi a
nevyhodné pro to druhé a dochazelo k n@z&ini nerekombinujiciho Useku, protoze bylo vyhodné
aby takovéto geny byly ve vazls genem determinujicim pohlavi. Restrikce rekomténve svém
disledku vedla k degeneraci a genetické erozi chromddV a Y. Ty ¥tSinou obsahuji pouze malo
aktivnich gefi, velké mnozstvi nahromanalych repetic¢asto jsou heteromorfni a z vel&désti tvaené
heterochromatinem (Lucchesi 1999, Charlesworth arl€sworth 2005).

1.1.1. Mechanismy degenerace chromos@W a Y

Absence rekombinace&asti nebo na celém heteromorfnim chromosomu vealeukulaci
mutaci. Vzhledem k tomu, Ze alely gem pivodnich autosofh se na chromosomu W a Y nikdy
neocitnou v homozygotnim stavu, iiepbi zde selekce proti Skodlivym recesivnim mutadiiavic
geny na&chto chromosomech maji v populaiktat mérg kopii nez geny na chromosomech X a Z a
Ctytikrat mérgé nez geny na autosomech. Geny &&hto chromosomech maiji tedy snizenou efektivni
velikost populace, a tim padem zdézm dochazet k fixaci negativnich mutaci geneticldniftem.
Tyto jevy vS8ak sami o seébnedokdzi vysktlit rychlost degenerace heteromorfnich chromogom
dilezitou dlohu zde hraji i dalSi procesy jako je Midva rohatka, selekce na pozadi, Hill-
Robertsoiv efekt a evoluni ,svezeni® (“hitchhiking”) (Charlesworth a Chasleoth 2000).

Teorie Mdllerovy rohatky popisuje jev, kdy v popoich o konéné velikosti dochazi
k nahodnym ztratdm chromosamkteré obsahovaly nejmé&mutaci. V systému, kde chromosom

s menSim mnozstvim mutaci ni&e vzniknout Bhem rekombinace, je tedy jedinou Sanci



na obnoveni chromosomu s malym ¢ mutaci malo pravgodobny vznik zgtné mutace
(Charlesworth 1996, Chrarlesworth a Charleswor®020

Teorie evoldniho ,svezeni* (“hitchkining”) popisuje fisob fixace negativni alely, ktera je
v tésné vazh s rekterou vyhodnou alelou. Vzhledem k tomu, Ze na etosomech W a Y neprobiha
crossing-over, rize se tento jev uplatnit u vSech jejich giemento proces vsak di#funguje pouze
v piipadech, kdy na jednom chromosomu neni vice negativmutaci, pokud ovSem vyhodné alela
neni selektovana tak sinZe gekona snizeni fitness igobené negativnimi mutacemi (Charlesworth
1996, Chrarlesworth a Charlesworth 2000).

Selekce na pozadi oznge proces, kdy mignhvyhodna mutace @iZe byt fixovana pouze
v piipads, Ze se nenachazi &sné vazb se Skodlivou mutaci. Jinakceno v nerekombinujici oblasti
heteromorfnich chromosamse niize selekci fixovat pouze takova vyhodna mutacedakeeySuje
fitness jedince vice, nez o kolik ho snizi Skodlintutace v téZze oblasti (Charlesworth 1996,
Chrarlesworth a Charlesworth 2000).

Hill-Robertsortiv efekt je jev podobny Miiller@érohatce a selekci na pozadi, ty Ize &Gtého
Uhlu pohledu povaZovat za specialni varianty HdbRrtsonova efektu. Tento jev se tyka alel, && n
pusobi pouze slaba selekce a které jsou ve &azlinteraguji spolu. V takovémiipads si alely
navzijem brani vtom, aby ta vyhodna z nich bylaowéna, zatim co ta SkodlivA eliminovana
(Chrarlesworth a Charlesworth 2000).

DalSim zdrojem degenerace pohlavnich chroméséha Y je akumulaceiznych repetic. Jak
mobilni elementy, tak tandemové repetice &mpostg Sii v oblastech, kde neprobiha crossing-over
a odkud tudiz nemohou byt pomoci rekombinace oasiga Navic na & na chromosomech W a 'Y
pasobi nizsi selalni tlak (Charlesworth 1991, Steinemann a Steinen2@@5).

1.1.2. Genova konverze na Y chromosomitlovéka

PrestoZze pohlavni chromosomy W a Y obsahuji ¢cméamnoZstvi repetic adznych
pseudogein nachazi se na nich i nezanedbatelné mnoZzstviiietk geri, které se kuli absenci
rekombinace nemaji jak zbavovat mutaci, a jsou tegpdstat odsouzeny k zaniku mechanizmy
uvedenymi v pedchozi kapitole. &hem evoluce se proto prajgbdobré vyvinuly mechanismy
umoziujici opravu funknich geri v nerekombinujici oblasti heteromorfnich chromogom

Skaletsky a kol. (2003) objevili v nerekombinujioblasti lidského Y chromosomu 8
rozsahlych palindrofh Tyto palindromické sekvence maji ramena dlouh&@dddp do 1,45 Mbp,
ktera jsou od sebe od&ldna mezernikovymi sekvencemi o délce 2-170 kbfindamy obsahuji ve
vice kopiich ®kolik geni, které se exprimuji vyhradrve varlatech. Jednotliva ramena palindiiom
v nich obsaZzené kopie gervykazuji vysokou miru identity (99,9-100%). Paliachické sekvence
tedy v evoluci pravépodobr vznikly genovou duplikaci a jejich vysoky stuipdhomologie je

udrzovan pomoci genové konverze. Ta tak zarsleuzi k gipadné opra¥ mutované alely na alelu



puvodni. Genova konverze vSak satf®me neni srdrovany &, takze niize dochazet i k ogaému
procesu, kdy z jedné divoké alely a jedné mutoweaméknou dw alely mutované.

Podobné palindromické sekvence byly nalezenyrimdii. Rozen a kol. (2003) naskkolik
palindromi ortolognich k&m lidskym u Simpanze &enlivého Pan troglodytes), Simpanze bonobo
(Pan paniscus) a gorily Gorilla gorilla). Tyto palindromy tedy prawgodobre vznikly uz u
spole&ného pedkacloveéka, Simpanze a gorily. U Simpanze, kde byly palinady osekvenovany celé,

bylo navic potvrzeno, Ze i zde dochazi ke genovééuzi.

1.2. Pohlavni chromosomy motyi

Pro tad Lepidoptera je charakteristicky velky ¢gd malych uniformnich holokinetickych
chromosonm a chromosomalni teni pohlavi typu WZ, coz znamena, Ze heteroganéepdhlavi je
samti. Cela skupina vSak nema jednotny systém pohlaveliitomoson, ale objevuji se zdeizné
numerické varianty, jako YW,Z/ZZ (nag. u populace 8tconoSe Orgyia thyellina z oblasti
Naganuma, Yoshido a kol. 2005b) nebo MZZ17:7,7Z, (nag. u populace martik& Samia cynthia,

Z oblasti Nagano, Yoshido a kol. 2005b). Existajeé varianta Z0/ZZ, ta fiie vzniknout druhotnou
ztratou chromosomu W, jako je tomu hap miry Orthosia gracilis (Traut a Marec 1996) nebo u
martin&e Samia cynthia ricini (Yoshido a kol. 2005b). Zaroiige vSak tento systém povaZzovan za
puvodrgjSi, protoze se nachazi u primitivnich diumotyli jako je nap. chrostikovnikMicropterix
calthella (Traut a Marec 1997). Navic byl systém pohlavnétitomosoni Z0/ZZ prokazan i u
sesterské skupiny chrosiikTrichoptera (Marec a Novak 1998). Chromosom Wikianevolucifadu
Lepidoptera az u spairého pedka skupin Dytrisia a Tischeriina, ty vSak zahir@§% znamych
druhi motyli. V sowasné dob existuji d¥ hypotézy o vzniku tohoto chromosomu. Podle jedné
chromosom W vznikl z autosomu, jehoz homolog zf@evaivodnim chromosomem Z. Druhé teorie
piedpokladd, Ze tento chromosom vznikl z B chromos(lrnhtanov 2000, Traut a kol. 2007).

W chromosom motyl je prevazré tvoren heterochromatinem. Zatim vSak neni mnoho
informaci o molekularnim sloZeni tohoto chromosor®emoci metody komparativhi genomové
hybridizace (CGH) sizr¢ znaenou sarti a samii DNA bylo zjiS&€no, Ze chromosom W obsahuje
dva typy sekvenci. Jedna se o W-specifické sekvensekvence nachazejici se i jinde v genomu,
které se na chromosomu W akumulovaly. Boendistribucedchto dvou tyf sekvenci jsou druhev
specifické, nap vysoky podil W specifickych sekvenci byl z§iStu zavij€e mowného Ephestia
kuehniella, naproti tomu takovéto sekvence térmhybi u bource morusovéhBombyx mori (Traut a
kol. 1999), a liSi se i u blizcgipuznych drufi (Vitkova a kol. 2007). festoZe v roce 2004 byl &wa
skupinami nezavisle osekvenovan genom bource meéb®oB. mori, v obou pipadech si pro
sekvenovani vybrali jedince saiho pohlavi, takZze W-sekvence zde chybi (Trautla2@07). Bylo
v8ak osekvenovano 14 W-specifickych Kkiorbakterialnich urdych chromosom (“Bacterial
Artificial Chromosome”; BAC) bource, které obsahlyvaizné mobilni elementy,fpvazi LTR a

non-LTR retrotransposony (Abe a kol. 2005).



Doposud bylo na chromosomu W nalezeno poikelik geni, je to feminizéni faktor Fem a
gen ovliviujici velikost vajéek Esd uB. mori, také je zde prawgodobr lokalizovan faktor zabijejici
samce u zavije Ephestia kuehniella. Zadny z nich v3ak neni osekvenovan netesp lokalizovan
(Traut a kol. 2007). W chromosom je vSak pipatiobré zdrojem¢asti malych RNA molekul, které
interaguji s Piwi proteinem (tzv. piRNA), ty jsouovériich bource moruSového produkovany jako
ochrana ped Sftenim mobilnich elemefitv zarodéné linii (Kawaoka a kol. 2008).

V samgtich interfaznich jadrech chromosom W iivbeterochromatinovélisko, tzv. sex-
chromatin. To je zvla8tdolie pozorovatelné v polyploidnich tikéch, které se u motylnachazi v
celérads tkani. Ve ¥tSiné burgk se vyskytuje jen jedno heterochromatinoslésko, které se zitSuje
se zvySujicim se stupm polyploidizace, a tedy s rostoucimépam kopii chromosomu W &lfsku.
Ve folikularnich a nutritivnich hitkach se v3ak nachazi celada malych heterochromatinovych
télisek. Pomoci autoradiograffél-thymidinu bylo zjis&no, Zze obsah DNA v heterochromatinovém
télisku koreluje s obsahem DNA v celém polyploidnindd¢. Z toho vyplyva, ZzZe
heterochromatinizovana DNA se replikuje se stejfreevenci jako ostatni DNA v liige (Traut a
Marec 1996).

Chromosom Z, na rozdil od chromosomu W, obsahuggrdnmnozZstvi gah Zajimavé je, ze
zde vSak prawipodobré nedochazi ke kompenzaci genové davky. Priikad o tom pinesli Johnson
a Turner (1979), kié zjistili, Ze u motyli Heliconius melpomene a H. erato je aktivita Z-
lokalizovaného enzymu 6-fosfoglukonat dehydrogerdmkrat ¥tSi u samé nez u samic. Podobn
tomu je i u genu T15 bource morusového, jehoz mR&A samce produkovana ve dvojnasobném
mnozstvi (Suzuki a kol. 1998). ZvySenou expresamd B. mori pozoroval i Koike a kol. (2003) u
11 ze 14 gein které se nalezli na Z chromosomu v oblasti gemk&tin. DalSi dva geny &y u obou
pohlavi srovnatelnou expresi a gen Bmlap (gen puaiep podobny leucyl aminopeptidaze) byl
dokonce u samic exprimovan vice. Nejrozsahlejflisha toto téma provedl Zha a kol. (2008). V této
praci sledovali expresi 579 gerokalizovanych na chromosomu Z bource moruSovBhamori
v riznych tkéanich. festoZze je mira exprese gen samé a samic zavisla na typu tk&ncelkové
vysledky prokazatethukazuji vySSi expresyetsiny gerii u samé.

PrestoZe neni zndma homologni oblast mezi pohlavdimimosomy W a Z mot§) béhem
meidzy dochazi k jejich parovani a tvérfynaptonemalniho komplexu (SC)uaB¥h tohoto procesu
byl studovan u zavife mownéhoEphestia kuehniella. U E. kuehniella jsou chromosomy W a Z zcela
nehomologni a navic majiznou délku (chromosom Z je delsi). Parovani potilaw bivalentu WZ
probihd v #kolika krocich. Zahajuje ho jedna koncowést latelarnich element(LE) obou
chromoson tim, Ze se k sabpiiblizi na z&atku pachytene, tedy opad@é v dok®, kdy jsou
autosomy uz zcela sparované. V dalSim kroku dojg@délnému filoZeni ac¢ast&nému parovani
obou LE o nestejnych délkach. V nasledujicim krokijde k obtéeni delSiho LE chromosomu Z
okolo kratSiho LE W chromosomu. Kamgm stadiem je stav, kdy dojde k vyrovnani délewhE,

tzv. ,synaptickému fizpisobeni“, za vzniku plnohodnotného SC (Marec a Ti&94)
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1.2.1. Pohlavni chromosomy obate jable¢ného Cydia pomonella

Modelovy druh mé prace, obalgableiny Cydia pomonella ma 28 pai holokinetickych
chromoson, které je mozno roztit podle velikosti do 5 skupin, z nichZ nejfmirgjSi jsou stedrg
velké chromosomy. Ma WZz/ZZ systém pohlavnich chreoma, charakteristicky pro &Sinu motyfi
skupiny Dytrisia. Chromosom Z je népgim elementem v karyotypu a je tea euchromatinem.
Naopak chromosom W je cely t®em heterochromatinem. Vysledky komparativni genainov
hybridizace (CGH) napovidaji, Zégvazré obsahuje nahromadé repetice z celého genomu (Fukova
a kol. 2005).

Pri sekvenovani mikrodisektovanych chromosom obal€e jabl&éného bylo nalezeno
nekolik typa sekvenci. Jednak byly nalezeny W-specifické setwelkteré se v genomu nachazi
v jedné (CpWS5) nebodkolika malo kopiich (CpW2). DalSi skupinu tilg sekvence nachazejici se
po celém genomu, ale obohacené na chromosomu W. (sekvence CpW27). Byly nalezeny i
sekvence obohacené na obou pohlavnich chromosanéské pevazr autosomalni sekvence.
VétSina takto ziskanych sekvenci nevykazovala Zadsignifikantni homologii s dosud znamymi
sekvencemi, algitsekvence byly homologni se znamymi LTR a non-L€&Rotransposony (Fukova a

kol. 2007).

1.3. Bakterialni umélé chromosomy

V souwasné dob existujerada vektotl, které mohou slouzit ke klonovani velkych fragnient
DNA. Nejstar§im takovym vektorem jsou kvasinkovéélédnchromosomy (YAC, “Yeast Atrtificial
Chromosome”), do kterych Ize zaklonovat DNA az delikosti 2 Mbp. Kvasinkové uuhé
chromosomy maji v8ak celdadu nevyhod, které &uji jejich vyuZiti. Mezi hlavni nevyhody pat
velké mnoZstvi chimerickych kldén(40-60%); ty mohou vznikat jak in vitratipligaci dvou fiznych
fragmentt do jednoho vektoru, tak i in vivo mezi &wa odliSnymi kvasinkovymi ughymi
chromosomy, které se nachazeji v jednéceu DalSi nevyhodouippraci s YAC klony je jejich
nestabilita a tendence k vggbvani velkycheasti inzeri. Znainy problém také zisobuje obtizna
izolace ¢istych unglych kvasinkovych chromosain Proto byla vyvinutafrada jinych systéin
vhodnych ke klonovani dlouhych Use®NA, které odstréuji vétSinu nevyhod YAC vektdr avSak
nedosahuji tak vysoké klonovaci kapacity. Jedeakavychto vektai je klonovaci systém zalozeny
na bakteriofagu P1 a odjrodvozeny PAC vektor (Monaco a Larin 1994).

Bakterialni undlé chromosomy (BAC, “Bacterial Artificial Chromosaf) predstavuji
v sowasné dob asi nejroz&ensjSi variantu k YAC vektarm. Jednd se o bakterialni klonovaci
systém, ktery je zaloZen na F-faktdgscherichia coli a umo#uje klonovat Useky DNA dlouhé az
300 kbp. V biice se nachazi vijedné aZz dvou kopiich a diky tomonibe dochazet kiznym

rekombin&nim prestavbam inzeiit jejich vysoka stabilita se tak gita mezi hlavni vyhody tohoto



klonovaciho systému (Shizuya a Kouros-Mehr, 20819sto se vSak véhaterych gipadech ukazalo,
Ze u inzerti, které obsahuji tandemové repetice, dochazi kardys delecim (Song a kol. 2001).

Kazdy bakteridlni chromosom obsahujgkalik dalezitych ¢asti, jako je klonovaci oblast
s restriknimi misty pro enzymy EcoRlI, Hindlll a BamHI, dglek CG-bohatou oblast s restfikm
mistem pro enzym Notl, kteryihe slouZit k pipadnému vy$peni inzertu. DalSi nepostradatelnou
¢asti BAC vektoru je misto s patkem transkripce oriS, které spolu s lokusy papatB a repE
udrZuje vektor v jedné kopii na tku. VétSina bakterialnich ustych chromosor také obsahuje gen
pro chloramfenicolovou rezistenci a gen frgalaktosiddzu, vémz se nachézi klonovaci misto a
umo#iuje tak vyuziti modrobilé selekce (Shizuya a Kouvtehr 2001).

Prvni bakterialni udly chromosom vytviili Shizuya a kol. (1992). Tento vektor nazvany
pBAC108L v3ak jedt neobsahoval gen pio-galaktosidazu. Selekce vekiona gitomnost inzei
musela byt tudiZz provéda misto kultivaci na mediu obsahujicim X-gal pom&oloniové
hybridizace. V nasledujicich letech vznikla cédéla tiznych BAC vektoit. Nagiklad Frijters a kol.
(1997) wytvdili vektor nazvany pECBACI1, ktery na rozdil odt$iny bakteridlnich uglych
chromosom obsahuje restridni misto pro enzym EcoRI pouze v klonovaci obla3timoci misté
specifické mutageneze se jim péittaodstranit dalSi takové restiiki misto, které se nachazi v genu
pro chloramfenikolovou rezistenci.

Prestoze bakterialni ugté chromosomy skytafadu vyhod, maji i sva negativa. Jednim z nich
jsou nizké vyzky pri izolaci BAC DNA zpisobené malym pitem vekto@i v hostitelské biice.
Tento problém vieSili Wild a kol. (2008) vytvienim BAC vektoru, u #hoz je mozno regulovat
pocet kopii. Vektor pBAC/oriV obsahuje kraioriS jesS¢ dalSi péatek replikace oriV, ktery je pod
kontrolou proteinu TrfA. Gen pro tento protein &3my kmeri E. coli chybi, za normalnich okolnosti
je tudiz tento pehtek replikace inaktivni. Spolu s vektorem pBACYorje poteba do buék
transformovat i vektor nesouci mutovanou alelu gefA jejiz produkt vede ke zvySeni ga kopii
plasmidi s oriV, pod kontrolou araCsRsap promotoru. Za normélnich podminek je tedy vektor
pBAC/oriV v kaZzdé biice pouze v jedné kopii, pokud vSak do médi@dmne L-arabindzu, dojde
k transkripci mutantni alely trfA a k navySeni kiopéktoru.

Prestoze Tao a Zhang (1998) prokazali, ze ke kloniofragment o velikosti az 310 kbp Ize
vyuzit tradénich plasmidovych vektér bakterialni urdlé chromosomy jsou dodnegldzitym typem
vektoru pro klonovani dlouhych UsePNA a vyuZiva se jich v cel@ds riznych aplikaci.

V sowasné dob existuje rkolik genomovych BAC knihoven od zastdpi&du Lepidoptera.
Pati mezi r&¢ dvé knihovny bource morusovérgombyx mori (Wu a kol. 1999), dale pak knihovna
liSaje tabadkovéhdlanduca sexta a dalSich (Wu a kol.fjpravovano do tisku). Tyto knihovny uz byly
vyuzity kfad cytogenetickych studii, jako identifikace chromawsoW u bource morusového (Sahara
a kol. 2003), sestaveni karyotyBaombyx mori (Yoshido a kol. 2005a), studium syntenie iyéBahara
a kol. 2007) a studiem evoluce genomu (Yasukockdla pfipravovano pro tisk). K dispozici je i

genomova BAC knihovna obalke jabl&ného (viz. kapitola 3.2.), kterou jsem vyuZzila we $raci.
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2. Cile préace

V sowasné dob se v cytogenetickych studiich stale vice vyuziviagkterialni unslé
chromosomy (BAC), které je mozné metodou BAC-FISHkalizovat gimo na chromosomech
studovaného druhu. Tuto metodu Ize vyuzit v mngbl&acich, nap. pro identifikaci jednotlivych
chromosoml a sestaveni karyotypu, pro mapovani tgem analyzu jejich syntenie srovnanim
cytogenetickych mapifibuznych drub a pro studium evoluce karyotyp

Hlavnim cilem mé magisterské diplomové prace bwselektovat pomoci molekularnich
markenf z BAC knihovny obal&e jabl&ného,Cydia pomonella, BAC klony odvozené z pohlavnich
chromosom a pomoci metody BAC-FISH je vyuzit pro analyzwiktary pohlavniho chromosomu
W, lokalizaci W-specifickych sekvenci DNA &ipadré sestaveni cytogenetické mapy chromosomu
W. DalSim cilem bylo pomoci vybranych W-BAC a Z-BAKlont s vhodnou lokalizaci zjistit
vzajemnou orientaci pohlavnich chromosopti parovani Bhem meiotické profaze | a potvrdit
vyvratit tak hypotézu o nespecifickém parovani anwsontt W a Z jako dsledku absence homologie
mezi nimi.

Pro selekci BAC kloh z BAC knihovny obalée jabl&ného jsem pouzilaftit typy
molekularnich markér pohlavnich chromosoim izolovanych v ramci idvéjSiho i sodasného
vyzkumu nasi laborate: (1) d¥ sekvence DNA specifické pro chromosom W (CpW2 aAMSp
Fukova a kol. 2007, 2009), (2}yii sekvence ortolay geni, lokalizovanych na chromosomu Z u
jinych druhi motyli (Provaznik 2008, Nguyen 2009) a (3yfi repetitivni sekvence obohacenych na
chromosomu Z (Sichova 2009). &fh tkolem mé prace bylo téZ prodlouZetiii® kratké sekvence
CpWS5 (93 bp) pomoci inverzni PCR s cilem ziskaBidaiformace o této jediné unikatni sekvenci

chromosomu W a rozd tak jeji vyuziti jako W-specifického molekulahd markeru.



3. Material a metody

3.1. Hmyz

Veskeré pokusy byly provédy na laboratornim kmeni Krym-61 obé&tejabléného Cydia
pomonella). Larvy byly chovany na usité straw pii teplot 26-28°C a fotoperiad16 hodin sétlo a 8
hodin tma. Podrobnosti oipodu tohoto kmene a jeho chovu jsou uvedeny v pragiova a kol.
(2005).

3.2. Prohledavani BAC knihovny obalée jableénéhoC. pomonella

Genomova BAC knihovna obdle jabl&ného, ktera je k dispozici v laboré#itd..G. Neven
(Yakima Agriculture Research Laboratory, Wapato,A)Shyla konstruovana v laboratoH.-B.
Zhanga (GENEnder Genomic Resources Laboratory, Texas A&M Univerdiipllege Station, TX,
USA). Pro jeji tvorbu byl pouzit vektor pECBACL1 {jEers a kol. 1997). Knihovna sestava z 18 432
klona o praimérné velikosti 140 kbp, coZz odpovida zhrutigindsobku genomu obélke jabl&ného

(pti odhadované velikosti genomu ob@egies 600 Mbp; F. Marec, Ustni&eni).

3.2.1. Riprava sond podle Wspecifickych sekvenci

BAC klony jsem z genomové knihovny ob&geselektovala podle W-specifickych sekvenci
CpW2 (acc. No. AM292090) a CpW5 (acc. No. AM29209Eukova a kol. 2007)Casti &chto
sekvenci byly amplifikovany z genomové DNA olimlgabl&éného pomoci polymerazovégzové
reakce (PCR). Pro amplifikaci 401 bp dlouhého Usakaekvence CpW2-EcoRlI (acc. No. ET203621)
(Fukova a kol. 2009) jsem pouzila primery CpW2-9%4--TTC TCA CAT ACC CCG ATG GT-3))

a CpW2-1354R (5°-TGC TTT CTC GGG ATA ACG TC-3") emmamlifikaci 83 bp Useku z CpW5
sekvence primery F13 (5°-TGG TAT GTG GGA TTG GAATT-3") a R95 (5°-AGG AGT GTA
AAT TTA ACC AGT GAT C-3)).

Reakni snes o celkovém objemu 20 pl obsahovala 1x Taq puftUaExTag HS DNA
polymerazy (Takara, Shiga , Japonsko), 50 uM kazdB¥iTP, 500 uM kazdého z prinie(Generi
Biotech, Hradec KralovéCeska Republika) a 100 ng sa&mgenomové DNA. PCR reakce byla
provadna za nasledujicich podminek:¢atni denaturace 3 mintip95°C, poté 35 cykl s €mito
kroky - denaturace 20 gi4°C, annealing 20 sip50°C, extenze 20 ip72°C - a za¥recna extenze
3 min @i 72°C.

Znaeni sond alkali-labilnim digoxigeninem probihalo stejnych podminek, pouze reak
smés obsahovala mistabnych nukleotid smés 80 uM dGTP, dATP a dCTP, 52 uM dTTP a 28 uM
AL-DIG-dUTP (Roche Diagnostics GmbH, Mannheingnecko) a jako templat byl pouzit 1 ng PCR
produktu.



3.2.2. Vlastni prohledavani BAC knihovny

Prohledavani genomové knihovny oliglgabléného probihalo v rAmci staze v laboiato
Lisa G. Neven (Yakima Agriculture Research Labargt&Wapato, USA), které jsem séastnila
spolené s Magdou Vitkovou. BAC klony jsme selektovaly paéiech tiznych markek: (1) dvou W-
specifickych sekvenci CpW2 a CpW5; @ytech Z-lokalizovanych geén (3) ¢tytech Z-obohacenych
repetic.

BAC klony byly selektovany pomoci hybridizace sondgnaené alkali-labilnim
digoxigeninem s specialni, Hybond=Nylonovou membranou (Amersham Biosciences, Pigesta
NJ, USA), na které byly nanesenyédkopie od kazdého klonu knihovny (tzv. “high-depsBAC
colony filter”). Filtry byly pred pouzitim skladovanyipteplot -80°C.

Membranu jsme nejprve inkubovaly 1 hodinu v prefdibacnim roztoku (1 M NacCl, 5x
Denhardt, 0,5 % SDS, 40% formamide, 10 mM Tris-ldGiH 7,6, 1 mM EDTA) fi teplot 42°C.
Hybridizace probihalaips noc i 42°C v roztoku, ktery & stejné sloZeni jako prehybridigd pufr,
ale navic obsahoval 200 ng denaturované sondy.

Po hybridizaci jsme filtr promyly dvakrat po 5 mtagh v odmyvacim pufru | (2x SSC, 0,1%
SDS ) i pokojové teplot a poté dvakrat po 15 minutach v odmyvacim pufr¢QIBx SSC, 0,1%
SDS) i 68°C. Nasled#é jsme membranu kratce oplachly v mycim roztoku%®;Byveen 20, 25 mM
Tris-HCI, 0,2 M NaCl, pH 7,5) a 30 minut az 1 hadimkubovaly @i pokojové teplat v blokovacim
roztoku (5% odtinéné suSené miléko, 25 mM Tris-HCI, 0,2 M NaCl, pH)7Boté néasledovala
inkubace s protilatkou proti digoxigeninu konjugaea s alkalickou fosfatazou (Roche Diagnostics),
ktera bylaredéna v blokovacim roztoku v pafru 1: 10 000. Rebyt&nou protilatku jsme odstranily
promytim filtru v mycim roztoku dvakrat po 5 minabapi pokojové teplot. Poté jsme membranu
oplachly v dete&nim pufru (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, pH 9,5) a&inbovaly 5 minut se substratem
alkalické fosfatazy CDP Star (Roche Diagnostics).

JelikoZ sondy byly zn#né alkali-labilnim digoxigeninem, mohla byt memiaépo jeho
odstragni pouZzita pro dalSi hybridizaci. Nejprve jsmerfittplachly v miliQ vod, aby se odstranil
substrat CDP Star, a néasledoyl inkubovéan v ,stripovacim” roztoku (0,2 M NaO#K,1% SDS) f
37°C po dobu dvakrat 15 minut. Poté byla membranyta 5 minut v 2x SSC a usklagira pro dalSi
pouziti.

Pritomnost CpW2 respektive CpW5 fragmentu ve vyselaktych BAC klonech byla
ovérena pomoci PCR reakce, ktera byla prénadza stejnych podminek jako amplifikagehto
fragmenti z genomové DNA (viz. kapitola 3.2.1.), pouze jakoplat slouzilo 10 ng vyizolované

BAC DNA. Fragmenty DNA byly analyzovany na 3% agarém gelu.

3.2.3. Odé¢itani vysledki
18 432 klori BAC knihovny obalée jabl&ného je rozé8leno do 48 destek po 384 jamkéch.

“Highdensity colony filter”, pomoci ¢hoZz bylo prova#no prohledavani knihovny, je roddn na Sest
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sekci, z nichz kazda obsahuje klony z osmi dekstknihovny (obr. 1a). Kazda sekce obsahuje 384
¢tvereiki uspdadanych do 24 sloupa 16fad, které odpovidaji slouglaim (1-24) aradikim (A-P)

v jednotlivych destikdch. Jednotliv&tvereky se skladaji z osmitenych klori (vZzdy jeden klon

z kazdé destky v dané sekci), iixéemz kazdy klon je veétvereku zastoupen dvakrat. Jednotlivé

kopie kloni jsou vectverci umistny tak, aby je jejich vzajemné poloha umoznila ifikovat.

BAC klon, ktery hybridizoval se sondou, se po Betea membré® objevil jako dvojteka.

Podle toho, v jaké sekci se signal nachazel a [ghé umistni dvojtetky ve ¢tverci, bylo mozné

rozpoznat destku BAC knihovny, ve které se dany klon nachazi (@ix. 1b). Umisini klonu na

destice potom odpovida umésti étveretku s jeho signalem v dané sekci.

I
desttky 1-8

Il
desttky 9-16

1]
destitky 17-24

v
destiky 25-32

Vv
desteky 33-40

\
desttky 41-48

A O M|
~N| oo o N
g1l w| o
QO N N| W

la 1b

Obr. 1. Schéma “high density colony filter"a) Rozmis¢ni jednotlivych sekci a jim odpovidajicich
destéek na filtru. p) RozmisEni kloni ve étvereku sekce |¢islo oznéuje desitku, ze které klon
pochazi, v dalSich sekcich je poloha Kiove ¢tverci stejnd, pouze pozice klonu z désti ¢. 1

odpovida pozici klonu z degky ¢. 9 atd.

3.3. Izolace BAC DNA

BAC DNA jsem izolovala metodou alkalické lyze z beri@lni kultury gstované v LB médiu
(1% pepton, 0,5% kvasmy extrakt, 0,5% NaCl) s 12,5 pg/ml chloramphenikgaies noc §i teplog
37°C. Po ochlazeni na ledu jsem kulturu centrif@g@y{3000 g, 10 min, 4°C) a pellet resuspendovala
ve stejném objemu TEG pufru (50 mM glukdéza, 10mMTRRD 25 mM Tris-HCI, pH 8). Poté jsem
piidala dvojnasobny objem alkalického roztoku SD2 (@,NaOH, 1% SDS)igdelfatého na 37°C a
1,5-nasobek objemu 3 M octanu draselného, pH 51&s3sem promichala a inkubovala 15 minut
v -80°C. Vzniklou srazeninu jsem odstranila centydci (5000 g, 20 minut, 4°C) a k supernatantu
jsem gidala 0,6 nasobek objemu isopropanolu. Roztok jpemmichala a centrifugovala (12 000 g,
10 min). Pelet jsem rozpustila v TE pufru (0,01 kisIHCI, 1 mM EDTA, pH 8,0).
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Abych ze vzorku odstranila kontaminaci RNA, inkubtav jsem ho 1,5 hodinyiip37°C
s 200 ug/ml RNazy A. Zroztoku jsem poté BAC DNAiaglovala metodou fenol-chloroform-
isoamylalkoholové extrakce (viz kapitola 3.4.3). DMyla nakonec rozpuita v takovém mnozstvi
TE pufru, aby jeji koncentrace byla alesd®0 ng/pl.

Pozdji jsem BAC DNA izolovala za pomoci soupravy Qiagetasmid Midi Kit (Qiagen,
Venlo, Holandsko) podle navodu pro izolaci BAC DNAredeného na internetovych strdnkéch

vyrobce.

3.4. Fluorescefini in situ hybridizace (FISH)

3.4.1. Riprava chromosomalnich preparati

Preparaty meiotickych chromosénmpro fluoresceéni in situ hybridizaci (FISH) jsem
piipravovala “spreading” metodou na histologické yhmte podle postupu v praci Sahara a kol.
(1999). Ovaria jsem vypitvala ve fyziologickém razti pro Ephestia (0,9% NaCl, 0,042% KCl,
0,025% CaGl 0,02% NaHCG). Materidl jsem fixovala 15 minut ve fixadzi Carndgtanol-
chloroform-kyselina octova, 6:3:1). Po fixaci jsewvéria fenesla do kapky 60% kyseliny octové na
podloZznim skle &sténém v kyselém etanolu (1% HCI v 96% etanolu) a maada pomoci
wolframovych jehel. Bezpragdre po maceraci jsem provedla rozptyl materialu nalgodm skle
pomoci histologické plotynky z#éfité na 45°C. Hotové preparaty jsem odvodnila v abtené fack
(70% - 80% - 100%, po 30 witrach) a skladovalaip-20°C do dalSiho pouZziti.

3.4.2. Zn&eni sondy

Jako sondu pro FISH jsem pouZivalacareu BAC DNA. Zn&eni jsem provatla metodou
tzv. Nick translace. Reahi snes, kterd obsahovala 50 ngDNA, dNTPs (50uM kazdého aZ na 14
uM dTTP), 35 uM fluorochrom-dUTP, 1x Nick Translation Mix (RochBiagnostics), jsem
inkubovala pes noc p teplot 16°C. Reakci jsem zastavila Zatim snési na 65°C po dobu 10 minut.
Jako zn#&ené nukleotidy jsem pouzivala duSpectrumGreen-dUTP (Vysis, Downers Grove, USA)
nebo Cy3-dUTP (GE Healthcare, Milwaukee, USA). JBIRA pro zna&eni sondy byla pouzita du
piimo vyizolovana BAC DNA nebo byla tato DNArg@ zn&enim namnozZena pomoci soupravy

illustra GenomiPhi HY DNA Amplification Kit (GE He#hcare), a to podle protokolu od vyrobce.

3.4.3. 1zolace genomové DNA pro vyrobu saftho kompetitora

Genomovou DNA jsem izolovala z dabjch samdé C. pomonella standardni fenol-
chloroform-izoamylalkoholovou extrakci. Materiaejg homogenizovala wedchlazenéieci misce
s tekutym dusikem. Poté jsem homogertéhpsla do extrakiho pufru (100 mM NacCl, 10 mM Tris-
HCI, 50 mM EDTA, 0,5% sarkosyl, 100y/ml proteinaza K) v posmu zhruba 0,3 g homogenétu na

10 ml pufru. Sms jsem inkubovalaies noc fi 37°C za stalého michani. Potom jsem k roztoku
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piidala RNazu A (10 pg na 1 ml extrdho pufru) a sk ponechala 1 hodinu inkubovatébpri
teplog 37°C.

Po zchladnuti na pokojovou teplotu jsem k roztokidagla stejny objem fenolu o pH 8. 8
jsem nechala zvolna promichavat po 30 minut a pet#rifugovat (5000 g, 15 minut, pokojova
teplota). Vrchni vodnou vrstvu s DNA jseniepesla do nové zkumavky. Fenolovou extrakci jsem
jesS€ jednou zopakovala. Poté jsem k horni wspvidala stejné mnoZzstvi sisi fenol-chloroform-
izoamylalkohol (25:24:1). Néslednjsem smis inkubovala 15 minut ip pokojové teplat a
centrifugovala (5000 g, 15 minut, pokojova teplotdjchni fazi jsem fenesla a doplnila stejnym
objemem chloroform-izoamylalkoholu (24:1). Nasledlav ogt inkubace 15 minut ip pokojové
teplo€ a centrifugace (5000 g, 15 minut, pokojova teplota

Po centrifugaci jsem k horni faziigala 0,1x objem 3 M octanu sodného a 0,7x objem
izopropanolu. Vzniklou si&s jsem promichavala, dokud z vysrdZzené DNA nevarkkibko. To jsem
pienesla do zkumavky se 70% etanolem a centrifugdd8@0 g, 10 minut, pokojova teplota). Pelet
jsem dvakrat promyla v 70% etanolu a poté jsem bohala oschnout. DNA jsem rozpustila v
takovém mnoZstvi TE pufru, abyrilplizna koncentrace DNA byla okolo 500 pfy/ Ziskana
vysokomolekularni DNA byla na z&wv fragmentovana sonikatorem, abych ji mohla pojekio

kompetitora do hybridizai snési pro FISH.

3.4.4. Vlastni provedeni fluoresceni in situ hybridizace (FISH)

Pro zamapovani ,BACového" inzertu na chromosomebhlase jabl&ného jsem pouzila
modifikaci fluoresceéni in situ hybridizace, tzv. BAC-FISH, dle protokols praci Sahara a kol.
(2003) modifikovaného podle protokolu pro kompamaitigenomovou hybridizaci (Traut a kol. 1999).

Pro gipravu hybridizani snesi pro jeden preparéat jsem smichala 300 ngem&a BAC DNA
(v ptipact sondy zn&ené fluorochromem SpectrumGreen jsem pouZivala rgf)Q desetindsobek
mnozstvi sondy sonikované sdnbDNA a 25ug sonikované DNA ze spermii lososa (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA). Poté jsemiigala 0,1x objem 3 M octanu sodného a 2,5x obje®%d0edového
etanolu. Hybridizéni smés jsem promichala a precipitovald p80°C po dobu 30-60 minut. Po
precipitaci jsem s@s centrifugovala (13 000 rpm, 4°C, 15 minut) a pistcaréni supernatantu jsem
pelet promyla fidanim 200ul ledového 70% etanolu a &épcentrifugovala za stejnych podminek. Po
odstragni veSkerého supernatantu a oschnuti pelétipgkojové teplot jsem hybridizéni snes
rozpustila inkubaci s bl 100% deionizovaného formamidu po dobu 30 miniuteplot 37°C. Poté
jsem smés doplnila 5ul 20% dextran sulfatu v 4x SSC. Sondu jsem dena#l@ao5 minut pi 90°C a
poté jsem ji ponechala alesp® minuty na ledu.

Béhem gipravy hybridiz&ni snesi jsem si pipravila a zdenaturovala chromosomalni
preparaty. Skla jsem vyjmula z -20°C a odvodniletanolovérad (ledovy 70% - 80% - 100%). Po
dokonalém oschnuti na vzduchu jsem na kazdy preparé@esla 10Ql 70% formamidu v 2 x SSC a

piikryla jsem ho krycim sktkem. Preparaty jsem denaturovala 3,5 mindty6°C a okamzit poté
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jsem je pontila na 2 minuty do ledového 70% etanolu, poté jskrkortila odvodréni v etanolové
fad® (80% - 100%, po 30 sekundach) a skla jsem ponadszhnout na vzduchu.

Na kazdy preparat jsem nanesla {dlOdenaturované sondy. Preparat jsem zakryla krycim
sklickem, jehoZz okraje jsem d&#nila kadukovym lepidlem Fixogum (Marabuwerke,é&idecko).
Preparéat jsem nechala hybridizovat 3 diiy3@°C v komirce navlktené 2x SSC pufrem.

Po hybridizaci jsem kryci skiko odmyla v 0,1x SSC/1% Triton X-10@i pokojoveé teplat a
nésledd jsem preparat promyla 5 minuti 2°C v 0,1x SSC/1% Triton X-100. Poté jsem prépar
podbarvila DAPI, a to tak, ze jsem ho nejprve inbedda 5 minut v PBS/1% Triton X-100 a potom 15
minut barvila v PBS/1% Triton X-100 s 0;m/ml DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole; Sigma-
Aldrich). Po obarveni jsem preparat promyla 5 mmn#BS/1% PhotoFlo (Eastman Kodak Company,
Rochester, USA) a 1 minutu v miliQ,8/1% PhotoFlo. Po oschnuti jsem na preparat naiésla
média zabraujiciho vyhasinani fluorescence — 0,2 M DABCO (didzabicyclo[2.2.2]octane, Sigma-
Aldrich); 20 mM Tris-HCI pH 8, 90% glycerol). Naken jsem preparat zakryla krycim gkiém,
jehoz okraje jsem @&snila bezbarvym lakem na nehty.

Preparaty byly vyhodnocovany na fluorestraim mikroskopu Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss
Jena, Nmecko). Obrazky byly snimany pomoci chlazené F-V@&RD kamery a programu AnalySIS
3.2 (Soft Imaging System, Minstergiecko). Ke zpracovani obrdzksem pouZivala program
Adobe Photoshop 7.0.

3.5. Prodlouzeni CpWS5 sekvence pomoci inverzni PCR

3.5.1. Southernova hybridizace

Southernova hybridizace slouZila k zjidit takovych restriénich enzyn, jejichz Stpenim
vznikne fragment DNA obsahujici CpW5 sekvenci odié® délce pro inverzni PCR.

BAC DNA byla Stpena restrinimi enzymy Afal (10 U/ul, Takara), BamHI (15 U/pul,
Takara), Hindlll (15 U/ul, Takara), Nspl (10 U/iNew England Biolabs, Ipswich, Velka Britanie),
Pstl (15 U/ul, Takara), Sspl (8 U/ul, New Englandl&bs) a Xbal (12 U/ul, Takara). Reak sn¥s o
objemu 10 pl obsahovala 1xigluSny pufr, 1 pul enzymu, 600 ng DNA a ifgads restriktaz Afal a
Xbal jeSt navic 0,01 % BSA. Reakce probihala 2 hodirty tpplo& 37°C. Poté byly enzymy
inaktivovany zabatim na 70°C po dobu 15 minut.

NasSe&pena DNA byla elektroforeticky roZkna na 1% agar6zovém gelu v TBE (45 mM Tris-
borat, 1 mM EDTA). Jako velikostni marker jsem ptauDNA Molecular Weight Marker 11, DIG-
labeled (Roche Diagnostics). Po elektroforéze WNA v gelu fragmentovana inkubaci v 0,25 M
HCI po dobu 15 minut. Poté nasledovala inkubaceéidtda5 minut v denatuéaim roztoku (50 mM
NaOH, 0,15 M NacCl) a dvakrat 15 minut v neutralizian roztoku (50 mM Tris-HCI, 0,3 M NacCl, pH
7,5).
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DNA byla z gelu penesena na nylonovou membranu Hybond N+ (GE Healthgomoci
kapilarniho penosu, ktery pobihaltes noc (nejménl5 hodin); jako fenosové médium jsem pouzila
20x SSC. Druhy den jsem membranu oplachla v 6x S®€hala ji oschnout a zafixovala ve
Stralinker UV crosslinkeru (Stratagene, La Jolla, TSA). Poté jsem membranu oplachla v 2x SSC
a nechala 1 hodinu prehybridizovat v roztoku DIG¥&lyb (Roche Diagnostics)ipteplog 42°C.
Hybridizace probihala ips noc pi stejné teplat v 10 ml roztoku DIG Easy Hyb se 100 ng
denaturované CpW5 sondy zeaé alkali-labilnim digoxigeninem ijprava sondy viz kapitola
3.2.1).

Detekci sondy jsem provéld stejrt jako pi prohledavani BAC knihovny (viz kapitola
3.2.2.). Chemoluminiscence byla snimana pomoci ®@mery LAS-3000 Lumi-lmager (Fuji Photo
Film Europe GmbH, Diisseldorf,éfhecko).

3.5.2. Inverzni PCR

Stpici reakni smés, kterd obsahovala 3 pg BAC DNA, 1x pufr pro dangym, 0,01 % BSA
a 1 pl enzymu (Afal nebo Xbal) v celkovém objemuQjsem inkubovala 3 hodinyigeplo® 37°C.
Reakce byla potéigiisténa pomoci Wizard SV Gel and PCR Clean-Up SysteronjBga, Madison,
WI, USA).

Ligacni reakce probihalaies noc i teplo€ 16°C. Reakni snés o objemu 500 pl, ktera
obsahovala 500 ng n&pené DNA, 1x pufr a 1750 U T4 DNA ligazy (Takaras@ Japonsko), jsem
poté ot precistila pomoci Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System

Jako templat pro vlastni inverzni PCR jsem poufilang DNA po ligaci, realni snes pak
dale obsahovala 1x pufr a 1 U ExTaq HS DNA polymer@akara), 50 uM kazdy dNTP, 500 uM
kazdy z primei (CpW5invF: 5-GGT TGC GGT TAC TTC CTG AGC CAC-TpWS5invR: 5°-TCC
CAC ATA CCA GCC TCG AGT CG-3'; Generi Biotech). PCRakce byla provama za
nésledujicich podminek: péteini denaturace 95°C 3 min, poté 35 éykldenaturaci 94°C po 30 s,
annealing 59°C po 30 s, extenze 72°C po 90 s§reéna extenze byla 5 mirrip72°C.

3.5.3. Klonovani a sekvenovani fragmeiitz inverzni PCR

Produkt z inverzni PCR byl separovan na 1% agakimogelu. Fragmenty ofiglusné délce
byly vyiiznuty a DNA byla vyizolovana pomoci Wizard SV Geld PCR Clean-Up System. Takto
ziskanou DNA jsem zaklonovala pomoci pGEM-T Easgt¥eSystem (Promega).

Ligatni reakci jsem nechala inkubovatep noc fi 4°C a druhy den jsem ji transformovala
kompetentni biky E. coli, kmen DH10B. Transformaci jsem prowal elektroporaci naifstroji
Electroporator 2510 (Eppendorf, Hamburginmiecko) pi napsti 12,5 kV/cm. Po elektroporaci jsem
buiiky nechala regenerovat 1 hodinki B7°C v LB médiu s 2% gluk6zou. Poté jsem je vgseh
plotny (LB médium, 2% agar, 100 pg/ml ampicilin035M isopropylp-D-1-thiogalactopyranosid, 35

mg/ml X-gal). Bilé kolonie jsem nasledltestovala naifitomnost inzertu pomoci PCR s univerzalnimi
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primery M13-26 (5"-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3") a M134 (5"-CGC CAG GGT TTT CCC
AGT CAC GAC-3"). Reaéni snes ve 25 ul obsahovala 1x pufr a 1 U ExTaq HS DNAymperazy
(Takara), 62,5 uM kazdého dNTP a 1 uM kazdéhomeii (Generi Biotech). Reakce probihala za
nésledujicich podminek: péteini denaturace 3 miniip94°C, poté 30 cyki s denaturaci 30 skip
94°C, ,annealingem” 30 sip57°C, extenzi 3 min ip 72°C; nakonec néasledovala 5-ti minutova
extenze za teploty 72°C.

Vybrané klony s inzertem o spravné velikosti jsgamnoZila ve 3 ml LB média se 100 pg/ml
ampicilinu (inkubace f&s noc g 37°C) a vyizolovala pomoci QlAprep Spin Minipr&it (Qiagen)
podle ndvodu od vyrobce. Sekveénareakci jsem provath pomoci BigDye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City,A)SSekvenaci jsem provéh jak s primery
M13-24 a M13-26, tak s @ma primery pro inverzni PCR. Regi snts o celkovém objemu 20 pl
obsahovala 3 pl RR mixu, 2 ul sekvénio pufru, 25 nM primer a 700 — 800 ng plazmid®MA.
Reakni podminky byly nasledujici: pateini denaturace 2 miniip94°C, poté 35 cykl s denaturaci
10 s i 94°C, “annealingem” 10 sip53°C (pro univerzalni primery) nebo 59°C (primemnp inverzni
PCR) a extenzi 3 mintipteplo® 60°C.

Ziskané sekvence jsem zpracovavala v programudiidEequence Alignment Edito€asti
sekvenci pochazejici z vektoru jsem vyhledavalaogramu BLAST v databazi National Centre for
Biotechnology Information (NCBI) pomoci funkce “wec contamination”. Upravené sekvence jsem
poté porovnavala s nukleotidovou databazi pomoacignamu BLASTN a po iglozeni do

aminokyselinové sekvence jsem je také porovnavplateinovou databazi pomoci BLASTX.
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4. Vysledky

4.1. Selekce klofi z genomové knihovny obake jable¢ného

BAC klony vyselektované z genomové knihovny obal@able&ného jsem ozr@vala podle
jejich umiséni v genomové knihovnobal&e, a to tak, Ze prvriisio v ndzvu odpovidéislu destky,
nésledujici pismeno &slo pak odpovidaji konkrétnimi@dku a sloupiku v dané destce. Celkem
bylo vyselektovano 54 BAC kldn paiet kloni vyselektovanych podle jednotlivych sekvenci je
uveden v tabulce 1.

Typ sekvence Patet vyselektovanych
BAC klona
W-specifické sekvenée 3
Period 2
Z-lokalizované | Kettin 2
geny Laktat dehydrogenaza 4
Topoizomeraza 4
Z-obohacené repetite 39

Tab.1l. Paity BAC klona, které byly vyselektovany podle jednotlivych tymsekvenci pomoci
koloniové hybridizace’Sekvence CpW2 a CpWS5 (Fukova a kol. 208@tology &chto ger izoloval

a mapoval u obate jabl&ného P. Nguyen, ktery téZipravil sondy pro hybridozaci (Nguyen 2009);
sondy ze sekvenci Cpz6, CpZ7, CpZ13 a CpZa&aveny dle prace Sichova (2009).

Sonda vyroben& podle CpW2 sekvence poskytla nabmétnpro prohledavani knihovny
jednu dvoijici velmi silnych signéJ kterd odpovidala klonu 23N12, a jednu dvojiangih signal, ta
paftila klonu 26J11 (obr.2).#Phybridizaci membrany se sondou podle CpW5 sekeataSlo opt
k hybridizaci klorii 23N12 a 26J11 giblizn¢ stejnou intenzitou signélu jakdiybridizaci s CpW2
sondou. Navic dalSi dvojici silnych sighd&e sondou dle CpW5 poskytl je&lon 25F22 (obr.3)

Pritomnost CpW2 a CpW5 sekvenci ve vyselektovanychCBWonech jsem asfovala
pomoci PCR. V BAC klonu 23N12 se potvrdiléitpmnost obou dvou sekvenci, avSakilpad
klonu 26J11 doSlo k amplifikaci pouze CpW5 sekveaeeklonu 25F22 se metodou PCR nepotvrdila
prfitomnost ani této sekvence (obr. 4), proto jsemimgot klonem v dalSich experimentech

nepokr&ovala.
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4.2. Mapovéani BAC kloni

Vyselektované BAC klony jsem mapovala na pachytenrdlenty obalée jabl&ného pomoci
metody FISH. Klon 23N12 poskytl po hybridizagikelik signali na chromosomu W. Signaly byly
témsi symetricky rozmiginy po celém chromosomu, dva byly ursist pobliz koné chromosomu a
dalSi ¢tyfi az Sest signél v zavislosti na stupni kondenzace chromosomunaehézelo v jeho
stredové oblasti (obr. 5 a 6). Na vice kondenzovargfaiomosomech v metaféazi | doSlo k splynuti
sttedovych signdl (obr. 8). Vinterfaznich jadrech byl signal jasnlokalizovany na
heterochromatinovémxlfsku, to vSak nebylo sondou naZemo zcela, ale jegast&né (obr. 7).
Naproti tomu BAC 26J11 na chromosom W hybridizojal velmi slal, srovnateld s ostatnimi
chromosomy, ale poskytl silny signal zhruba v jedbéting délky jednoho z homolognich @ér
autosond (obr. 9 a 10).

Ani jeden z BAC kloid, které jsem vyselektovala podle W-specifickychvegici, nebyl na
chromosomu lokalizovan tak, aby podk§ mohla byt uéena orientace chromosomu W a 3el by tudiz
vyuzit ke studiu parovani pohlavnich chromogoabalg&e jabl&éného Ehem meiosy. BAC klon
s takovouto lokalizaci jsem se proto snaZzila magtzi klony vyselektovanymi z genomové knihovny
obal&e Ivou Fukovou podle W-obohacené sekvence CpW27TC Blan W27-1 znéil v interfaznich
jadrech térsr celé heterochromatinovélisko (obr. 12), na pachytennich bivalentech tatods sice
hybridizovala s chromosomem W po celé jeho déleepabliz jednoho konce ttibsilny signal (obr.
11). Rozhodla jsem se proto tento klon vyuzit pralissm parovani WZ chromosdmNémeéla jsem
v8ak k dispozici dostataé mnozstvi DNA pro dalSi pokusy, v nasledujicigtpegimentech jsem
proto pouzivala pro ffpravu sondy DNA namnozZenou pomoci illustra GendnniFY DNA
Amplification Kit (GE Heathcare). Zda takto namnonaeDNA ma stejny hybridizai signal jako
pavodni BAC jsem ogtila pomoci kohybridizace sond z namnoZenéim@ vyizolované DNA BAC
klonu 23N12. FestoZe signal zelérenaené sondy byl slabsi, namnoZzeni DNA pomoci tohdto k

nijak nepozmninilo jeji hybridizani signél (obr. 13).

4.3. Studium péarovani pohlavnich chromosorin obalaie jableéného

K zjiSténi orientace chromosomu W jsem pouZzila vySe 2mirBAC klon W27-1, orientaci
chromosomu Z jsem &ovala pomoci klonu 33L16, ktery byl z genomové knity obalée
jableéného vyselektovan podle genu Kettin a kolega Peuyen ho lokalizoval nedaleko konce
chromosomu Z (Nguyen 2009). Na v3ech pachytenniehldntech WZ jsem pozorovala totozny
zpasob parovani chromosdma to takovy, Ze signadly W- a Z-BAC klbrieZzely na protilehlych
koncich bivalentu (obr. 14 a 15).

Zajimava byla také samotna hybridizace klonu 33L&bBo signal byl lokalizovan nejen na
chromosomu Z, ale vifslusné oblasti i na chromosomu W (obr. 14 a 15yviEatelnd intenzita
hybridizatnich signai tohoto klonu, izolovaného podle genu lokalizovaméta chromosomu Z

(Nguyen 2009), naziaje vysoky stupi& homologie v daném Useku mezi chromosomy Z a W.
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4.4. Prodlouzeni CpWS5 sekvence pomoci inverzni PCR

Jako templat jsem pouzila BAC klon 23N12. Pomamit8ernovy hybridizace jsem vybrala
restrikini enzymy, které vy&pi fragment s CpW5 sekvenci o optimélni délce.dgesti DNA jsem si
vybrala restiktazy Afal a Xbal, které vy¢puji fragment s CpW5 o délceilplizn¢ 1 kbp, respektive
1,3 kbp (obr. 16). Pomoci inverzni PCR se mi pidal@amplifikovat fragmenty o fislusné délce, jak
po Stpeni enzymem Afal tak Xbal (obr. 17). Fragmentyrjseaklonovala &ast&né osekvenovala.

CpWS5 sekvenci jsem prodlouZzila #ymdnich 93 bp na 688 bp, a to na jejim 3’koncioTat
sekvence obsahovala otewmy ¢teci ramec o délce 137 aminokyselin. Nevykazovaakvzadnou

homologii s jiZ znamou nukleotidovou nebo proteimosekvenci.
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5. Diskuse

5.1. Selekce BAC kloi pomoci molekularnich markeni pohlavnich chromosoni

V nasi laborath je v sowasnosti k dispozici celkem vice nez 60 BAC kiayselektovanych
podle sekvenci pohlavnich chromosombalee jableéného. 15 klofi vyselektovanla Ilva Fukova
podle repetice CpW27 obohacené na pohlavnim chromodV. DalSich 54 klohjsem vyselektovala
spolené s Magdou Vitkovou &hem stdze v laboratoL. G. Neven podle W-specifickych sekvenci,
Z-lokalizovanych geit a Z-obohacenych repetic. V této praci jsem se dabyvala pouze BAC
klony odvozenymi od pohlavniho chromosomu W. Z-BRIGny ziskané podle gérbyly vyuzity ke
studiu syntenie pohlavniho chromosomu Z v magikéesaci Petra Nguyena. Zbylé klony odvozené

od Z-obohacenych repetic budotegnttem dalSiho studia v nasi laborato

5.2. BAC klony odvozené z chromosomu W

Pri selekci BAC klori obsahujicich CpW2 sekvenci pomoci koloniové hyibade, jsem
ziskala dva pozitivni klony, ale pouze u jednohmich byla gitomnost CpW2 sekvence potvrzena
pomoci PCR. Podobna situace byla i se selekciikb@pW5 sekvenci, kde jsem po koloniové
hybridizaci ziskalait pozitivni klony, z nichZz u dvou bylaffpomnost této sekvence potvrzena PCR.
Tento rozdil nize byt zfisoben tim, ze vékterych BAC klonech, které obsahdfst dané sekvence,
chybi misto pro nasednuti jednoho z pritnexr PCR reakce tudiz néue probihat. Mnohem
pravdEpodobrjsi vyswtleni ovSem je, Ze zvolené hybridird podminky umoznili sondam
hybridizovat i s ne zcela homolognimi Useky.

U BAC klonu 23N12 byla zjigha gitomnost jak CpW2, tak CpW5 sekvenci. To poukazuje
na lokalizaci &chto sekvenci ve vzajemné blizkosti zhruba do \erd#ti 140 kbp, coz je {merna
velikost klonu v BAC knihové obal€e jabl&éného. Sekvence CpW2 vSak prapddobré bude
lokalizovéna je&t jinde v genomu, protoZe na rozdil od CpW5 sekvesgce genomu nachazi ve vice

nez jedné kopii (Fukové a kol. 2007).

5.2. Lokalizace vyselektovanych klot

BAC klon 23N12, ktery obsahuje jak CpW2, tak i CpVeBkvenci, poskytuje dkolik
hybridizatnich signal roztrouSenych té#ii symetricky po celé délce chromosomu W. JelikoZi maj
vSechny hybridizéni signaly podobnou intenzitu, jézké ukit, ktery z nich koresponduje s mistem
pavodu tohoto BAC klonu. Pra¥godobré se ale toto misto bude nachézet spiSeieeleté oblasti
chromosomu, protoze koncové signaly jsowwoonmért intenzivni. Za vSechny hybridigai signaly,
kterych v zavislosti na stupni kondenzace chromdsomhlo byt az osm, vS8ak nemohou odpovidat
homologie se sekvencemi CpW2 a CpWS5, protoZze tgfiovence se v genomu podle vysltédk

Southernovy hybridizace pragmbdobré vyskytuji pouze v jedné azech kopiich (Fukova a kol.
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2007). Nekteré hybridizani signaly tedy musi odpovidat mniist, kde se nachazeji jiné sekvence
obsaZené v tomto BAC klonu.

BAC klon W27-1, ktery byl vyselektovany podle Wedtacené repetice, sice hybridizoval
k chromosomu W po celé jeho délce, ale na jednomeikoytvaril vyrazny signdl. Ten pravgodobré
odpovid& mistuijpvodu klonu.

PrestoZe oba dva vySe zmifré BAC klony hybridizovaly k chromosomu W na vicéstach,
neozndily jednolit¢ cely chromosom, jak tomu je néidad pi hybridizaci W-BAC klori u bource
moruSovéhdombyx mori (Sahara a kol. 2003) nebo u #iéky pestréTaeniopygia guttata (Itoh a kol.
2008). Chromosom W obale jabléného nema tedy na rozdil od tohoto chromosomu uckou
moruSového homogenni slozeni, a tiegpo, Zze chromosomy W u oboéchto druli obsahuji
pievazré nahromadné repetice z celého genomu (Traut a kol. 1999p¥ala kol. 2005). f@stoze
vétSina W-BAC klorit bource moruSového zéiajednolit cely chromosom W, byl nalezen i klon
s odlisnym zpsobem hybridizace. BAC klon 20H9D u bource morubovéytvail na chromosomu
W tii klastry hybridiz&nich signal. Podob# jako u klonu 23N12 obate jabl&ného, jsou signaly
lokalizovany na koncich a veretiové oblasti chromosomu W (Yoshido a kol. 2007).

BAC klon 26J11 byl pomoci metody BAC-FISH lokakZm na autosom,ipstoZze byl
izolovan pomoci sekvence CpWS5, ktera je W-speddfigikukova a kol. 2007). &oli primery pouzité
pro PCR ov¥feni gitomnosti sekvence CpW5 poskytuji produkt jenomamisi DNA (lva Fukova,
ustni sdleni), pitomnost této sekvence bude pro jistotaba o¥fit sekvenovanim tohoto PCR
produktu. Pokud se potvrdfippmnost CpW5 sekvence, vy&lenim by mohlo byt, Ze v jeji blizkosti
se na chromosomu W nachazi sekvence akumulovaaatosomu. Je vSak mozné, ze zZninBAC
klon skuténé pochazi z autosomu a z BAC knihovny obeal@ble&ného byl vybran pouze na zakéad
neuplné homologie s CpW5 sekvenci. W specifické Bddy s CpW5 sekvenci by tedy bylo lepsi

selektovat podle prodlouZené varianty této sekvekteeou se mi poddo v rdmci mé prace ziskat.

5.3. Hybridizace DNA amplifikované pomoci polymeray ®29

ProtoZe jsem ne#ta k dispozici dostateé mnoZstvi BAC DNA z klonu W27-1, ktery jsem
chtla vyuzit pro studium parovani pohlavnich chromo$omusela jsem si tuto DNA namnozZit.
Pokusy o elektroporaci této DNA do kompetentniciméBUE. coli se ukézaly jako nel&né. Po
izolaci byly totiz ziskany klony s chyficimi ¢astmi inzent. K ¢asténé deleci mohlo dojit
v dasledku nestability BAC klol které obsahuji tandemové repetice (Song a kdl1R0/zhledem
k tomu, Ze chromosom W motyje bohaty natrzné repetitivni sekvence, je vysoce prpatiobné,
Ze i tento klon je fevazr tvoren repetitivnimi sekvencemi (viz Fukova a kol. 2p@alSim moznym
vyswétlenim je, Ze BAC DNA, kterou jsem pouzivala k ¢tekoraci, byla z velkéasti linearizovana
nebocasténé fragmentovana, takZze po transformaci doskwoslo viivem repakmich mechanizin

k ¢cast&nym delecim.
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BAC DNA jsem proto pro &ely péipravy sondy pro FISH amplifikovala pomoci illustri
GenomiPhi DNA Amplification Kit (GE Healthcare). @ systém vyuzivd fagovou DNA
polymerazu®29. Pomoci tohoto enzymu Ize amplifikovat jak krubiw DNA plasmid, tak linearni
celogenomovou DNA. Templatova DNA je amplifikovamvnontrné a s minimem chyb, proto Ize
této metody vyuzit v mnoha aplikacich (Lovmar a &yen 2006). NamnoZeni DNA timto enzymem
nentlo dle mych experimentvliv na hybridizaci sondy, coz je v dobré shaipraci Roohi a kol.

(2008), ktei tuto metodu amplifikace také pouzili préigravu sond pro FISH.

5.4. Parovani pohlavnich chromosorin WZ

Chovani péaru pohlavnich chromosbWZ v meiéze samic motflje ve srovnani se systémy
XY unikatni, neb6 v meiotické profazi | se oba chromosomy paruji azuiewy zjevné absenci
homologie (W tveéen zcela heterochromatinem, Z euchtromatinem) avéefi kompletni
synaptonemalni komplex. Toto parovani je vSak e k autosoim opoz@né a vykazuje znaky
typické pro nehomologni parovaniteBtoze dosud neni znama Zzadna homologni sekverméNna
Z chromosomem motyl véetrg obalg€e jabl&ného, na vSech pachytennich bivalentech WZ tohoto
druhu jsem pomoci BAC sond, pouzitych jako cytogiekgch markeét chromosom W a Z,
pozorovala a prokazala totoZnou vzajemnou orierpatilavnich chromosoinbéhem meiotického
parovani. Toto zji&ni je vrozporu s praci Marec a kol. (2001). Tardcp se zabyva studiem
parovani pohlavnich chromoséra jejich fragmerit u mutantnich linii ASF (“Abnormal Segregating
Female”) zavijée mownéhoEphestia kuehniella. U linie ASF-2, u které samice krémmormalniho
chromosomu Z maji jeltfragment tohoto chromosomu flizovanyasti chromosomu W (%) a
casteéne deletovany chromosom W (&), bylo s pouzitim komparativni genomové hybridizac
(CGH), ktera oznidla zkraceny chromosom W i W-chromatin fragmentti’,Zpozorovano nahodné
parovani #* chromosomu sivodnim chromosomem Z. To, Ze se tyto dva chromospangvaly v
ndhodné orientaci, vSakife byt v tomto fipact zpisobeno chromosomalni aberaci, kterd naruSila
standartni parovani, neb@hromosomalni fragment? svym Gsekem chromosou W konkuroval
béhem parovani zkracenému chromosomu W.

Pozorovany charakter parovani pohlavnich chrom@séfd by mohl nas¥dcéovat existenci
ur¢ité homologni oblasti meziémito chromosomy. Existuji sice mechanismy parovaoéla
nehomolognich chromosdmNag:. u octomilky Drosophila melanogaster, je parovani chromosam
X a Y zajiséno pomoci intergenovych sekvenci v rDNA klastrediteré jsou lokalizovany
v centromerickém heterochromatinu dlouhého raméokeomosomu X a na kratkém rameénku
chromosomu Y (McKee a kol. 1992). Toto vSak figmbyt fgipad obalée jabl&ného, protoZze udp
se dva organizatory jadérka nachazeji na konciahg#osom (Fukovéa a kol. 2005).

Dalsim moznym itkazem pro existenci homologni oblasti na pohlavrdhhomosomech
obal&e jabl&ného Cydia pomonella, je fakt, ze BAC klon 33L16, ktery obsahuje genttke

lokalizovany na chromosomu Z (Nguyen 2009), neldiboival pouze k Z chromosomu, ale ve stejné
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oblasti i k chromosomu W.ipadna existence homologni oblasti by pak podpdaohgpotézu o
vzniku chromosomu W z autosomu, jehoz homolog aféaks chromosomem Z (Traut a kol. 2007).
Vzhledem ktomu, Ze jde odlec prvni indicii existence homologni oblasti (simkou neo-
pohlavnich chromosoi mezi pohlavnimi chromosomy W a Z u mdtylie BAC klon 33L16
kandidatem pro detailni molekularni analyzu. Zejemmésekvenovéani celého klonu by mohlingst
zasadni poznatky pro pochopeni unikatniho parovadanliw nehomolognich pohlavnich

chromoson motyla.
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6. Souhrn

Ve své praci jsem se zabyvala vyuzitim bakteridininglych chromosora (BAC) pii studiu
pohlavniho chromosomu W obaéejabléného,Cydia pomonella (Lepidoptera: Tortricidae). Z BAC
knihovny obalée jabl&éného jsem vyizolovala pomoci molekularnich maikepohlavnich
chromoson obale&e celkem 54 kloth BAC. Z €chto kloni byly tfi selektovany pomoci sekvenci
CpW2 a CpWS5, specifickych pro heterochromatinovgoatosom W. U dvou z nich bylaipmnost
W-specifické sekvence potvrzena pomoci PCR. Tytmkldva BAC klony podle W-specifickych
sekvenci CpW2 a CpWS5 jsem spolu s dalSim kloneerykiyl selektovanidve podle W-obohacené
repetice, lokalizovala na chromosomech pomoci niadiiné fluorescemi in situ hybridizace
(FISH), tzv. BAC-FISH. Ostatni izolované klony n&pgetailrt studovany a charakterizovany v této
praci, neb6 jsou objektem vyzkumu jinych pracoviikasi laboratie.

Zatimco BAC klony odvozené z euchromatinového oltosomu Zi z autosoni u jinych
druhi motyli poskytuji strikti lokalizované signaly, dva W-BAC klony mapovanéétot praci
metodou BAC-FISH vykazovaly klastry sighaha vice mistech chromosomu W, na rozdil od W-
BAC sond u modelového druhu bource moruSovéBombyx mori, neobarvily unifornd cely
chromosom W. festoZze oba dva klony hybridizovaly k chromosomu viee mistech, coZ je
pravdEpodobré zpisobeno vysokym obsahem repetic na tomto chromosanigeden neozid cely
chromosom jednokit Roztrousené hybridizai signaly &chto BAC klonmi na chromosomu W sice
poukazuji na jeho heterogenni sloZeni.

BAC kloni, odvozenych z pohlavnich chromosowbal&e jsem vyuZzila k oseni hypotézy
0 nehomolognim pérovani pohlavnich chromosowl a Z u motyli. AvSak na rozdil od idve
publikovanych addj o nespecifickém a nahodném péarovani W a Z jserkdgeda u bivalerit WZ
v pachytennich oocytech vzdy shodnou vzajemnownta@e W a Z, svdcici o specifickém pérovani
téchto heterochromosaimv meiéze |. Kromd toho, symetricka kolokalizace BAC klonu izolovanéh
pomoci genu, lokalizovaného na chromosomu Z, nauopeohlavnich chromosomech ¢siéi o
existenci homologni sekvence mezimito chromosomy, coZz by podporovalo teorii 0 vzniku
pohlavniho chromosomu W z autosomu, jehoz homdidzpxal s fivodnim chromosomem Z.

V dalSic¢asti mé prace jsem pomoci inverzni PCR a osekverimvékolni oblasti prodlouZila
sekvenci CpWS5, kterd je jedinou zndmou unikatnveeki chromosomu W obdle, zhruba o dalSich
590 bp. V ziskané sekvenci byl sice nalezen retey ¢teci rAmec, sekvence vSak nevykazovala
Zadnou homologii k dosud znamym sekvencim. Tatadlpuzend sekvence je velmi vhodnym
markerem pro izolaci dalSich klBAC, odvozenych z chromosomu W oli@gabl&ného.

Vysledky mé prace vyznarénpiispivaji k detailnimu poznani molekularniho slozeni
chromosomu W, determinujiciho sd&impohlavi a pinaSeji nové zasadni poznatky o jeho chovani

béhem meiotického parovani nejen u olel@bl&ného, ale u motyl obecr.

23



7. Literatura

Abe H, Mita K, Yasukochi Y, Oshiki T, Shimada T () Retrotransposable elements on the W
chromosome of the silkworrBombyx mori. Cytogenet. Genome Res. 110. 144-151.

Frijters ACJ, Zhang Z, van Damme M, Wang GL, RorRa@l Michelmore RW (1997) Constuction of
a bacterial artificial chromosome library contamidarge EcoRl and Hindlll genomic
fragment of letuceTheor. Appl. Genet. 94: 390-399

Fukova I, Neven LG, Barcenas NM, Gund NA, DalikdtaMarec F (2009) Rapid assessment of the
sex of codling motiCydia pomonella (Linnaeus) (Lepidoptera: Tortricidae) eggs anddar
J. Appl. Entomol. 133 249-261

Fukova I, Nguyen P, Marec F (2005) Codling mottogginetics: karyotype, chromosomal location of
rDNA, and molecular differentiation of sex chromoss.Genome 48: 1083-1092

Fukova I, Traut W, Vitkova M, Nguyen P, Kgkbva S, Marec F (2007) Probing the W chromosome
of the codling mothCydia pomonella, with sequences from microdissected sex chromatin.
Chromosoma 116 135-145

Charlesworth B (1991) The evolution of sex chronmes.Science 251 1030-1033

Charlesworth B (1996) The evolution of chromososet determination and dosage compensation.
Curr. Biol. 6: 149-162

Charlesworth B, Charlesworth D (2000) The degermratf Y chromosomePhil. Trans. Biol. <ci.
355 1563-1572

Charlesworth D, Charlesworth B (2005) Sex chromassanivolution of the wierd and wonderful.
Curr. Biol. 15: 129-131

Itoh Y, Kampf K, Arnold AP (2008) Molecular cloningf zebra finch W chromosome repetitive
sequences: evolution of the avian W chromosdZheomosoma 117: 111-121

Johnson MS, Turner JRG (1979) Absence of dosagepeosation for a sex-linked enzyme in
butterflies Heliconius). Heredity 43: 71-77

Kawaoka S, Hayashi N, Katzuna S, Kishino H, KohéraMita K, Shimada T (2008Bombyx small
RNAs: Genomic defense system against transposotiseirsilkworm,Bombyx mori. Insect
Biochem. Molec. 38: 1058-1065

Koike Y, Mita K, Suzuky MG, Maeda S, Abe H, Osoegaiy; deJong PJ, Shimada T (2003) Genomic
sequence of a 320-kb segment of the Z chromosomBowbyx mori containg a Kkettin
ortholog.Mol. Gen. Genet 269 137-149

Lovmar L, Syvanen AC (2006) Multiple displacementgdification to create a long-lasting source of
DNA for genetic studieddum. Mut. 27(7) 603-614

Lucchesi JC (1999) On the origin of sex chromosorBiedssays 21: 188-190

Lukhtanov VA (2000) Sex chromatin and sex chromosaystems in nonditrysian Lepidoptera
(Insecta)J. Zoolog. Syst. Evol. Res. 38: 73-79.

24



Marec F, Novak K (1998) Absence of sex chromatimasponds with a sex-chromosome univalent in
females of Trichopterdeur. J. Entomol. 95: 197-209

Marec F, Thotova A, Sahara K, Traut W (2001) Meigtairing of sex chromosome fragments and its
relation to atypical tramsmission of a sex-linkedrker in Ephestia kuehniella (Insecta:
Lepidoptera)Heredity 87: 659-671

Marec F, Traut W (1994) Sex chromosome paring adchromatin bodies in WZ translocation
strains ofEphestia kuehniella (Lepidoptera) Genome 37: 426-435

McKee BD, Habera L, Vrana JA (1992) Evidence thataigenic spacer repeats Dfosophila
melanogaster rRNA genes fiction as X-Y paging sites in male os& and a general model for
achiasmatic pagingsenetics 132 529-544

Monaco AP, Larin Z (1994) YACs, BACs, PACs and MA@sificial chromosomes as research tools.
Trends Biotechnol. 12: 280-286

Nguyen P (2009) Studium syntenie chromosomu Z d¢bal@bléného metodou BAC-FISH.
Magisterska prace ifPodowdecka fakulta Jinteské univerzityCeské Budjovice.

Provaznik J (2008) Identifikace gerhromosomu Z pro studium evoluce pohlavnich chisomd
motylki. Bakaldska prace, frodowdecka fakulta Jinteské univerzityCeské Budjovice

Roohi J, Cammer M, Montagna C, Hatchwell E (2008) ifproved method for generating BAC
DNA suitable for FISHCytogenet. Genome Res. 121 7-9

Rozen S, Skaletsky H, Marszalek JD, Minx PJ, Cordd$) Waterston RH Wilson RK Page DC
(2003) Abundant gene conversion between arms ahdgralmes in human and apes Y
chromosomed\ature 423 873-876

Sahara K, Marec F, Traut W (1999) TTAGG telomedpeats in chromosomes of some insects and
other arthropode£hromosome Res. 7: 449-460.

Sahara K, Yoshido A, Kawamura N, Ohnuma A, Abe HtaMK, Oshiki T a kol. (2003) W-derived
BAC probes as a new tool for identification of thh¢ chromosome and its aberrations in
Bombyx mori. Chromosoma 112 48-55.

Sahara K, Yoshido A, Marec F, Fukova |, Zhang HBj @C, Goldsmith MR, Yasukochi Y (2007)
Conserved synteny of genes between chromosome Bbnafyx mori and a chromosome of
Manduca sexta shown by five-color BAC-FISHGenome 50: 1061-1065

Shizuya H, Birren B, Kim UJ, Mancino V, Slepak Tachiiri Y, Simon M (1992) Cloning and stable
maintenance of 300-kilobase-pair fragment sof hula in Escherichia coli using an F-
factor-based vectoPNAS 89: 8794-8797

Shizuya H, Kouros-Mehr H (2001) The development apdication of the bacterial artificial
chromosome cloning systeiieio. J. Med. 50 (1) 26-30

Skaletsky H, Kuroda-Kawaguchi T, Minx PJ, Cordum, Htllier L, Brown LG, Repping S a kol.
(2003) The male-specific region of the human Y amweome is a mosaic of discrete sequence
classesNature 423 825-837

25



Song J, Dong F, Lilly JW, Stupar RM, Jiang J (2001stability of bacterial artificial chromosome
(BAC) clones containing tandemly repeated DNA segas.Genome 44: 463-469

Steinemann S, Steinemann M (2005) Y chromosomer foobbe destroyedBioEssays 27: 1076-1083

Suzuki MG, Shimada T, Kobayashi M (1998) Absencaeladage compensation at the transcription
level of a sex-linked gene in a female heterogasmasect,Bombyx mori. Heredity 81 275-
283

Sichova J (2009) Analyza pohlavniho chromosomu @ese jabléného Cydia pomonella) pomoci
laserové mikrodisekce. Bak#ska prace, frodowdecka fakulta Jinteské univerzityCeské
Budkjovice.

Tao OZ, Zhang HB (1998) Cloning and stable mainmteraof DNA fragments over 300 kb in
Escherichia coli with conventional plasmid-basedtoes.Nucleic Acids Re. 26: 4901-4909

Traut W, Marec F (1996) Sex chromatin in Lepidoat€. Rev. Biol. 71: 239-291

Traut W, Marec F (1997) Sex chromosome differeimiiatn some species of Lepidoptera (Insecta).
Chromosome Res. 5: 283-291

Traut W, Sahara K, Marec F (2007) Sex chromosomeéssax determination in Lepidoptergex.
Dev. 1: 332-346

Traut W, Sahara K, Otto DT, Marec F (1999) Molecudferentiation of sex chromosomes probed
by comparative genomic hybridizadid@hromosoma 108 173-180

Vitkova M, Fukova |, Kuhikova S, Marec F (2007) Molecular divergence of\WWiehromosomes in
pyramid moth (LepidopteralChromosome Res. 15: 917-930

Wild J, Hradecna Z, Szybalski W (2008) Conditiopaimplifiable BACs: Switching from single-
copy to high-copy vectors and genomic clor@gsome Res. 12: 1434-1444

Wu C, Asakawa S, Shimizu N, Kawasaki S, Yasukoclii¥99) Construction and charakterization of
bacterial artificial chromosome libraries from thiédkworm, Bombyx mori. Mol. Gen Genet.
261 698-706

Wu C, Proestou D, Carter D, Nicholson E, SantosZkhao S, Zhang HB, Goldsmith MR
(pripravovano pro tisk) Construction and sequence Sagpf deep-coverage, large-insert
BAC libraries for three model Lepidopteran species.

Yasukochi Y, Tanaka-Okuyama M, Shibata F, YoshidoMarec F, Wu C, Zhang HB, Goldsmith
MR, Sahara K (fipravovano pro tisk) Extensive conserved syntenygehes between
karyotypes oManduca sexta andbombyx mori revealed by BAC-FISH mapping.

Yoshido A, Bando H, Yasukochi Y, Sahara K (2005d)e Bombyx mori karyotype and the
assignment of linkage groupSenetics 170 193-202

Yoshido A, Marec F, Sahara K (2005b) Resolutiosex chromosome constitution by genomic in situ
hybridization and fluorescence in situ hybridizatwith (TTAGG), telomeric probe in some

species of Lepidopter&hromosoma 114: 193-202

26



Yoshido A, Yasukochi Y, Marec F, Abe H, Sahara R(2) FISH analysis of the W chromosome in
Bombyx mori and several other species of Lepidoptera by meaBswori W-BAC probes..
Insect Biotechnol. Sericol. 76: 1-7

Zha X, Xia Q, Duan J, Wang C, He N, Xiang Z (200@sage analysis of Z chromosome genes using

microarray in silkwormBombyx mori. Insect Biochemistry and Molecular Biology, in press

27



28

< 9 o 4
Z z & 5 o
A e w0 (5
M N N N T
ABABABABAB
1 kbp-
400bp- - w4
100 bp-
- 4

Obr. 2. “High density colony filtr”
po hybridizaci s CpW2 sonda
2  Sipky ukazuji na signaly, kte
odpovidaji BAC klofim 23N12 ¢
26J11. Délka expozice bhyla
minut.
Obr. 3. “High density colony filtr”
po hybridizaci s CpW5 salou.
Sipky ukazuji na signaly, kte

¥ odpovidaji BAC klonm 23N12,

25F22 a 26J11. Délka expozice b
30 minut.

Obr. 4. PCR test BAC klod na
ptitomnost CpW2 (A) a CpW5 (E
sekvence. Jako pozitivni kontrc
byla pouzita sandi genomova DNA

Fragmenty bylyanalyzovany na 3¢

3 agar6zovém gelu, jako velikos

marker jsem pouzila 1 kb PI
Ladder (Invitrogen, Carlsbad, C
USA).



Obr. 5-15. FISH s BAC klony.Cervené signaly odpovidaji sondam &aym fluorochromem Cy3,
zelené fluorochromem SpectrumGreen. Chromosomy emlbarveny DAPI. Mitko predstavuje
10um. 5-6. WZ bivalent s hybridizenimi signdly BAC klonu 23N127. Interfazni jadro po
hybridizaci s klonem 23N128. Chromosomy nutritivni hiky ve stadiu metafédze |, hybridizace
s klonem 23N129-10.Autosomalni bivalent a pachytenni jadro po hylkzadi s BAC klonem 26J11.
Sipka oznauje WZ bivalent11-12.WZ bivalent a interfazni jadro po hybridizaci BA®kem W27-

1. Sipka oznéuje hlavni hybridizani signal.13. WZ bivalent po hybridizaci s BAC klonem 23N12,
Cervert je zn&ena BAC DNA a zeleh DNA namnoZzend pomoci illustria GenomiPhi HY
Amplification Kit (GE Healthcare)14-15. WZ bivalent a pachytenni jadro po hybridizaci kané&
znatenym BAC klonem W27-1 &erveré znaenym klonem 33L16. Signaly jsou ozeay Sipkami.
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Obr. 16. Southernova hybridizace BAC klonu 23N1Zp&Eného #znymi restriknimi enzymy
s CpW5 sondou. Jako velikostni marker jsem pouBlldA marker Ill, DIG-labeled (Roche
Diagnostics). Délka expozice byla 10 sekund.

Obr. 17. Inverzni PCR s primery navrzenymi podle CpW5 sekeedako templat slouzil BAC klon
23N12 3¥peny restriknim enzymem Afal nebo Xbal. Fragmenty jsem analgivna 1%
agardzovém gelu, jako velikostni marker jsem pautikb Plus Ladder (Invitrogen). Sipky oZog
prouzky, které jsem z gelu vyizolovala, zaklonovat@sté&né osekvenovala.
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