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1. Uvod

Aplikace chemickych a biologickych insekticidl se stala soucCasti moderniho
zemeédélstvi jiz v poloviné minulého stoleti. Pravé jejich masovym a Kkontinualnim
pouzivanim se zahy objevil novy fenomén - rezistence k insekticidiim. V soucasné dobé
pfedstavuje rezistence hmyzu globalni problém, jelikoz snizuje efektivitu aplikace insekticidu.
Na druhou stranu vS8ak tento jev predstavuje vhodny model pro studium adaptaci k
toxickému prostfedi. Porozuméni principlim vzniku rezistence, jeji dédi¢nosti a analyza
cilovych genu hrajicich v tomto mechanismu zasadni ulohu jsou tedy klicové pro budouci

efektivni kontrolu populaci $kidcu a tudiz Géinnou ochranu kulturnich plodin.

1. 1. Historie vyvoje rezistence

Motyli zahrnuji velké mnozstvi ekonomicky vyznamnych Skadcl zpusobujicich rozsahlé
Skody nejen na hospodaiskych plodinach, ale i v lesnich porostech. NejvyznamnéjSimi jsou
z tohoto pohledu druhy z nadceledi Noctuoidea, Pyraloidea a Tortricoidea (Roe a kol., 2010).
Prvni  chemickou latkou pouzivanou kochrané proti motylim Skaddcim byl
dichlordifenyltrichlormethylmethan (DDT). JiZ po prvnich dvou letech v3ak byly
zaznamenany pfipady rezistence u zapfedniCka polniho (Plutella xylostella) (Ankersmit,
1953) a pozdéji také u obaleCe jableCného (Cydia pomonella) (Smith, 1955) a Cernopasky
bavinikové (Helicoverpa armigera) (Wilson, 1974; Goodyer a kol., 1975; Goodyer a
Greenup, 1980). Vyvoj a nasledné zavedeni dalSich ucinnych latek, organofosfatd,
karbamatl, pyrethroidl, neonikotinoidl apod., plsobicich v metabolickych a detoxikanich
drahach nervové soustavy hmyzu, s sebou pfinesly noveé pfipady odolnosti a nékteré druhy
si vyvinuly az nékolikanasobnou “kfizovou rezistenci, tj. toleranci k toxickym substancim
jako nasledek vystaveni podobné plsobicim latkam (Kanga a kol., 1997, 1999; Pree a kol.,
1998; Gunning, 1994). Pocty rezistentnich druh hmyzu vzrostly ze 7 v roce 1938 az na 447
vroce 1984 (Georghiou, 1986). Recentné byla zaznamenana u vice nez 450 druhd
rezistence alespon vic&i jednomu insekticidu (Mota-Sanchez a kol., 2002) a tento pocet se
neustale zvySuje (Whalon a kol., 2008). Takto rapidni narust rezistentnich druh( Sk{dcu
vzbudil pozornost nejen v oblasti zemédélstvi, ale i u védecké komunity, ktera se zahy

zaCala mechanismy téchto rezistenci zabyvat.

1. 2. Mechanismy zpUsobuijici rezistenci

Bylo popsano nékolik mechanisml zodpovédnych za rezistenci k chemickym
insekticidim. Patfi mezi né napf. zména chovani, kdy se S§kddci zamérné vyhybaiji

oSetfenym rostlinam Ci snizeni pronikani latek pres kutikulu. AvSak zasadni jsou jiné dva
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mechanismy. Prvnim je zvySeni metabolické aktivity enzymU v detoxika¢nich drahach napf.
pfi mikrosomalni oxidaci (cytochrom P450 monooxygenaza) (Little a kol., 1989; Bergé a kol.,
1998), esterazové hydrolyze (karboxylesteraza) (Sun a kol., 1978; Noppun a kol., 1987) a
glutathionové konjugaci (glutathion-S-transferaza) (Cheng a kol., 1983) obvykle v disledku
mutace nebo deregulace jednoho nebo vice €lent genovych rodin téchto enzymu. Vznikaji
tak rezistence vici Sirokému spektru toxickych latek, protoze dané enzymy odbouravaji
insekticidy patfici do riznych chemickych tfid. Druhym mechanismem vzniku rezistence je
cilové specificka necitlivost, tedy snizeni citlivosti enzymu, na ktery je insekticid zaméfen,
v dasledku bodovych mutaci v jeho cilovém misté. Necitlivost plynouci z mistné specifickych
mutaci je obvykle spojovana s insekticidy jedné chemické tfidy plsobicimi na stejné cilové
misto. Oba mechanismy se pfitom vzajemné nevylucuji. Naopak. Bylo prokazano, Ze se oba
typy rezistenci podili na odbouravani stejného insekticidu. Jejich plsobeni mlze pfitom
vykazovat aditivni ¢i multiplikativni Gc¢inky (Raymond a kol., 1989). Pfikladem muze byt
odpovéd na organofosfaty zvy3enim karboxylesterazové aktivity spoleCné s necitlivosti

acetylcholinesterazy.

1. 3. Cilova mista chemickych insekticida a rezistence

V porovnani s herbicidy a fungicidy jsou U¢inky pouzivanych insekticidi zaméfené na
relativné maly pocet odliSnych cilovych proteintd hrajicich klicovou roli pfedev§im v nervové
soustavé. Jsou jimi acetylcholinesteraza, receptor kyseliny gamma-aminomaselné (GABA),
napétim Fizeny sodikovy kanal a nikotinovy acetycholinovy receptor. Tyto cilové molekuly
produkuji velmi rychlou reakéni odezvu, coz v pfipadé vysoké afinity k toxinu zplUsobuje
rychlou smrt. Proto mdzZe byt ucinnost toxinu v organismu vysoka uz pfi jeho nizké
koncentraci. Funkce téchto cilovych proteind v nervové soustavé je Casto evoluéné i
strukturné zna¢né konzervovana, coz zarucuje citlivost organismu k toxinu i u fylogeneticky
znacné vzdalenych skupin hmyzu (Heckel, 2010). Bodové mutace v cilovém misté popsané
napf. u octomilky Drosophila melanogaster (Mutero a kol., 1994) v genu pro
acetylcholinesterazu, GABA receptoru (ffrench-Constant a kol., 1993a,b) nebo napétim
fizeném sodikovém kanalu (Williamson a kol.,1996; Brun-Barale a kol., 2005) vedou
k zaméné aminokyselin v blizkosti okraje aktivnhiho centra nebo pfimo v ném. To ziejmé

pozméni katalytické vlastnosti enzymu (Fournier a kol., 1992).

1. 4. Acetylcholinesteraza

Nervova soustava predstavuje velmi citlivy systém a jakékoli jeji posSkozeni ma

zpravidla smrtelné nasledky. Acetylcholinesteraza (AChE), kliCovy enzym nervové soustavy
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zprostfedkovavajici pfenos nervového vzruchu, se stala jednim z hlavnich terél insekticidu
(Matsumura, 1985). Pfima souvislost s rezistenci k insekticidim a AChE byla poprvé
potvrzena u roztoCe svilusky chmelové (Tetranychus urticae) (Smissaert a kol., 1964; Voss a
kol, 1964). AChE se tak stala atraktivnim objektem studia mechanismu( pUsobeni insekticidd

na bazi inhibitoru, jakymi jsou pfedevsim organofosfaty a karbamaty.

1. 4. 1. Funkce acetylcholinesterazy

Mistem puUsobeni acetylcholinestrazy jsou cholinergni synapse centralni nervové
soustavy, kde se spolu s acetylcholinovym receptorem uc€astni pfenosu akéniho potencialu
(Rossenberry, 1975). Zde hydrolyzuje neurotransmiter acetylcholin, zodpovédny za Sifeni
nervovych vzruchl pfes synaptickou Stérbinu. Hydrolyza acetylcholinu probiha ve dvou
krocich, pficemz insekticidy blokuji reakci po prvnim kroku vytvofenim kovalentni vazby mezi
hydroxylovou skupinou serinu katalytického centra enzymu a fosfatovou nebo karbonylovou
skupinou daného insekticidu (Aldridge, 1950). V dusledku inhibice hydrolyzy se acetylcholin
hromadi v synapsich. Dochazi tak ktrvalému drazdéni acetylcholinovych receptorld a
naruseni cholinergnich pfenosl, coz vede ke kfeCim a zastavé dychani. Pokud ma vsak
organismus pozménénou AChE, je znemoznéna vazba insekticidu a organismus se tak
stava necitlivym k dané latce. To poskytuje Skiidcim znacénou selekéni vyhodu v chemicky

oSetfovanych kulturach.

1. 4. 2. Geny kodujici acetylcholinesterazu

Ze srovnani dat ziskanych pfi studiu mechanismu necitlivosti k insekticidim vyplyva,
Ze genom hmyzu obsahuje dva geny, oznaCované jako Ace-1 a Ace-2, jejichz produkty
vykazuji AChE aktivitu (Weill a kol., 2002). Geny Ace-1 i Ace-2 vznikly patrné duplikaci, ke
které doSlo jesté pfed divergenci hmyzich Fadd. Pfitomnost téchto paralogl v genomu je
tedy synapomorfii celé tfidy Insecta. Zda se, Ze u vétSiny hmyzu protein Ace-1 plUsobi na
cholinergnich synapsich a mutace v tomto genu pfimo ovliviiuje necitlivost AChE. Vyjimku
tvofi vy8Si dvoukfidli (Diptera). Zde byla u Celedi Drosophilidae a mouchy domaci, Musca
domestica (Muscidae), prokazana druhotna ztrata genu Ace-1 (Huchard a kol., 2006). Funkci
Ace-1 na cholinergnich synapsich tak musel u téchto taxonu prevzit protein genu Ace-2
(Fournier a kol., 1989; Weill a kol., 2002). To naznacuje i fakt, Ze byla nalezena minimalné
jedna mutace, podminujici rezistenci ve stejné pozici genu Ace-2 jak u D. melanogaster
(Mutero a kol., 1994) a u M. domestica (Huang a kol., 1997; Kozaki a kol., 2001), tak i u
genu Ace-1 jinych hmyzich druht (Fournier, 2005). Funkce genu Ace-2 u ostatnich hmyzich

taxond neni znama.



1. 4. 3. Studium gent acetylcholinesterazové rezistence u motylt (Lepidoptera)

Zakladni poznatky o genech koédujicich acetylcholinesterazu, ziskané zejména u
dvoukfidlého hmyzu, se staly vychozim bodem pro dal$i studium rezistenci u fadu motyld,
Lepidoptera. U motylich Skddcu byl vliv jednotlivych insekticidd na metabolické drahy
testovan prostfednictvim analyzy enzymatické aktivity (Sun a kol., 1986). U testovanych
rezistentnich kmend byla hladina acetylcholinesterazové aktivity snizena oproti kmenim
vnimavym, coz vedlo k nékolikanasobnému zvySeni rezistence (Cassanelli a kol., 2006;
Gunning a kol., 1996; Fuentes-Contreras a kol., 2007). Nékteré studie se podrobnéji
zaméfily i na mutace genl kédujicich AChE, pfi kterych byly studovany rozdily v sekvencich
AChE vnimavych a rezistentnich kmenlU nejvyznamnéjSich motylich Skddcd. Prvnim
zaklonovanym genem pro AChE u motylt byl ortholog Ace-2 D. melanogaster ziskany u
zaprednicka polniho (P. xylostella) (Ni a kol., 2003). V jeho sekvenci vSak nebyly odhaleny
zadné mutace. V praci Ren a kol. (2002) autofi porovnali sekvence genu Ace-2 péti jedinc
Cinského rezistentniho kmene a Sesti jedinct vnimavého kmene Cernopasky bavinikové, H.
armigera. Vysledky vSak ukazaly vyrazny polymorfismus nejen mezi obéma kmeny, ale i v
ramci téchto kmenud. Tato data tudiz neprokazala souvislost Ace-2 s rezistenci. Vyjimku
pfedstavuje substituce v pozici A575T nalezena jak u C. pomonella (Cassanelli a kol., 2006),
tak u vSech péti studovanych rezistentnich jedinct H. armigera, ktera je spojovana s redukci
citlivosti AChE k organofosfatim. U dalSich motylich druhd vSak nebyly objeveny dal§i nové
mutace v genu Ace-2 (Lee a kol., 2007).

Nasledné byla pozornost zaméfena na charakterizaci genu pro AChE, ktery by mohl
byt spojen s rezistenci motyll k insekticidiim. Diky sekvencim tohoto genu dostupnym u
jinych druht hmyzu, napf. msic Aphis gossypii (Li a kol., 2002) a Schizaphis graminum (Gao
a kol., 2002), byla ortologni sekvence Ace-1 Uspésné izolovana u nékolika druht motyld.
Analyza sekvence genu Ace-71 odhalila fadu bodovych mutaci v nékolika odliSnych mistech.
Substituce G227A u P. xylostella, ktera je zodpovédna za organofosfatovou rezistenci, byla
lokalizovana ve stejné pozici jako mutace v genu Ace-2 zodpovédna za stejny typ rezistence
u D. melanogaster a M. domestica (Baek a kol., 2005). Dalsi tfi mutace (D229G, A298S,
G324A) pak byly identifikovany u prothiofosfat-rezistentniho kmene P. xylostella, z toho dvé
(A298S, G324A) ziejmé ovliviiuji prothiofosfatovou rezistenci (Lee a kol., 2007). Unikatni
substituce byla zaznamenana u C. pomonella v pozici F399V, velmi konzervované u
ostatnich druht hmyzu, kterd méni kinetiku interakce enzymu s riznymi organofosfaty a
karbamaty (Cassanelli a kol., 2006).

Dale bylo zjisténo, ze ackoli je relativni pocet kopii genli Ace-1 a Ace-2 v genomu P.
xylostella stejny, je exprese Ace-1 v porovnani s Ace-2 mnohem vys8i u vnimavého i

rezistentniho kmene (Baek a kol., 2005). Ace-1 je rovnomérné exprimovan v télech jedincu



obou kmenu s vyjimkou hlavové ¢asti, kde je mira transkripce u larev rezistentniho kmene az
dvakrat vy$siVyssi transkripce v téchto Castech téla naznacuje, Ze AChE kdédovana genem
Ace-1 pravdépodobné ovliviiuje synapticky pfenos v cholinergnich synapsich (Baek a kol.,
2005; Lee a kol, 2007). Celkova uroven exprese Ace-2 byla niZ8i nez Ace-1 nehledé na Casti
téla a vyvojové stadium. Uloha genu Ace-2 v pfipadé rezistence tedy zstava i nadale
nejasna. Také data ziskana u dalSiho motyliho druhu, muary Helicoverpa assulta jsou
v souladu s vySe uvedenymi zavéry (Lee a kol., 2006). Vysledek fylogenetickych analyz,
provedenych s 31 druhy dalSich bezobratlych zivodich(l, potvrdil rozdéleni gend Ace u P.
xyllostella a H. assulta do dvou ruznych skupin, ace1 a ace2 (Baek a kol., 2005; Lee a kol.,
2007), pfiemz skupina ace1 byla tvofena nezavislou linii zahrnujici hmyz a mnohem
starobylejSi kmeny bezobratlych jako napf. mékkyse, hlisty a pavouky, zatimco skupina ace2
obsahovala pouze zastupce hmyzu. To potvrzuje, ze skupina ace1 je plvodni formou genu
Ace a ze k jeho duplikaci doSlo jesté pred tim, nez se od spole¢ného fylogenetického stromu

oddélil hmyz.

1. 4. 4. Dédi¢nost acetycholinesterazové necitlivosti u motyla (Lepidoptera)

Soucasti zkoumani vlivu insekticidd na acetylcholinesterazovou aktivitu u nékterych
motylich druhl byla zpétna kfizeni vnimavych a rezistentnich kment (Gilbert a kol., 1996;
Kanga a kol., 2001; Cassanelli a kol., 2006). Timto zplsobem bylo u mury Heliotis virescens
zZjisténo, Ze je acetylcholinesterazova inhibice fizena jedenim autosomalnim genem se
dv&ma alelami ozna&ovymi Aceln® (vnimava) a Aceln’ (rezistentni) (Brown, 1991; Brown a
Bryson, 1992). Vazebny test ukazal, Ze Ace1 je ve vazbé s genem Idh-2 (Heckel a kol.,
1998). Ten byl metodou RFLP zafazen u H. virescens do vazebné skupiny 2 (Zraket, 1990).
Prislusnost k vazebné skupiné se vSak u jinych motylich taxonu li§i. Existuje nepfimy dikaz
pro vazbu genu /dh-2 na pohlavni chromosom obaleCe jableEného (Pashley, nepublikovano;
citovano v Heckel a kol., 1998).

Motyli maji chromosomalni uréeni pohlavi typu WZ/ZZ (samice/samec), kdy je samice
heterogameticka a samec homogameticky (Traut a kol., 2007). Obecné je genom motyll
tvofen velkym podétem (zpravidla n=31) malych holokinetickych chromosomu, které nemaiji
primarni konstrikci (centromeru) a kinetochor pokryva vétsinu jejich povrchu (Suomalainen,
1969; Murakami a Imai, 1974; Wolf a kol., 1997). Ty se od sebe tvarové ani velikostné
vyrazné neliSi. U Celedi Tortricidae, do které obale¢ jableény patfi, jsou vSak pohlavni
chromosomy Z a W napadné vétsi nez vSechny ostatni autosomy (Emelianov a kol., 2004;
Fukova, 2005). Na zakladé téchto nepfimych dukaz( byla formulovana hypotéza o
translokaci Ace-1 na pohlavni chromosom Z u Celedi Tortricidae (Heckel a kol., 1998), ktera

by mohla napadné odliSnou velikost chromosomu Z vysvétlit.
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U hmyzu je vétSina znamych genu zodpovédnych za rezistence k insekticidim
autosomalnich a jen vzacné jsou vazané na pohlavni chromosom (Heater, 1986; Argentine a
kol., 1989). Translokace genu souvisejiciho s detoxifikaénimi mechanismy na pohlavni
chromosom Z by méla za nasledek pomérné rychly rozvoj rezistence u skudcu, ktefi jsou
dlouhodobé vystaveni u€inkim insekticidd. Tato hypotéza byla pozdéji podpofena zpétnym
kfizenim citlivych linii u G. molesta, (Tortricidae) (Kanga a kol., 2001). To odhalilo, ze
rezistenci vac&i karbofuranu ovliviuji dva geny. Prvni, ktery zprostfedkovava cilové
specifickou necitlivost, vykazoval vazbu na pohlavni chromosom Z. Druhy zvySoval

esterazové zprostfedkovanou rezistenci a segregoval v kfizenich jako autosomailni lokus.

1. 5. Mapovani gentl a konzervovana syntenie v ramci motyla (Lepidoptera)

Pfimé fyzické mapovani gend u motylu bylo mozné az diky osekvenovani celého
genomu bource morusového, Bombyx. mori (Mita a kol., 2004; Xia a kol. 2004). Pomoci
fluorescenéni in situ hybridizace umélych bakterialnich chromosomu (“Bacterial Artificial
Chromosome”, BAC), tzv. metodou BAC-FISH, byl sestaven karyotyp bource morusového,
ve kterém byly vSechny chromosomy jednoznacéné identifikovany podle specifickych
hybridizaénich signalt vybranych BAC klond. (Yoshido a kol., 2005). Tim byla fyzicka mapa
genomu bource morusSového integrovana s jiz existujici mapou genetickou (Yasukochi,
1998), coz umoznilo pfifazeni vazebnych skupin k jednotlivym chromosom(m. Tato mapa
byla nasledné pouzita k ukotveni 523 BAC kontigu nesoucich 342 znamych gent a 85 EST
(“Expresed Sequence Tag”) sekvenci (Yasukochi a kol., 2006). Tato prace byla velmi
pfinosné také z hlediska studia mozné syntenie genl (ij. jejich vyskytu na ortolognim
chromosomu) u jinych, nemodelovych ¢€i geneticky neprobadanych druhG motyld.

Prvni vazena mapa jiného druhu motyla byla sestavena pomoci anonymnich
molekularnich markert a 19 jadernych genU u babocky Heliconius melpomene
(Nymphalidae) (Jiggins a kol., 2005). Tato vazebna mapa, zahrnujici 21 vazebnych skupin,
byla nasledné porovnana s 28 vazebnymi skupinami bource moruSového, coz vedlo
k.odhaleni syntenie genl C&tyf vazebnych skupin (Yasukochi a kol., 2006). Pringle a kol.
(2007) nasledné obohatili genetickou mapu H. melpomene o dalSich 64 konzervovanych
gend, ¢imz ziskali celkem 72 ortolognich marker(i zamapovanych u H. melpomene i B. mori.
Porovnani jejich map ukazalo zachovalou syntenii genli na chromosomech obou druhd.
Beldade a kol. (2009) provedli vazebnou analyzu EST sekvenci okace Bicyclus anynana
(Nymphalidae). | zde byla patrna zna¢na mira syntenie mezi vazebnymi skupinami B.
anynana a B. mori. Podrobngjsi studie syntenie provedli Sahara a kol. (2007) mezi
chromosomy 15 pfibuzného druhu B. mori a liSaje tabakového Manduca sexta (Saturniidae).

Autofi prokazali zachovani pofadi genu jak mezi obéma druhy, tak i pfi porovnani
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s vazebnou skupinou 11 H. melpomene. Vysoka konzervovanost poradi gent u vétSiny
chromosomu téchto dvou druhd byla pozdéji potvrzena v rozsahlejSi studii, v niz bylo
identifikovano vSech 28 chromosomalnich bivalentd M. sexta pomoci 124 gen(. Tato
studie odhalila pouze tfi inverze, tfi translokace a dvé fuze €i rozpady chromosom0 v ramci
obou genom(. Sondy z BAC knihovny ze tfech chromosomu M. sexta poskytly jasny signal
na odpovidajicich chromosomech lisaje svlaccového, Agrius convolvuli. Také tyto pokusy
prokazaly vysoce konzervovanou syntenie genl u téchto tfech chromosomU mezi B. mori,
M.sexta a A. convolvuli. Tyto vysledky pfispéli k formulovani hypotézy o znacné evolucni
stabilité motylich genom(, coz je prekvapujici vzhledem k holokinetické struktufe jejich
chromosomu, ktera naopak usnadriuje chromosomaini prestavby.

Potvrzeni, ze je motyli genom znacné konzervovan, ma velky vyznam nejen pro
pochopeni evoluce genom( motyll, ale zejména pro studium zajmovych gend u
nemodelovych druhl motyll. Diky konzervované syntenii gend mezi chromosomy bource
morusSového a jinych druhl motyld mizeme predpokladat polohu ortolognich genl u
studovaného druhu motyla a snadnéji jej lokalizovat a charakterizovat.

Geny Ace-1 a Ace-2, jez jsou predmétem této diplomové prace, jiz byly
charakterizovany u bource moruSového. AvSak u tohoto domestikovaného druhu nebyl
zaznamenan zadny pfipad organofosfatové a karbamatové rezistence (Seino a kol., 2007,
Shang a kol., 2007). Pfestoze bylo dokazano, Ze insekticidy pouzivané k oSetfovani jeho
potravy, listd moruse, negativné ovliviuji produkci hedvabi (Radhaktrishna a Devi, 1992) a
byl dokazan i toxicky dopad pravé na aktivitu AChE (Nath a Kumar, 1999), nebyly odhaleny
zadné mutace genu Ace-1. Ve volné pfistupné internetové databazi osekvenovaného
genomu bource Kaikobase (http://sgp.dna.affrc.go.jp/KAIKObase/) je gen Ace-1 zafazen do
vazebné skupiny 15 a gen Ace-2 je soucasti vazebné skupiny 9. Z tohoto pfedpokladu vazby
obou genll na autosomy 15 a 9 jsem vychazela i ve své diplomové praci pfi studiu obou genu

u motyliho Skudce obalece jableéného, C. pomonella (Tortricidae).

1. 6. Obale¢ jableény, Cydia pomonella

Obale¢ jable¢ny, C. pomonella (L.) (Lepidoptera: Tortricidae) je povazovan za
celosvétové vyznamného Skddce. Larvy pachaji rozsahlé Skody na plodech jabloni, hrusni,
kdouli a vlasskych ofechu (Barnes, 1991). Pivodné se vyskytoval pouze v Eurasii, avSak
béhem poslednich 200 let se uspésné rozsSifil po celém svété. Vysoka mira jeho Skodlivosti
tkvi zejména v UspésSné adaptaci na nové prostredi (Timm a kol., 2006), dynamice jeho
populaci, reprodukéni kapacité a rezistenci k insekticidiim (Sauphanor a kol.,1998).

Stejné jako vétSina motyll, ma i obale€ jable¢ny zplsob uréeni pohlavi typu Abraxas

WZ/ZZ (samice/samec) a haploidni poCet chromosomu stejny jako bourec morusovy, fj.
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n=28. AvSak na rozdil od bource a vétSiny ostatnich motylt Ize rozpoznat jeho pohlavni
chromosomy jiz po jednoduchém cytologickém barveni, jelikoz jsou nejvét§imi chrosomomy
v karyotypu (Fukova a kol., 2005). Podobné jako u vétSiny motyll je chromosom W tvoren
heterochromatinem a pravdépodobné& neobsahuje Zadné geny. Naopak chromosom Z je
tvofen euchromatinem a mél by tudiz byt na geny bohaty. Diky aplikaci technik molekularni
genetiky bylo v poslednich letech dosazeno vyrazného pokroku v poznani pohlavnich
chromosomu obale€e. Pomoci genomové in situ hybridizace (GISH) a komparativni
genomové hybridizace (CGH) byl prokazan vysoky stupefi molekularni diferenciace
chromosomu W a Z (Fukova a kol., 2005). Izolace DNA chromosomu W pomoci laserové
mikrodisekce umoznila vyvoj specifické malovaci sondy, ktera znaéné usnadriuje nejen jeho
identifikaci na preparatech mitotickych chromosomf(, ale i identifikaci bivalentu WZ na
preparatech pachytennich oocytll. Zaklonovanim a osekvenovani sekvenci z takto ziskané
DNA chromosomu W bylo potvrzeno, Ze je tvofen pFevazné repetitivnimi sekvencemi
(Fukova a kol., 2007); navic byly ziskany i molekularni markery chromosomu W, z nichz
jeden byl vyuzit k vyvoji jednoduché PCR techniky, umoZzhujici identifikaci pohlavi obalece jiz
ve stadiu embrya (Fukova a kol. 2009).

Velkou vyhodou pro daldi genetickd studia u obaleCe jableéného je existence
knihovny umélych bakterialnich chromosomd (BAC). Knihovna byla konstruovana v
laboratofi H.B. Zhanga (GENEfinder Genomic Resources Laboratory, Texas A&M University,
College Station, TX, USA). Pro jeji tvorbu byl pouzit vektor pECBAC1 (Frijters a kol. 1997).
Knihovna sestava z 18 432 klonll o primérné velikosti 140 kbp. To odpovida zhruba
Ctyfnasobku genomu obaleée jableného C. pomonella (Dalikova, 2009). Dostupnost BAC
knihovny umozZnuje srovnavaci mapovani genomu obalace jable€ného. Pfikladem muze byt
prace Nguyen (2009), ve které byly u obalece jable¢ného identifikovany ortologni sekvence
nékolika gend, lokalizovanych na chromosomu Z u bource moruSového. Z knihovny obalece
byly izolovany BAC klony obsahujici tyto sekvence a lokalizovany na chromosomech
obaleCe metodu BAC-FISH. Vysledky této prace prokazaly zachovanou syntenii véetné

poradi gent mezi chromosomy Z bource a obalece.



2. Cile prace

Jak jiz bylo zminéno v Uvodu, dosud nebyl pfedlozen zadny pfimy dlikaz, potvrzujici
pfesun genu Ace-1 z autosomu na pohlavni chromosom Z u zadného zastupce skupiny
Tortricidae.

Cilem této prace bylo testovat hypotézu mozné translokace genu Ace-7 na pohlavni
chromosom Zu obaleCe jableCného C. pomonella (Tortricoidea) a zarovehn oveéfit
pfedpokladanou vazbu na autosom u genu Ace-2. To Ize provést dvéma metodickymi
pfistupy. Prvnim je porovnani poctu kopii genu v genomu sam¢iho a samiciho pohlavi, ktery
muazeme ovéfit pomoci Southernovy hybridizace, kdy porovnavame intenzitu hybridiza¢nich
signall mezi samc¢i a sami¢i DNA. Alternativni metodou, ktera muze poskytnout informace o
relativnim poctu kopii genu je kvantitativni PCR. Druhy metodicky pfistup je fyzické
mapovani genu. Diky dostupnosti BAC knihovny obalece jableéného Ize vyselektovat BAC
klony obsahujici zajmovy gen a pouzit je pro mapovani pomoci BAC-FISH. Hlavnim Ukolem
této prace bylo izolovat a zaklonovat ortologni sekvence obou genl, Ace-1 a Ace-2, u
obaleCe jable€ného spolu s vhodnym referenénim autosomalnim genem a provést analyzu
jejich pfipadné vazby na pohlavni chromosom Z ¢&i pfisluSnosti k autosomalni vazebné
skupiné pomoci vySe uvedenych metod prvniho metodického pfistupu. DalSimi ukoly bylo (i)
izolovat a zaklonovat vybrané genetické markery lezici na chromosomu 15 bource
moruSového B. mori a (ii) prohledat BAC knihovnu obale€e jable€ného a najit jejich klony
spolu s klony pro geny Ace-1 a Ace-2, aby byly pfipraveny pro pfimé mapovani genu
metodou BAC-FISH.



3. Material a metody

3. 1. Obalec¢ jable¢ny

V této praci byl pouzit laboratorni kmen obalece jable€ného, Cydia pomonella (L.),
Krym-61. VeSkeré informace o plUvodu tohoto kmene a jeho laboratornim chovu véetné

umélé potravy jsou podrobné zpracovany v praci Fukova a kol. (2005).

3. 2. I1zolace ortolognich sekvenci hledanych geni

3. 2. 1. Extrakce nukleovych kyselin

Jako templat pro RT-PCR byla pouzita cDNA pfipravena nasledujicim zpusobem.
Nejprve byla provedena extrakce RNA obalece jableéného z hlavi¢ek uchovanych v roztoku
RNAlater (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) pfi -20°C do vlastni extrakce. RNA
byla extrahovana pomoci RNA blue (Top-Bio, Praha, CR) dle doporugeni vyrobce.
Nasledovala 15-ti minutova inkubace RNA pfi 37°C s DNazou | (USB Corporation,
Cleveland, OH, USA) (10 ul reakce obsahovala 1x pufr, 2 U DNazy |, 10 U SUPERase In
RNase Inhibitor od firmy Applied Biosystems). RNA byla dale pfecisténa fenol-
chroloroformovou extrakci (fenol pro purifikaci RNA, pH 4,7; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Syntéza prvniho vlakna cDNA byla provedena pomoci SuperScript Ill reverzni
transkriptazy (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) dle protokolu vyrobce. Po tepelné inaktivaci
reverzni transkriptazy bylo k reakci pfidano 5 U RNazy H (USB Corporation) a reakce byla

inkubovana 20 minut pfi 37°C. Poté byla RNaza H tepelné inaktivovana 20 minut pfi 65°C.

3. 2. 2. Polymerazova retézova reakce (PCR)

K navrzeni specifickych primer( byly pouzity sekvence genl Ace-1 a Ace-2 obalecCe
jable¢ného, dostupné ve vefejné databazi GenBank. Pro ziskani orthologu vybranych genu
byly na zakladé srovnani aminokyselinovych sekvenci dostupnych v databazi GenBank
navrzeny degenerované primery (Tab. 1). Standardni PCR o objemu 20 ul obsahovala 1x Ex
Taq pufr, 0,2 mM dNTP mix, 2 pl cDNA, 0,25 U Takara Ex Taq Hot Start polymerazy
(Takara, Otsu, Japonsko). Pfi pouziti specifickych primer( byla jejich finalni koncentrace 0,5
MM, avSak pfi PCR s degenerovanymi primery (DOP-PCR) byla doporu¢ena koncentrace
primeru desetkrat vyssi, tedy 5 uM (Nguyen, 2009). Teplotni profil PCR sestaval z po&atecni
denaturace pfi 94°C po dobu 2 minut a 30 cyklu zahrnujicich denaturaci po 30s pfi 94°C,
nasednuti primert po 30s a syntézy trvajici 60s pfi 72°C. Teplota nasednuti (T,) specifickych

primerd se pohybovala vrozmezi 55-59°C. PCR s degenerovanymi primery byla
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optimalizovana na gradientovém termocykleru. Syntéza DNA se v zavislosti na
predpokladané délce produktu pohybovalo od 30s do 1,75 minuty. Poslednim krokem bylo

zaveérelna syntéza pfi 72°C trvajici 2 minuty.

Tab.1. Seznam gen( obalecCe jable€ného C. pomonella, jejichz ¢asteCné sekvence byly
ziskany v ramci této prace. Dale jsou uvedeny sekvence primeru pouzité pro amplifikaci

jednotlivych gen(, délka ziskanych produktt a empiricky zjisténa teplota nasedani Ta.

Gen Nazev primeru* Sekvence Délka Ta(°C) | Typ**
Ace-1 AChE1_FO01 5°- CGATACAAGGCATTCTGCCA -3’ 1373 bp 57 S
AChE1 RO1 5- AAGTTTTGGTGCGCTAAGG -3’
Ace-2 AChE2_FO01 5°- AAGACAATGCGCGGGTATTTG -3° 1468 bp 56 s
AChE2 RO01 5- AGGAACATCGTGTGCCTACC -3°
1dh2 IDH2_FO01 5’- GARATGGAYGGNGAYGARATG -3° 663 bp 57 Deg
IDH2_ RO1 5- RTGYTCRTACCADATYTTNGC -3’
RoPO RpPO_FO01 5- ATGGGTAGGGAGGACAARGC -3’ 904 bp 67 Deg
RpP0O RO1 5’- AGACCRAAGCCCATGTCGTC -3’
RpS23 RpS23_F01 5- TGGAAGGCYAAYCCTTYG -3 204 bp 62 Deg
RpS23_RO01 5’- GGAATRTCACCGACGGCRT -3°
RpS5 Rp S5 _F01 5- GRTGGAGYTGYTAYGATGT -3 457 bp 60 Deg
Rp S5 R01 5- GAGTTWGATGAR CCTTRGC -3’
RoL7A RpL7A_FO01 5’- CAGAAGAAGCCYAAGAAGAAG -3 721 bp 60 Deg
RpL7A RO1 5- CGTTGGACTTGTTGCCGAG -3’
EF1a EF1dF01 5’- AARGARGCNCARGARATGGG -3 1172 bp 59 Deg
EF1dR02 5- GCNACNGTYTGYCTCATRTC -3°

* F — forward, R — reverse; ** Typ: Deg, degenerovany; S, specificky

3. 2. 3. Klonovani a sekvenace

PCR produkty odpovidajici oéekavané délce byly extrahovany z 1% agarézoveho gelu
v IXTAE pufru pomoci Wizard SV Gel and PCR Clean Up System (Promega, Madison, WI,
USA) dle protokolu vyrobce. Déle byly zaligovany do plasmidu Promega pGEM T Easy
Vector (Promega). Ten byl nasledné pouZit k transformaci chemicky kompetentnich bunék
DH5a. Izolace plasmidové DNA byla provedena pomoci Quiaprep Spin Miniprep Kit (Quigen,
Dusseldorf, SRN) dle protokolu vyrobce. Samotné sekvenovani bylo provedeno v Laboratofi
genomiky BC AVCR pomoci BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) s pouzitim
univerzalnich sekvenacni primerd M13 forward (5-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’) a M13
reverse (5-GGAAACAGCTATGA-CCATG-3’). Editace sekvenci byla provedena ve volné
MEGA4 2007) BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/). Sekvence byly nasledné ovéfreny v databazich NCBI (National

dostupném programu (Tamura et al., nebo
Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nIm.nih.gov/) pomoci nastroje blastn

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/ Blast.cgi). Takto ovéfena rekombinantni plazmidova DNA byla
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dale pouzivana jako templat pro pfipravu sond pro Southernovu hybridizaci a pro prohledani

knihovny bakterialnich umélych chromosomu (BAC) obalece jableéného (viz nize).

3. 3. Identifikace BAC klont z BAC knihovny obalece jableéného

Fyzické mapovani jednotlivych genl standardni FISH je velmi obtizné. U obalece
jable¢ného je vSak dostupna BAC (“Bacterial Artificial Chromosome”) knihovna. BAC

klony jsou jiz dostate¢né velké (140kbp) na to, aby poskytly stabilni hybridiza¢ni signal.

3. 3. 1. Priprava sond

Sondy pro prohledavani BAC knihovny a Southernovu hybridizaci byly pfipraveny metodou
PCR a naznaceny alkali-labilnim digoxigeninem (Roche Diagnostics). Znacici 30 ul reakce
obsahovala 1x Ex Taq pufr, smés nukleotidu (0,08 mM dGTP, dCTP, dATP, 0,052 mM dTTP
a 0,028 mM DIG-11-dUTP), 0,5 pM primery, pfiblizné 4 ng plasmidové DNA a 1,25 U Takara
Ex Taq Hot Start polymerazy (Takara). Teplotni profil odpovidal klasické PCR (viz kap. 3. 2.
2.) s vyjimkou doby syntézy primeru. Ta byla prodlouZena na 60 s a pocet cyklt byl zySen na
35. Sondy byly precistény gelovou filtraci na kolonce ProbeQuant G-50 Micro Columns
(ilustra Ltd., Sussex, UK). Poté byla stanovena jejich koncentrace. Na hybridizaci bylo
pouzito pfiblizné 100 ng sondy. Primery pouzité k amplifikaci sond spolu s dalSimi

podrobnostmi jsou uvedeny v Tab. 2.

3. 3. 2. Prohledavani BAC knihovny

BAC klony byly selektovany pomoci hybridizace sondy znacéené alkali-labilnim
digoxigeninem (viz kapitola 3. 3. 1.) se specialni, Hybond—N+ nylonovou membranou
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA), na které byly naneseny dvé kopie od
kazdého klonu knihovny (tzv. “high-density BAC colony filter”). Membranu byla promyvana 1
hodinu v hybridiza&nim roztoku (1 M NaCl, 5x Denhardt, 0,5 % SDS, 40% formamid, 10 mM
Tris-HCl o pH 7,6, 1 mM EDTA) pfi teploté 42°C. Samotna hybridizace pak probihala pfes
noc pfi 42°C v hybridizacnim roztoku s 200-400 ng denaturované sondy. Po hybridizaci byl
filtr promyt 2x 5 minut v odmyvacim pufru | (2x SSC, 0,1% SDS ) pfi pokojové teploté a poté
2x po 15 minutach v odmyvacim pufru Il (0,2x SSC, 0,1% SDS) pfi 68°C. Nasledovalo
oplachnuti v mycim roztoku (0,3% Tween 20, 25 mM Tris-HCI, 0,2 M NaCl, pH 7,5) a
hodinova inkubace pfi pokojové teploté v blokovacim roztoku (5% odtuénéné sudené miéko,
25 mM Tris-HCI, 0,2 M NaCl, pH 7,5). Poté byl filtr inkubavan s protilatkou proti digoxigeninu

konjugovanou s alkalickou fosfatazou (Roche Diagnostics), ktera byla fedéna v blokovacim
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roztoku v poméru 1: 10 000. Nadbyte¢na protilatka byla odstranéna promytim filtru v mycim
roztoku 2x 5 minut pfi pokojové teploté. Po kratkém oplachnuti v detekénim pufru (0,1 M
Tris-HCI, 0,1 M NacCl, pH 9,5) a 5 minutové inkubaci se substratem alkalické fosfatazy CDP-
Star byla chemiluminiscence zaznamenana CCD kamerou systému Lumi-lmager LAS-3000
(Fujifilm Life Science, Stamford, CT, USA).

Tab. 2. Primery pouzité ke konstrukci sond pro prohledavani BAC knihovny a Southernovu

hybridizaci.
Délka hybridizjuici Ta

Gen Nazev primeru Sekvence sekvence (°C) | Metoda*

Ace-1 AChE1_FO01_RT |5-CTGCCACATTCATGCGTTCA -3° 710 bp 58 | SH/BAC
AChE1 RO1 5- AAGTTTTGGTGCGCTAAGG -3’

Ace-2 AChE2_FO01 5'- AAGACAATGCGCGGGTATTTG -3’ 406 bp 56 SH
AChE2 R01 BAC |5- TCCTTCATCTTGATTACTTCCG -3

EE1 M13 F 5-GTTTTCCCAGTCACGAC -3 1172 bp 58 SH
M13 R 5- GGAAACAGCTATGACCATG -3’

Ace-1 AChE1_FO01 5'- CGATACAAGGCATTCTGCCA -3 1373 bp 57 BAC
AChE1 RO1 5- AAGTTTTGGTGCGCTAAGG -3’

Ace-1 M13 F 5-GTTTTCCCAGTCACGAC -3 1373 bp 58 BAC
M13 R 5'- GGAAACAGCTATGACCATG -3’

Ace-2 M13 F 5-GTTTTCCCAGTCACGAC -3’ 1468 bp 58 BAC
M13 R 5'- GGAAACAGCTATGACCATG -3’

1dh2 M13 F 5-GTTTTCCCAGTCACGAC -3’ 663 bp 58 BAC
M13 R 5'- GGAAACAGCTATGACCATG -3’

RoPO M13 F 5-GTTTTCCCAGTCACGAC -3’ 904 bp 58 BAC
M13 R 5'- GGAAACAGCTATGACCATG -3’

RpS23 M13 F 5-GTTTTCCCAGTCACGAC -3 204 bp 58 BAC
M13 R 5'- GGAAACAGCTATGACCATG -3’

RpS5 M13 F 5-GTTTTCCCAGTCACGAC -3 457 bp 58 BAC
M13 R 5'- GGAAACAGCTATGACCATG -3’

RoL7A M13 F 5-GTTTTCCCAGTCACGAC -3 721 bp 58 BAC
M13 R 5- GGAAACAGCTATGACCATG -3’

*SH-Southernova hybridizace, BAC-prohledavani BAC knihovny

Po vizualizaci byla membrana oplachnuta v deionizované vodé a nasledné byla
inkubovana ve ,stripovacim® roztoku (0,2 M NaOH/0,1% SDS) 2x 20 minut pfi 37°C. Poté
byla kratce promyta v2x SSC pufru (pH 6,8). VIhkdA membrana byla po zateveni do
plastového sacku byla do dal$iho pouziti uchovavana ve 4°C v lednici.

Podrobnosti o odecitani vysledkll z membrany jsou uvedeny v praci Dalikova (2009).
Vyselektované BAC klony byly ovéfeny pomoci klasické PCR reakce s pouzitim specifickych
primeru (Tab. 3.) (podminky reakce viz kapitola 3. 2. 2.). Z BAC klonl byla DNA izolovana ze
100 ml bakterialni kultury v LB mediu s 12,5 ug/ml chloramfenikolu pomoci Quiagen Plasmid
Midi Kit (QUIAGEN) dle protokolu dostupného na internetovych strankach vyrobce (“Isolation
of BAC DNA using the QIAGEN Plasmid Midi Kit”). Takto ziskana DNA rozpusténa

v deionizované vodé a byla skladovana do dal§iho pouZiti v -20°C.
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Tab. 3. Specifické primery pouzité pro ovéfeni BAC klont selektovanych z genomové

knihovny.
Gen Nézev primeru Sekvence Délka Ta(°C)
Ace-1 | AChE1_FO01_BAC |5'- CTGCGACAGGAAAGAAAGTTG -3 ~ 800 bp 57
AChE1_R01 _BAC |5- AGGAACCGTCGATAATGGGA -3’
Ace-2 AChE2_F01_BAC |5- TGATTACACTGTTTGGGGAGTC -3’ ~ 370 bp 56
AChE2 R01 BAC |5 - TCCTTCATCTTGATTACTTCCG -3’
1dh2 IDH2_FO1 5’- CGCCTGATGAACAGAGAGTT 3 ~ 660 bp 57
IDH2_RO01 5- ATTTCCACCTTTCCAGGTTT -3
RpPO RpPO_F01_BAC 5,- ATGGGTAGGGAGGACAAAGC -3, ~ 900 bp 67
RpP0 R01 BAC |5-CCTTGATGAATTCCTTGATAG -3
RpS23 RpS23_FO01 5,— TGGAAGGCYAAYCCTTYG -3 ' ~ 200 bp 62
RpS23_RO01 5- GGAATRTCACCGACGGCRT -3

3. 4. Southernova hybridizace

Tato metoda byla pouzita pro srovnani poctu kopii gend Ace-1 a Ace-2 v
genomu samce a samice obaleCe jableéného. Jako kontrola byl pouzit
autosomalni gen elongacni faktor1a (EF-1a). Ten je v sam¢&im i sami¢im genomu zastoupen
stejnym poctem kopii. Zvolena metoda by méla odhalit pfipadnou lokalizaci téchto gen0
na chromosomu Z podle pfiblizné 2x silnéjSiho hybridizacniho signalu samce ve srovnani se

samici, jelikoz samec ma dva pohlavni chromosomy Z, zatimco samice pouze jeden.

3. 4. 1. Extrakce genomové DNA

DNA pro pfipravu hybridizaéni membrany byla ziskana standardni fenol-
chloroformovou extrakci (Fukova a kol., 2005). Sam¢i a samic¢i tkan byla homogenizovana
oddélené v tekutém dusiku a inkubovana s extrakénim pufrem (0,1 g tkdané na 3 ml
extrakéniho pufru obsahujiciho 100 mM NaCl, 50 mM EDTA, 100 ug/ml proteinazy K, 0,5%
Sarkosyl, 10 mM Tris-HCI, pH 8) pfes noc za mirného tfepani pfi 37°C. Nasledujici den byla
pfidana RNaza A (Sigma-Aldrich; vysledna koncentrace 10 pug/ml) a po hodinové inkubaci
byla provedena fenol-chloroformova extrakce. DNA byla precipitovana pfidanim 1/10 objemu
3 M octanu sodného a 7/10 objemu isopropanolu, promyta 70% etanolem a rozpusténa v
pfislusném mnozstvi vody. Kvalita izolované DNA byla ovéfena Stépenim restrikEnimi
enzymy. Koncentrace DNA byla stanovena na fluorometru DyNA Quant 200 (Amersham

Biosciences, Buckinghamshire, UK).
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3. 4. 2. Southernova hybridizace genovych sond s genomovou DNA obalece

Samci a sami¢i genomova DNA byla nastépena dvéma restrikénimi enzymy, Dral a
Xbal (Fermentas, Glen Burnie, MD). Stépici reakce o objemu 50 pl obsahovala 15 pg
genomové DNA, 1x Tango pufr (Fermentas) a 30 U kazdého enzymu. Enzymy byly pfidany
ve dvou krocich, nejdfive 10 U a po hodinové inkubaci ve 37°C bylo pfidano zbylych 20 U.
Reakce byla za mirného tfepani inkubovana ve 37°C pies noc a poté zastavena pfidanim
nanaseciho pufru (1% SDS, 50% Glycerol, 0,05% Bromphenol blue). Na 1% agar6zovy gel v
1x TBE pufru bylo naneseno po 6 ug samci a sami¢i nastépené DNA a digoxigeninem (DIG)
znaceny velikostni DNA marker (“DNA Molecular Weight Marker Ill, DIG-labeled”; Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, SRN). Nastépena DNA byla elektroforeticky separovana
napétim 5 V/cm agar6zového gelu. Poté byl gel kratce obarven ethidium bromidem (5
MI/100ml) a spravna separace a nanaska zkontrolovana na transiluminatoru.

Pfeneseni DNA na membranu, jeji hybridizace se sondou a nasledna
chemiluminiscenéni detekce probihala s drobnymi zménami podle prace Fukova a kol.
(2007). DNA byla pfenesena na nylonovou membranu Hybond N* (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) kapilarnim pfenosem a fixovana pfistrojem Stralinker UV Crosslinker
(Stratagene, La Jolla, CA, USA). Poté byla membrana 1h promyvana hybridizaénim
roztokem DIG Easy Hyb (Roche Diagnostics) pfi 42°C a nakonec inkubovana pfes noc pfi
stejné teploté v 10 ml roztoku DIG Easy Hyb s denaturovanou, digoxigeninem znacenou
alkali-labilni sondou. Po skon&eni hybridizace byla membrana promyvana 2x 5 minut v 0,1%
SDS v 2x SSC pufru pfi pokojové teploté a 15 minut v 0,1% SDS v 0,2x SSC pufru pfi
teploté 68°C. Poté byla membrana promyta v 0,3% detergentu Tween 20 v 1x TBS pufru (25
mM Tris-HCI, 0,2 M NaCl, pH 7,5) a 1 hodinu blokovana v 5% odtu¢néném suSeném mléce
(“Difco Skim Milk“, Becton, Dickinson and Company, Francie) v 1x TBS pufru a dal$i hodinu
inkubovana v novém blokovacim roztoku s protilatkou proti digoxigeninu konjugovanou
s alkalickou fosfatdazou (Anti-Digoxigenin-AP fedény 1:10000) (Roche Diagnostics). Po
nékolikanasobném promyti v 0,3% roztoku Tween 20 v 1x TBS pufru byla membrana
oplachnuta v detekénim pufru (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, pH 9,5) a inkubovana s
chemiluminiscenénim substratem CDP-Star, ready-to-use (Roche Diagnostics). Vizualitace
membrany byla provedena stejné jako v kapitole (3. 3. 2.) Intenzita signalG zajmovych genu,
v samc¢ich a sami€ich drahach, byla zméfena v programu Adobe Photoshop, verze 7.0 CE a
byla provedeno srovnani intenzit s referenénim genem. Membrana byla odmyta (viz kapitola

3. 3. 2.) a pfipravena k dalSi hybridizaci s referenénim genem EF-1a .
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3. 5. Kvantitativnhi PCR

Kvantitativni PCR je dal8i metodou, kterou Ize ovéfit relativni poéet kopii cilového
genu v genomu na zakladé hodnot Ct (,threshold cycle") pro jednotlivé studované geny
vsam¢&im a sami¢im genomu, které jsou porovnané s hodnotami referenéniho
autosomalniho genu u obou pohlavi. Hodnota Ct je rovna cyklu, kdy amplifikacni kfivka
prekro€i fluorescenéni prah béhem exponencialni faze reakce.

DNA pro kvantitativni PCR byla izolovana pomoci DNeasy Blood & Tissue Kit
(Quiagen) dle vyrobce. Bylo provedeno Sest nezavislych izolaci sam¢i a sami¢i DNA.

Samotna kvantitativni PCR byla provedena pomoci pfistroje C1000 Thermal cycler s
nastavcem CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, Hercules, CA) v 96-ti jamkové mikrodesti¢ce
Hard-Shell (Bio-Rad). Kazda 25 ul reakce obsahovala 20 ng genomové DNA (gDNA) 1x
Sybr Green Master Mix (Invitek, Berlin, SRN), 0,4 uM forward a reverse primerQ (Tab. 4.) a
milliQ vodu. Teplotni profil reakce se skladal z po¢ate¢ni denaturace 3 minuty pfi 95°C a 45
cykll sestavajicich z 15 sekund dlouhé denaturace pfi 94°C, nasedani primeru pfi 58°C 30s,
syntézy pfi 72°C, 30s a zavérecné syntézy, pfi kieré se teplota syntézy postupné zvySovala
z 65°C na 95 °C kazdych 5 sekund o p(l stupné.

Geny Ace-1, Ace-2 a referenéni gen EF-1a byly amplifikovany samostatné
v triplikatech. Experiment byl tfikrat opakovan. Uginnost primer( pro jednotlivé geny byla
odvozena ze standardni kfivky ziskané sérii fedéni templatové DNA (nefedéna, 10x, 100x,
1000x a 10000x). Ziskané ucinnosti byly zahrnuty do nasledné analyzy. Odeétena data pro
oba studované geny pfi kvantitativni PCR pro samici DNA a sami¢i DNA byla analyzovana v
programu CFX ManagerTM Software Data Analysis Quick Guide, ktery urcil hodnotu Ct
kazdého vzorku. Ziskané hodnoty Ct byly exportovany do programu Microsoft Office Excel

2003 a v ném nasledné vypodcitany relativni pocty kopii referenéniho genu EF-1a a cilového

— Eff
2Ct reference

genu jak pro samci, tak pro samici DNA dle vzorce ———,

2Ct cilového _ genu

kde Eff je ucinnost reakce, Ct je primérna hodnota Ct hodnot triplikat(l. Hodnoty relativniho

poctu kopii referenéniho genu byly porovnany s hodnotami studovaného genu obou pohlavi.

Tab. 4. Primery pouzité pfi kvantitativni PCR pro geny Ace-1 a Ace-2 a referen¢ni EF-1a.

Gen Nazev primeru Sekvence Délka TA(°C)

Ace-1 AChE1_FO01_RT |5- CTGCCACATTCATGCGTTCA -3’ 158 bp 58
AChE1_RO1_RT |5- ACCCAAAGCATAACAGCTGC -3’
AChE2_FO01_RT |5-TACACTGTTTGGGGAGTCAGCT -3’

Ace-2 . ] 156 bp 58
AChE2_R0O1_RT |5-TTCCCAATATCTTGAGCGCGT -3

EF1q EF1_FO03_RT 5’- CTGGTTCAAGGGATGGCAGA -,3 154 bp 58
EF1 _R03 RT 5’- ACCAATACCGCCGATTTTGT-3
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4. Vysledky

4. 1. Izolace ortologtli obalace jableéného, C. pomonella

Ze zajmovych genu byla ziskana pouze jejich kédujici sekvence, a to prostfednictvim
PCR amplifikace z cDNA. Vyuziti kddujici sekvence, a nikoliv tedy sekvence celého genu s
introny, jejichz soucasti jsou repetitivni sekvence, snizilo riziko faleSné pozitivnich klonud pfi
prohledavani BAC knihovny. Dal$im dlivodem je, ze kodujici sekvence je mnohem vhodnéjsi
pro navrhovani specifickych primerQ, napf. pro kvantitativni PCR nebo pro ovéfovani BAC
klonQ. V této praci byly ziskany a zaklonovany ortologni sekvence obou studovanych gent
acetylcholinesteraza 1 (Ace-1) a acetylcholinesteraza 2 (Ace-2) a sekvenci referenéniho
genu EF-1a. Spolu se nimi bylo vyizolovano nékolik genu, které lezi v genomu u bource
morusového, B. mori na chromosomu 15, podobné jako gen Ace-1. Geny byly vytipovany
tak, aby rovnhomérné pokryly celou délku chromosomu 15. Jmenovité se jednalo o tyto geny:
isocitrat dehydrogenéaza 2 (Idh2), ktery je u C.pomonella s Ace-1 vazbé, ribosomalni protein
PO (RpPO0) lezici v blizkosti Ace-1, ribosomalni protein S23 (RpS23), ribosomalni protein
L7A, (RpL7A) a ribosomalni protein S5 (RpS5). Seznam primer( pouzitych pro amplifikaci
vySe uvedenych genu spolu s reakénimi podminkami a délkou ziskanych sekvenci téchto
genu je uveden v Tab. 1. VSechny identifikované sekvence budou poskytnuty internetové

databazi GenBank.

4. 2. Selekce kloni z genomové knihovny obalece jableéného

BAC klony vyselektované z genomové knihovny obaleCe jable¢ného byly oznaleny
podle jejich umisténi v genomové knihovné obaleCe jableéného. Podrobnosti o odecitani
BAC klonU jsou uvedeny v praci Dalikova (2009). V kratkosti, prvni €islo v nazvu odpovida
Cislu desticky, nasledujici pismeno a €islo pak odpovidaji konkrétnimu fadku a sloupecku v
dané desticce. Hybridizaci specifickych genovych sond s membranou, nesouci kopie vSech
BAC klonil, se podafilo vyselektovat pouze klony pro geny Ace-2, RoPO a Idh2. Uspésnou
selekci téchto klond dokumentuje jeden dvojity signal na membrané s hybridizovanym
sondou genu Ace-2 (Obr. 1A), jediny dvojity signal sondy genu Idh2 (Obr. 1B) a tfi dvojité
signaly sondy genu RpPO, z nichz pro dal§i pokusy byl vybran klon s Cislem 02017 (Obr.
1C). PFitomnost sekvenci ve vyselektovanych BAC klonech potvrdila PCR se specifickymi
primery (Tab. 4.). Po€et nalezenych pozitivnich a negativnich klond pro jednotlivé geny,
spolu s jejich polohami odpovidajici BAC knihovné jsou uvedeny v Tab. 5. V pfipadé genu
Ace-1 byly na membrané odecteny tfi dvojité signaly klonl, u kterych byly sice pfi PCR
ovéreni pomoci specifickych primert (Tab. 4.) odecteny produkty ocekavané délky, ale po
izolaci téchto produktl z1 % agarézového gelu a jejich osekvenovani se ukazalo, ze se

jednalo o signaly faleSné pozitivni. Ani po dalSich ¢tyfech pokusech s riznymi membranami
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a kombinacemi primert pro pfipravu sondy Ace-1, mezi nimiz byla i sonda pouzita pro
Southernovu hybridizaci (Tab. 2., dal$i sonda konstruovana pomoci univerzalnich primert
M13 R/F, a specifickych pro amplifikaci Ace-71; Tab. 1.), se nepodafilo odhalit Zadny jiny BAC
klon. Vyhledavani klont nebylo uspésné ani u genli RpL7A, RpS23 a RpS5, kde se alesponi
u RpS23 signaly objevily, ale nékolikrat zopakovana PCR nepotvrdila pFitomnost

poZadované sekvence v odpovidajicich klonech.
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Obr. 1. Sektory na membrané s pozitivnim dvojitym signalem pro geny A) Ace-2, klon
11F21, B) Idh2 klon 12E19, C) RpPO- klon 02017; prvni dvojCisli zanaci kod vzajemné
polohy dvojtecek pfifazeny pro jednotlivé sektory membrany odpovidajici destickam s BAC
klony (I-VI).

Tab. 5. BAC klony vyselketované z knihovny obalecCe jable€ného

Gen Klon PCR ovéfeni
01L24 -
Ace-1 33L21 -
34L24 -
Ace-2 11F21 +
02017 +
RpPO 12003 +
31001 +
Idh2 12E19 +
RpS23 17P03 -

+/- pozitivni/negativni ovéfeni pfitomnosti sekvence
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4. 3. Ovéreni vazby genti na chromosom Z metodou Souhernovy hybridizace

Vzhledem k tomu, Ze v BAC knihovné nebyl nalezen klon obsahujici gen Ace-1, ktery
by byl pouzit pro fyzické mapovani metodou BAC-FISH, bylo nutné ovéfit vazbu tohoto genu
na pohlavni chromosom Z resp. na autosom dvémi nezavislymi metodami. Jako prvni byla
pouzita Souhernova hybridizace (Nanda a kol., 2000; Itoh a Arnold, 2005; Fukova a kol.,
2007, 2009). Pokud bychom pfedpokladali, ze je zajmovy gen na chromosomu Z, u samce
by byl v genomu pfitomen dvakrat, jelikoz sam¢i pohlavi je u motyld homogametické (vlastni
dva pohlavni chromosomy Z). Genom heterogametické samice (WZ) by tudiz obsahoval
pouze jednu kopii genu. Hybridizace sondy Ace-1 (podrobnosti v Tab. 2.) se sam¢&i a samici
genomovou DNA obalece jableEného, fragmentovanou restrikCnimi enzymy Dral a Xbal,
odhalila jediny prouzek, jehoz signal se mezi obéma pohlavimi zfetelné liSil svou intenzitou.
Vyrazné intenzivnéjsi hybridizacni signal byl zaznamenan v draze sam¢&i DNA (Obr. 2A). Po
odmyti sondy byl na stejnou membranu hybridizovan referenéni gen EF-1a, ktery je
vgenomu u obou pohlavi pfitomen ve dvou kopiich. Vysledné hybridizaéni signaly
vykazovaly podobnou intenzitu v draze samci i sami¢i DNA (Obr.1A). Po hybridizaci genu
Ace-2 na druhé membrané, pfipravené spolecné s prvni membranou za stejnych podminek,
byl pozorovan opét jeden prouzek podobné intenzity u DNA obou pohlavi (Obr.1B). Stejny
charakter signalt byl pozorovan i po opétovné hybridizaci EF-1a na stejnou membranu po
odmyti sondy pro Ace-2 (Obr.1B). Po standardizaci intenzity signald pomoci genu EF-1a v
programu Adobe Photoshop 7.0 se potvrdilo, Ze intenzita signalu genu Ace-1 je u samcCi
DNA dvojnasobna v porovnani se samic¢i DNA, zatimco u Ace-2 jsou intenzity signall u obou
pohlavi totozné. Vysledky téchto experimentd tak naznacily lokalizaci genu Ace-1 na

chromosomu Z a naopak autosomalni lokalizaci genu Ace-2.

4. 4. Stanoveni relativniho poctu kopii genti v genomu kvantitativni PCR

Kvantitativni PCR byla zvolena jako dalSi nezavisla metoda k ovéfeni vazby genu
Ace-1 a Ace-2 na pohlavni chromosom Z resp. na autosom. Principem je stanoveni poméru
relativniho poctu kopii cilového genu k referenénimu genu prostfednictvim analyzy hodnot Ct
u srovnavanych vzorkd DNA. Jako referencni gen byl opét zvolen elongacni faktor 1a (EF-
1a). Jedna se o autosomalni gen, lokalizovany v genomu bource moru$ového na autosomu
5 (Miao a kol., 2005).

Pro docileni pfesného a objektivniho vysledku byly vzdy jednotlivé experimenty
provadény se tfemi nezavisle izolovanymi vzorky genomové DNA (gDNA) pro kazdé pohlavi
obalecCe jable€ného. U kazdého vzorku byla reakce provadéna v triplikatech. Reakce byla
opakovana tfikrat, a to vzdy s DNA z nové nezavislé izolace. Uginnost reakci (primer() pro

jednotlivé geny byla stanovena pomoci standardni kfivky, kterd byla ziskana sérii fedéni
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DNA (nefedéna, 10x, 100x, 1000x, 10000x), nanesené opét v triplikatech. Analyza byla
provedena v programu CFX ManagerTM Software Data Analysis Quick Guide, ktery
vygeneroval pro jednotlivé reakce jejich standardni kfivku a vypocital uc€innost reakce
(primer(). Uginnost reakce s primery genu Ace-1 byla 95,9%, Ace-2 89,5% a efla 85,8%.
Tyto hodnoty byly zahrnuty v analyzach jednotlivych gen.

Ziskana data byla pouzita pro vypocet poméru hodnot Ct dle vzorce v kapitole 3. 4.
Na zakladé téchto vypoctu byl v pfipadé Ace-1 prokazan pfiblizny pomér 1:1 (EF-1a ku Ace-
1) u samciho gDNA, zatimco analyza poméru hodnot Ct u sami¢iho genomu vykazovala
pomér 1:2 (EF-1a ku Ace-1) (Obr. 3A). Pfi srovnani genli Ace-2 a EF-1a odpovidal pomér
pramérnych Ct hodnot poméru 1:1 u obou pohlavi (Obr. 3B). Vysledky kvantitativni PCR tak
potvrdily, Ze samice obale¢e maiji polovi¢ni davku genu Ace-1, z Eehoz vyplyva, Ze je tento

gen lokalizovan na chromosomu Z. Naopak u genu Ace-2 byla potvrzena vazba na autosom.
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Obr. 2. Vysledky Southernovy hybridizace sond pfipravenych z gend A) Ace-1 a
referenéniho EF-1a B) Ace-2 a referencniho EF-1a k 6 ug samc&i a sami¢i genomové DNA
obalece jable¢ného Stépené soucasné restrikénimi enzymy Dral a Xbal. Sonda genu EF-1a
byla hybridizovana na odmytou membranu po hybridizaci genu Ace-1, resp. Ace-2. Intenzita
signalu pfi pfiblizné stejném mnozZstvi nanesené DNA zavisi na poctu kopii dané sekvence v
genomu. Navic byla intenzita signalu v draze samci a samiCi DNA standardizovana
porovnanim signalu s referenénim genem EF-71a. Vyrazné vySSi intenzita prouzku u samce
v pfipadé Ace-1 naznacuje vazbu tohoto genu na chromosom Z. Naopak podobny pomér

signalt genll Ace-2 a EF-1a v drahach obou pohlavi predikuje autosomalni lokalizaci.
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Samec Samice Samec Samice

2> Relativni podet kopii genu Ace-1
0 Relativni pocet kopii genu Ace-2

Obr. 3. Vysledky analyzy relativniho po&tu kopii gent A) Ace-1 a B) Ace-2 v genomu samce
a samice obaleCe jableCného. Ze srovnani poméru relativniho poc€tu kopii genu Ace-1
s referencim genem EF-1a (1:1) vyplyva, Ze samé&i genom obsahuje dvé kopie tohoto genu,
zatimco samici pouze jednu (2:1). To odpovida vazbé na pohlavni chromosom Z. Naopak
gen Ace-2 u obou pohlavi vykazuje s referennim genem pfiblizné pomér 1:1, coz doklada,
Ze obé pohlavi maji dvé kopie genu Ace-2, v souladu s jeho pfedpokladanou autsomalni
lokalizaci. Hodnota standardnich odchylek pro gen Ace-1 je 0,08 u samce a 0,025 u samice,

pro gen Ace-2 0,025 u samec a 0,14 u samice.
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5. Diskuse

Cilem této prace bylo ovéfit hypotézu o mozné translokaci genu Ace-1, kodujiciho
acetylcholinesterazu, z autosomu na pohlavni chromosom Z u obaleCe jable€ného, Cydia
pomonella, zastupce Celedi Tortricidae, u které je tato translokace pfedpokladana na zakladé
dfive publikovanych udaju (Heckel a kol., 1998). Jelikoz je znamo, Zze u modelového druhu
bource morusového, Bombyx mori, je tento gen lokalizovan na autosomu 15, bylo nutné pro
ziskani predstavy o rozsahu této translokace vytipovat i dalsi geny, které u bource lezi v téze
vazebné skupiné, tak aby rovhomérné pokryly cely chromosom 15. K tomuto ucéelu byly
z genomu obaleCe jable¢ného ziskany pomoci PCR ¢astecné ortologni sekvence celkem
Sesti gen(, jmenovité acetylcholinesterazy 1 (Ace-1), isocitrat dehydrogenazy 2 (ldh2),
ribosomalniho proteinu PO (RpPO0), ribosomalniho proteinu S23 (RpS23), ribosomalniho
proteinu L7A (RpL7A) a ribosomalniho proteinu S5 (RpS5). Dale byly ziskany sekvence
acetylcholinestrazy 2 (Ace-2) a elongacniho faktoru 1a (EF-1a), ktery je u bource zafazen do
vazebné skupiny 5 (Miao a kol., 2005) a ktery poslouzil v dalSich analyzach jako autosomalni
referenéni gen. Tyto sekvence byly pouzity k pfipravé hybridizaénich sond, kterymi byla
prohledavana BAC knihovna obaleCe jable¢ného. V praci se podafilo ziskat BAC klony
obsahujici gen Ace-2, lokalizovany u bource na chromosomu 9, a gen Idh2, ktery je u
obalee jableéného, na rozdil od bource, vdazan na chromosom Z (D.P. Pashley,
nepublikované vysledky citované v praci Heckel a kol., 1998). Dale byl identifikovan BAC
klon obsahujici gen RpPO0, jenZ na chromosomu 15 bource lezi blizko genu Ace-1. AvSak
klony obdahujici geny Ace-1, RpS23, RpL7A a RpS5 nebyly v knihovné nalezeny. Pouzita
BAC knihovna obsahuje pfiblizné ¢tyfnasobek genomu samic obaleCe jable¢ného (Dalikova,
2009). AvSak protoze se ve vSech pfipadech jedna o geny, které byly béhem evoluce
translokovany na pohlavni chromosom Z, obsahuiji klony odvozené od chromosomu Z pouze
dvojnasobek genetického obsahu Z. Je tedy mozné, Ze klony s vySe uvedenymi ¢tyfmi geny
vCetné genu Ace-71 v knihovné zcela chybi. Alternativni vysvétleni, Zze pfipravené sondy
nehybridizovaly s hledanymi klony, je nepravdépododné vzhledem k tomu, Ze jako sondy
byly pouzity pouze kodujici sekvence a Ze se jedna o velmi konzervativni geny.

V této praci byla pro samotné ovéfeni vazby genl Ace-1 a Ace-2 na pohlavni
chromosom Z resp. autosom provedena analyza porovnani poctu kopii obou genli v genomu
samce a samice dvémi nezavislymi metodami, Southernovou hybridizaci genovych sond se
samc¢i a sami¢i DNA a kvantitativni PCR. V obou pfipadech byl jako referenéni pouzit gen
EF-1a. Vysledky obou metod jednoznacné prokazaly polovi¢ni davku genu Ace-1 v genomu
samic ve srovnani s genomem samce a podpofily tak hypozézu o lokalizaci tohoto genu na

pohlavnim chromosomu Z obale€e jableného. V souladu s pfedpoklady byla obéma
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metodami zjisténa shodna davka genu Ace-2 u obou pohlavi, coz potvrdilo, Ze se jedna o
autosomalni gen.

Vlastni mapovani gent pomoci BAC klonu izovolanych v této praci, bylo provadéno
P. Nguyenem “vicebarevnou” BAC-FISH béhem jeho staZe v laboratofi K. Sahary (Hokkaido
University, Sapporo, Japonsko), ktera je vybavena specifickymi fluorescenénimi filtry,
umoziujicimi zaroven mapovat az Sest sond znacenych péti riznymi fluorochromy (viz
Sahara a kol.,, 2007). Diky tomu bylo mozné efektivné integrovat vétSinu genetickych
markerd dosud ziskanych v nasi laboratofi do detailni fyzické mapy chromosomu Z obalece
jable¢ného (P. Nguyen, nepublikované vysledky). Na Obr. 4 A jsou identifikované BAC klony
hybridizovany na chromosomalni preparaty pachytennich bivalentd samcu obalece
postupem popsanym v praci Nguyen (2009). Pro identifikaci bivalentu chromosomu Z zde
byla pouzita BAC sonda obsahujici gen laktat dehydrogenaza (Ldh), ktery byl jiz dfive
lokalizovan na chromosomu Z (Nguyen, 2009). Zaroven s touto sondou byly hybridizovany
BAC sondy genl RpPO a Idh2 (izolovanych v této praci) a genu Notch, jenz byl izolovan a
jeho vazba na chromosom Z potvrzena v diplomové praci V. Katy ( Kdta, 2011). VSechny
Ctyfi sondy hybridizovaly k jednomu pachytennimu bivalentu (P. Nguyen, nepublikované
vysledky). Pofadi dvojitych signalt sond pro jednotlivé geny bylo nasledovné: RpP0 — Idh2 -
Ldh — Notch. Toto pofadi mapovanych genl obaleCe jableéného odpovida rozlozeni téchto
genl na chromosomu 15 bource moruSového s vyjimkou genu Ldh, ktery lezi u bource na
chromosomu Z a mezi studované geny se patrné dostal chromosomalni pfestavbou (Obr. 6).
ProtoZze se nepodafilo vramci této prace identifikovat klon obsahujici gen Ace-1, byla
ortologni sekvence genu Ace-1 mapovana modifikovanou metodou FISH pro pfimou
lokalizaci genovych sekvenci motylt (Yoshido a kol., 2010). Touto metodou byl Uspésné
lokalizovan gen Ace-1 spolu s BAC sondami pro geny Idh2 a RpP0O. Hybridiza¢ni signal
sondy genu Ace-1 se nachazel mezi signaly BAC sond pro geny Idh2 a RpPO, v tésné
blizkosti mista hybridizace sondy pro RpP0 (Obr. 4B; P. Nguyen, nepublikované vysledky).
Toto pofadi signalt na chromosomu Z obalece jable¢ného odpovida i pofadi odpovidajicich
genll na chromosomu 15 bource morusového. Vysledky fyzického mapovani tak ukazaly, ze
¢ast genomu odpovidajici u bource prakticky celému chromosomu 15 je u obalecCe
translokovana na chromosom Z, coz potvrzuje vysledky této prace ziskané Southernovou
hybridizaci a kvantitativni PCR (viz vySe). Vysledky téz ukazaly pomérné konzervované
pofadi genli mezi chromosomem 15 bource a translokovanou ¢asti chromosomu Z obalece.
Mapovani tak definitivné potvrdilo vazbu genu Ace-1 na chromosom Z obaleée jableéného.
Vysoce konzervovana syntenie genu véetné konzervovaného poradi genu mezi puvodni
(ancestralni) ¢asti chromosomu Z obaleCe a chromosomu Z bource byla jiz prokadzana v
pfedchozi studii (Nguyen, 2009). Kromé toho, nedavno provedena BAC-FISH jinym &lenem

nasi laboratofe se sondami pro geny Ace-2, RpP0O a Period (Per), jehoz vazba na
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chromosom Z byla zjisténa dfive (Fukova a kol., 2009; Nguyen, 2009), potvrdila lokalizaci

genu Ace-2 na jednom z autosomu v souladu s vysledky této prace (Obr. 5; M. Dalikova,

nepublikované vysledky).

Obr. 4. Vysledky fyzického mapovani gend na pachytennich bivalentech samcu obalece
jable€ného metodou BAC-FISH (vénoval P. Nguyen, nepublikované vysledky). A) BAC
sondy pro geny RpPO, Idh2 a Notch hybridizuji na stejném pachytennim bivalentu jako BAC
klon Ldh, ktery byl jiz dfive lokalizovan na chromosomu Z (Nguyen, 2009). B) Hybridizace
BAC sond pro geny RpPO0 a Idh2 spolu s pfimo znaCenou sondou ortologni sekvence genu
Ace-1; signaly v8ech tfi sond jsou lokalizovany na jediném pachyténnim bivaletu

identifikovaném jako chromozom Z.

Pfesunuti pavodné autosomalniho genu Ace-71 na pohlavni chromosomy muze mit
velky vyznam zejména z hlediska adaptivni evoluce jejich genll. Pohlavni chromosomy hraiji
v tomto pfipadé dulezitou roli, jelikoz je na nich pfitomno mnohem vet§i mnozstvi gen
souvisejicich s reprodukci a speciaci nez na autosomech; tento jev je nazyvan ,velky efekt X
(Z) chromosomu® nebo Coyneovo pravidlo (Coyne, 1984; Coyne a Orr, 1989). Vyznamny vliv
chromosomu X byl potvrzen napf. studiem hybridnich zén octomilek, kdy bylo zjiSténo, ze
introgrese chromosomu X mezi druhy je menSi nez introgrese autosoml (Masly a
Presgraves, 2007).

Pfedpoklada se, Ze lokusy na pohlavnim chromosomu X (Z) maji vysSi rychlost
adaptivni evoluce nez lokusy na autosomech (Charlesworth a kol., 1987). Podle modelu v
praci Rice (1984) usnadfiuji pohlavni chromosomy §ifeni sexualné antagonistickych gen(
v populaci, ¢imz dojde ke spusténi evoluce pohlavné dimorfnich znak(. Tento model také

pfedpoklada, Zze by mély recesivni sexualné antagonistické geny byt ve velkém poctu
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zastoupeny na chromosomech X a Z. Frekvence recesivni alely takového genu, ktera je
prospésna pro heterogametické pohlavi (XY ¢i WZ) a Skodliva pro pohlavi homogametické
(XX ¢&i ZZ), se v populaci bude zvySovat v pfipadé, Ze bude vazana na pohlavni chromosom
X ¢&i Z. To je dano tim, ze alela lokalizovana na X/Z chromosomu heterogametického pohlavi
mlze okamzité podléhat pfimé hemizygotni selekci (Haldane, 1924), zatimco u
homogametického pohlavi bude pfed negativni expresi skryta standardni alelou.

Rychlost evoluce prostfednicvim pozitivni sekelce se tak pro recesivni alely a jejich
pfipadné mutace zvySuje pravé diky umisténi na chromosomu X u samciho
heterogametického pohlavi (tzv. ,fast X effect®). U druhu, které maji opaény chromosomalni
systém, tedy heterogametické samice WZ jako jsou motyli a ptaci, pfedstavuje chromosom Z

analogicky model - tzv. ,faster Z chromosom®.

»

f

Period, RpP0

Obr. 5. Vysledek BAC-FISH sond pro gen Ace-2 a pro dva geny lokalizované na
chromosomu Z, RpPO (P. Nguyen, nepublikovano) a Per (Nguyen, 2009) na pachytennich
bivalentech samcl obaleCe jable€ného (vénovala M. Dalikova, nepublikované vysledky).
BAC sonda genu Ace-2 znaceny fluorochromem Cy3-dUTP (Cerveny signdl) hybridizuje
k autosomu, zatimco sondy genu RpPO a Per znacené flurochromem Alexa Fluor 488-dUPT
(zelené signaly) hybridizuji ke stejnému bivalentu, identifikovanému jako par pohlavnich

chromosomi ZZ.

Dusledky plynouci z pfesunu genu pro acetylcholonovou rezistenci na pohlavni
chromosom Z u motyll jsou tedy zjevné. Da se predpokladat, ze nové vzniklé mutace mohou
diky vazbé tohoto genu na pohlavni chromosom Z podléhat u samic pozitivni selekci a jsou
tak mnohem rychleji fixovany, nez by tomu bylo v pfipadé vazby na autosom. Odpovéd na
toxické latky v€etné insekticid0 v podobé vzniku rezistence prostfednicvim

acetylcholinesterazové necitlivosti tak mize byt velmi rychla.
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Vedle genu pro Ace-1 se na chromosomu Z obaleCe jableCného vyskytuje také
ortholog genu pro GABA receptor (P. Nguyen, nepublikované vysledky). Mutace v tomto
genu zpUsobuje necitlivost k insekticidim ze skupiny cyklodienu (ffrench-Constant a kol.,
1993a,b). Paralogy tohoto genu lezi na chromosomu Ztaké v genomu B. mori. DalSim
zajimavym pfipadem rezistence vazané na pohlavi je rezistence nékterych populaci obalecCe
jable€ného vac&i granulovirm, které jsou vyznamnym prostfedkem v boji proti Skidcim
v organickém zemédélstvi. Granulovirus CpGV je druhové specificky a extrémné virulentni
patogen pUsobici na obalecCe jable¢ného (Huber, 1998). Pfesto byly zaznamenany pfipady
velmi rychlého vzniku rezistence u obaleCe (Sauphanor a kol., 2006). Zpétna kfizeni
provedena v praci Asser-Kaiser a kol. (2007) odhalila, ze je tato rezistence vazana na
pohlavi. Mechanismus resistence vSak dodnes nebyl identifikovan, k éemuz mohla pfispét
skute€nost, Zze byly vylou€eny nékteré kandidatni geny na zakladé chybného predpokladu
upIné syntenie gent mezi chromosomy Z obaleée a referenéniho druhu, B. mori. Tato prace
vSak jasné prokazala chybnost tohoto pfedpokladu, a mulze tak vyznamné napomoci
indentifikaci genu souvisejiciho s resistenci vaci CpGV.

Vazba genu Ace-1 na pohlavni chromosom Z byla prokazéana také u dal$iho druhu
z Celedi Tortricidae, obale€e vychodniho (Grapholita molesta) (Kanga a kol., 2001). Jiny gen,
glutamat oxaloacetat transferaza (GOT-1), ktery leZi dle genomové databaze KAIKObase na
chromosomu 15 bource moruSového a jehoz autosomalni dedi¢nost byla prokazana u
Cernopasky Heliothis virescens (Noctuidae) (Heckel a kol. 1998), je vazan na pohlavi u
obaleCe Choristoneura fumiferana (May a kol., 1977; citovan v praci Heckel a kol., 1998). Na
zakladé vazby tohoto genu na pohlavi a faktu, Ze je chromosom Z nejvétSim elementem
karyotypu zastupcu Celedi Tortricidae, Heckel a kol. (1998) pfedpovédél, ze se jim navrzena
chromosomalni pfestavba muize vyskytovat u ,mnoha druhl Celedi Tortricidae®. Vysledky
této prace spole¢né s informacemi o vazbé jednotlivych gend na pohlavni chromosom
Z ruznych druhd (viz vyse) naznacuji, ze k popsané chromosomalni pfestavbé mohlo dojit u
spole¢ného predka podceledi Olethreutinae (zahrnujici C. pomonella a G. molesta) a
Tortricinae (zahrnujici C. fumiferana). Vzhledem k tomu, Ze cela Celed Tortricidae zahrnuje
687 ekonomicky vyznamnych druhu, tj. potencionalnich $kidcu (Roe a kol., 2010), je
informace o mozné ftranslokaci gend pro resistenci vyznamna také pro dlouhodobé
udrzitelnou regulaci jejich populaci. K jednoznaénému zavéru o puvodu vySe popsané
chromosomalni pfestavby je vSak tfeba dalSiho studia.

Tato prace jako prvni pfimo potvrdila domnénku o translokaci genu Ace-1 u obalece
jableéného, C. pomonella, a poskytuje tak motivaci pro ovéfeni pfitomnosti této pfestavby u
dalSich druht Celedi Tortricidae. Prokazana vazba genu podminujici acetylcholinesterazovou
resistenci na pohlavni chromosom Z muze pfispét k objasnéni rychlé adaptace obalece na

vysoké davky insekticidl, kterym je v oSetfovanych oblastech vystavovan.
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Ldh—

—— Notch—

Ch. 15 B. mori Ch. Z C. pomonelia

Obr. 6. Schématicky pfehled srovnani pofadi
gend mezi chromosomem 15  bource
morusSového, Bombyx mori, a chromosomem
Z obaleCe jablo¢ného, Cydia pomonella. S
vyjimkou genu Ldh, ktery je u bource
morusoveho lokalizovan na chromosomu Z, je
zachovano poradi gend mezi transkolovanou
Casti chromosomu Z obaleCe jable€ného a

autosomem 15 bource morusového.
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6. Souhrn

Tato prace se zabyva ovéfenim hypotézy translokace jednoho z gend koédujicich
acetylcholinesterazu na pohlavni chromosom Z obaleCe jable¢ného, Cydia pomonella
(Lepidoptera: Tortricidea). V ramci této prace byly na zakladé znalosti sekvenci genl pro
acetylcholinesterazu 1 (Ace-1) a 2 (Ace-2) obaleCe jable€ného navrzeny specifické primery.
Oba geny byly uspésné izolovany, zaklonovany a sekvenovanim ovéfeny. Diky pfistupu
do databaze osekvenovaného genomu bource morusového, Bombyx mori bylo vytipovano
dalSich pét marker( kolokalizovanych s Ace-1 na chromosomu 15. Pomoci degenerovanych
primerl byly izolovany jejich ortology z genomu obaleCe jable¢ného. Jmenovité isocitrat
dehydrogenaza?2 (Idh2), ribosomalni protein PO (RpPO0), ribosomalni protein S23 (RpS23),
ribosomalni protein L7A, (RpL7A), ribosomalni protein S5 (RpS5). Ze ziskanych
zaklonovanych sekvenci byly zkonstruovany sondy pro nasledné prohledani BAC knihovny
obaleCe jable€ného. Podafilo se vyselektovat klony pro geny Ace-2, Idh2, a RpPO0. Tyto klony
poslouzily jako sondy pfi fyzickém mapovani zajmovych geni metodou BAC-FISH v ramci
souvisejiciho projektu nasi laboratofe. Z divodu neuspésné identifikace klonu obsahujiciho
sekvenci genu Ace-1 v BAC knihovné obaleCe jableCného bylo vyuzito analyz schopnych
odhalit pfipadnou vazbu genu na pohlavni chromosom Z. K provedeni téchto analyz bylo
nutné vhodné zvolit a izolovat referenéni autosomalini gen. Casto pouzZivanym referenénim
genem je elongacni faktor 1a (EF-1a), ktery byl pro tyto analyzy pomoci degenerovanych
primerQ vyizolovan, zaklonovan a sekvenovanim identifikovan. Vazebna analyza metodou
Southernovy hybridizace obou genu potvrdila vazbu genu Ace-1 na pohlavni chromosom Z a
lokalizaci Ace-2 na autosomu. Stejny vysledek poskytlo i srovnani relativniho poctu kopii
téchto geni v genomu mezi sam¢im a sami¢im pohlavim metodou kvantitativni PCR.

Vysledky této prace jako prvni potvrdily domnénku o pfesunu genu Ace-1 translokaci
chromosomu 15 na pohlavni chromosom Z u obalece jableéného. Ta vychazi z faktu, ze
vramci celé celedi Tortricidae jsou u cytogenticky prozkoumanych druh( pohlavni
chromosomy napadné vétsi nez autosomy na rozdil od ostatnich skupin motylu, coz by
mohla vysvétlit pravé translokace autosomu na chromosom Z. Translokace genu Ace-1 je
vyznamna z toho dlivodu, Ze geny vazané na pohlavni chromosom Z podléhaji pozitivni
selekci a jsou rychleji fixovany v populaci, nez by tomu bylo v pfipadé vazby na autosom.
Mutantni alela genu Ace-1 zodpovédna za rezistenci k insekticidim zvySuje zdatnost
populace, a je tak rychleji fixovana.

Zavéry vyvozené ztéto prace tak pomohou vysvétlit podstatu rychlého vyvoje
resistence u obale€e jable¢ného. Mohou téz pfispét k pochopeni Uspé3nosti ostatnich

motylich Skadcu z Celedi Tortricidae.
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