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1. Uvod

1.1 Evoluce a piivod B-chromosomii

Nadbytecné neboli B-chromosomy jsou chromosomy, které nepatii do standardniho
karyotypu, ale jsou piesto pfitomné v mnoha genomech eukaryotnich organismii. Pojem B-
chromosomy oznacuje velmi rtiznorodou skupinu chromosomt, at’ uz se na n¢ divame z
jakéhokoliv pohledu, nckteré vlastnosti jsou pro né vSak charakteristické (Jones 1991,
Camacho a kol. 2000, Hurst a Werren 2001, Camacho 2005):

(1) Nejsou esencialni pro funkci hostitelského organismu, jejich vyskyt je specificky
pro konkrétni populace, jedince i tkdné. V ramci jedince, stejné jako v ramci
populace, maji sklony k akumulaci.

(2) Pochazi z chromosomti piivodniho genomu, ale jsou od nich morfologicky i
strukturalné odlisSné a nedochézi mezi nimi ke vzédjemné rekombinaci.

(3) Nepodléhaji Mendelovym zdkonim dédi¢nosti. Jsou samostatné a uplatiiuji se
pro n¢ vlastni pravidla, ovlivnénd ptredevSim mechanismy tzv. “evolutionary
drive” (evolucni upfednostnéni) a jejich mitotickou a meiotickou nestabilitou -

Casto byvaji oznacovany jako tzv. “selfish” (sobecké) genetické elementy.

Jak bylo feceno vyse, pivodni teorie vzniku nadbyteénych chromosomt uvadi B-
chromosomy jako derivaty chromosomu zékladni sadky genomu (tzv. A-chromosomil), z
nichz doSlo ke genezi nadbyte¢nych chromosomil riznymi zplsoby. Nejjednodussim
vysvétlenim je vznik B-chromosomi jako vedlejSich produkti evoluce zékladniho karyotypu
(Camacho a kol. 2000). Zdrojem potencialnich nadbytecnych chromosomi muze byt
naptiklad aneuploidie, kdy se vznikla extra kopie n¢kterého chromosomu muze pozdéji stat
B-chromosomem; piipadné¢ chromosomalni aberace typu Robertsonovské translokace, kdy
fazi dvou akrocentrickych chromosomii v jeden metacetricky dochédzi ke vzniku malych
centrickych fragmentti s potencidlem stat se B-chromosomy, a dalSi. Takové fragmenty,
které ziskaji schopnost evolu¢niho “drive”, jsou obecné nazyvany jako tzv. neo-Bs, nebot’
aby se staly skutecnymi B-chromosomy, musi nejprve podstoupit rapidni strukturni
modifikace. Mechanismem jejich vzniku je dana sekven¢ni shodnost a strukturni homologie
s A-chromosomy, kterd vede k tendencim k parovani a rekombinaci s A-chromosomy. B-
chromosomy jsou vSak charakteristické svou nezavislosti na genomu nositele, neo-Bs tedy
musi nejprve projit procesem diferenciace, ktery je od A-chromosomu definitivné izoluje.

Béhem tohoto procesu se uplatiiuji piedevSim evoluéni mechanismy jako je hromadéni
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mutaci procesem Mullerovy rohatky, akumulace repetitivnich sekvenci a mobilnich
elementd a naslednd rychld heterochromatinizace chromosomu (Camacho a kol. 2000,
Camacho 2005). Zputsob, jakym se neo-Bs stavaji B-chromosomy, je zatim jednou z
nejméné objasnénych kapitol vyzkumu nadbytecnych chromosomtl.

V nékterych piipadech miize byt vznik B-chromosomti svézan s uréitymi
specifickymi oblastmi na A-chromosomech, jako jsou napfiklad centromerické a
paracentromerické oblasti (napt. Alfenito a Birchler 1993, Mc Quade a kol. 1994, Matsubara
a kol. 2008), oblasti telomer (napf. Silva a Yonenaga-Yassuda 1998, Qi a kol. 2002) nebo
rDNA lokust (napt. Dhar a kol. 2002, Szcerbal a Switonski 2003), neni ale jednoznacné
spojovan s konkrétnimi chromosomy. Vznik B-chromosomi je obecné velmi individudlni
zalezitosti, kterd vykazuje jen malo generalizovatelnych ryst. Specidlni a diskutovanou
kapitolou je vSak ptivod B-chromosomi z pohlavnich chromosomil a jejich vzajemny vztah.
Népadna je totiz jejich podobnost, at’ uz z hlediska meiotického chovani, morfologie nebo
struktury. V obou pfipadech téz plsobi stejné molekularné evolu¢ni procesy, jako jsou
degenerace a inaktivace chromosomil (Green 1990). Pravdépodobny vznik B-chromosomt z
pohlavnich chromosomt byl pozorovan u riznych typd urceni pohlavi. Zndma je geneze
ruznorodymi zptisoby z chromosomu X (napt. Lopez-Leén a kol. 1994), z chromosomu Y
(napt. Amos a Dover 1981) i1 z chromosomu W (napt. Sharbel 1998).

Pozdé&jsi cytologické a molekularni studie ale prokdzaly, ze ne vzdy B-chromosomy
pochazeji z genomu hostitelského organismu — mohou mit i cizorody puvod. K jejich
spontannimu vzniku dochézi naptiklad pii mezidruhovém kiiZeni, kdy se misi dva odlisné
genetické materidly. Ackoliv se muze jednat o druhy velmi blizce piibuzné, diky
potencidlnim drobnym rozdilim naptiklad ve stabilit¢ genetického materidlu v bunécném
prostiedi jiného druhu muize dochdzet k castéj$im fragmentacim, a tedy 1 ke vzniku

nadbyte¢nych chromosomu (Perfectti a Werren 2001).

1.2 Schopnost “drive”

Nejvyznamngjsi silou, ktera pomdhd nadbytecnym chromosomim udrzet se v
genomu hostitele je bezpochyby jejich schopnost evoluéniho “drive”, tedy segregace ve
vlastni prospéch, nepodléhajici Mendelovym zakonim dédi¢nosti. Mechanismi této
schopnosti, kterou B-chromosomy vyuzivaji je n€kolik typt, které 1ze obecné rozlisit podle
toho, v jaké fazi vyvoje k jejimu uplatnéni dojde.

Drive mlzeme pozorovat uz v prubéhu embryogeneze, kdy béhem mitéz dochazi

diky nondisjunkci k hromadéni B-chromosomi v buiikach zarodecné linie, jako je tomu
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napiiklad u zastupce fadu Orthoptera, saranée Locusta migratoria (Kayano 1971).
Nadbyte¢né chromosomy se tedy v pohlavnich buiikdch akumuluji jesté¢ pfed meidzou, coz
ma za nasledek zvyseni jejich poctu plosné ve vSech vytvorenych gametach.

Druhym typem je tzv. meioticky drive, kdy béhem meidzy, do niz se vSechny buiky
dostaly s nezménénym poctem B-chromosomt, dojde pii déleni k pfednostnimu piechodu B-
chromosomil do téch bunék, které se skute¢né stanou gametami. Tento typ drive je typicky
zejména pro samici pohlavi, kdy meiézou dochazi ke vzniku dvou az tfi poélovych bunék,
které zanikaji a pouze jediného oocytu. B-chromosomy v tomto piipad¢ dokazi vyuzit
asymetrie béhem déleni buiiky a cilen¢ se dostat do té ¢asti buiky, z niz pdlova buika
nevznikd. Tento jev byl podrobnéji studovan napiiklad u dalSiho zastupce fadu Orthoptera,
druhu Myrmeleotettix maculatus, kdy distribuce B-chromosomi zavisela na asymetrii
déliciho vieténka v primarnich oocytech (Hewitt 1976). Meioticky drive se vSak da
pozorovat i u samciho pohlavi — nejzndméjSim piipadem jsou jedinci Cervce druhu
Pseudococcus affinis (Hemiptera), u nichZ byl tento jev pozorovan u obou pohlavi. Béhem
meidzy ve spermatogoniich P. affinis dochazi po crossing-overu k heterochromatinizaci a
nasledné ztraté celé paternalni sadky chromosomti. Nadbyte¢né chromosomy, které jsou ze
své podstaty heterochromatinové, v tomto piipadé¢ dokazi dekondenzovat a stat se po
omezenou dobu dokonce jesté méné kondenzovanymi nez chromosomy maternalni sadky
tvofené euchromatinem, coZ jim umozni s nimi piejit do gamet (Nur 1962). Specialnim
pfipadem drive, ktery také probihd béhem meidzy, je drive centromericky. Teorie toho typu
drive poukazuje na existenci rozdilné schopnosti p6li bunky vazat centromery, cozZ ma pro
genom dilezity vyznam naptiklad pii segregaci struktur, vzniklych chromosomalnimi
aberacemi. Pokud ten pdl buiiky, ze kterého vznikne pozdéji oocyt, ma schopnost vazat vice
centromer nez pol opacny, dostavaji se B-chromosomy ptfednostné do vajecné bunky (De
Villena a Sapienza 2001).

Poslednim typem drive, urCenym fazi vyvoje v niz probihd, je drive postmeioticky.
Dochézi k nému v priabéhu mitézy, nasledujici bezprostiedné po meiotickém dé€leni a je
typicky pro rostliny. Odehrava se v pylovych zrnech, v moment¢ déleni jadra na vegetativni
a generativni. Nadbyteéné chromosomy dokazi v tomto piipadé cilené¢ prechazet do

generativniho jadra, které je predurceno k oplozeni (Jones 1991).

1.3 ,,Zivotni” cyklus B-chromosomi
Intenzivni schopnost drive je typickd ptfedevSim pro prvotni fazi invaze B-

chromosomit do genomu hostitele a tésn¢ poté. Toto obdobi trvd vétSinou pouze desitky
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generaci a je charakteristické rapidnim nartistem poctu B-chromosomii, které mize vést az k
efektlim Skodlivym pro hostitele. V této fazi vétSinou nastdva odezva hostitelského genomu,
kterd napfiklad prostfednictvim suprese drive vede ke sniZzeni a stabilizaci poctu B-
chromosomi, pficemz frekvence jejich prenosu postupné klesd az k hodnotdm blizkym
bézné Mendelovské dédi¢nosti. Nadbytecné chromosomy, které ztratily schopnost drive,
byvaji oznacovany jako neutralizované. V nasledujicim obdobi, trvajicim fadove desitky az
stovky generaci se B-chromosomy stavaji vyrazn¢ zavislé na genetickém driftu, diky némuz
muze v horizontu tisicti generaci dojit 1 k jejich vymizeni z genomu hostitele (Camacho a
kol. 1997, Camacho 2005) .

Vytraceni z genomu vSak neni jedinym osudem, ktery mtze nadbyte¢né chromosomy
potkat. Diky vysoké frekvenci mutaci, které na nich probihaji, mohou napiiklad jiz
neutralizované B-chromosomy znovu ziskat schopnost drive a opctovné piejit do faze
intenzivni invaze, coz je ozna¢ovano jako regenerace. Plivodni neutralizované B-
chromosomy jsou novou formou schopnou drive postupné vytlaCeny a spontanné zanikaji,
jak bylo pozorovano naptiklad u saran¢e Eyprepocnemis plorans (Orthoptera), kde byl tento
jev dokonce pozorovan opakované v divokych populacich (Henriques-Gil a Arana 1990,
Zurita a kol. 1998). Mutacemi mohou nadbytecné chromosomy ale tuto schopnost 1 ztracet.

Dal$im moznym osudem B-chromosomt je jejich integrace do genomu hostitele,
nadbyte¢né chromosomy nebo jejich ¢asti se tak mohou stat jeho nedilnou soucasti. Tento
jev je mozny nékolika mechanismy. Jednim z nich je translokace ¢éasti B-chromosomu na
chromosom zdkladni sadky genomu, a to kupfikladu prostiednictvim transpozoni nebo
pomoci tzv. “A-B interchanges”, které¢ byly podrobné popsany v praci Bakkali a kol. (2003).
Nadbyte¢né chromosomy mohou persistovat v genomu i ziskanim schopnosti b&zné
segregace, kdy sice ztrati drive, ale stavaji se stabilni soucasti zakladnich chromosomt, jak
bylo pozorovano naptiklad u zastupce tadu Hymenoptera, druhu Trypoxylon albitarse
(Aragjo a kol. 2001, Rocha-Sanchez a Pompolo 2004), kde doslo k trvalému sniZzeni poctu
B-chromosomt na jeden v haploidnim genomu. Poslednim, ale neméné¢ vyznamnym
zpisobem, ktery dovoluje nadbytecnym chromosomiim integraci do hostitelského genomu,
je nabyti mitotické a meiotické stability ziskdnim partnera, se kterym se dokazi b&hem
bunécného deleni parovat. V tomto piipad¢ je idedlnim kandidatem naptiklad solitérni
chromosom X u organismui s ur€enim pohlavi XX/X0 a podobnych. Zasadnim ptikladem
tohoto procesu je pivod chromosomu Y u samct rodu Drosophila (Diptera), ktery se ukazal

jako pravdépodobné pochazejici z B-chromosomu (napt. Carvalho a kol. 2009).



1.4 Vliv na hostitele a jeho genom

Je obecné zndmym faktem, Ze pfitomnost B-chromosomi ve vysokych poctech ma
Casto na hostitele negativni u€inky (Jones 1995), a to zejména v podobé¢ snizeni fertility,
které bylo popsano v mnoha piipadech rostlin i zivo¢ichl (napt. Cebria a kol. 1994, Kumar a
Singh 2004, Bakkali a kol. 2010). Vysledna fertilita byva snizena individualné v riiznych
castech reprodukcéniho cyklu a casto klesd umérné se zvySujicim se poctem nesenych
nadbyte¢nych chromosomut. Kromé snizené plodnosti mohou B-chromosomy ovliviiovat
napiiklad i délku vyvojového cyklu, jak bylo pozorovano mimo jiné i u zastupce fadu
Homoptera, ¢ervee Pseudococcus obscurus (Nur 1966). Vyvojovy cyklus byva zpomalen
zejména v piipadech, kdy nadbyte¢né chromosomy predstavuji vyrazné zvétSeni genetického
materidlu v bunice, coz vede k prodlouzeni doby replikace. Negativnich efekti B-
chromosomil na svého hostitele bylo popsano velké mnozstvi, stejn¢ jako vétSina aspektl s
nimi spojenych jsou vSak velmi individualni zalezitosti a je tézké pro n€ najit rysy, které by
bylo mozné zobecnit.

Vliv B-chromosomi na svého hostitele v§ak neni pouze jednozna¢né negativni - byly
popsany i ptipady, kdy ptitomnost nadbyte¢nych chromosomt dokonce fitness jedince piimo
zvySovala. Ackoliv jsou ve vétSin¢é pripadi B-chromosomy tvofeny pievazné
heterochromatinem, stale jsou genetickym elementem schopnym nést vlohy, které mohou
byt i vyhodné. Tak je tomu napiiklad u houby Nectria haematoccoca (Hypocreales) a ovsa
Avena sativa (Poales), u nichz jsou nadbyte¢né chromosomy nositeli odlisnych druht
resistenci. U ¢esneku Allium schoenoprasum (Asparagales) pfitomnost B-chromosomu vede
ke zvySeni Zivotaschopnosti v ranych fazich vyvoje (Dherawattana a Sadanaga 1973, Miao a
kol. 1991, Plowman a Bougourd 1994). Pfitomnost vyhodné vlohy na nadbytecném
chromosomu navic zasadné snizuje selekéni tlak, ktery je na né& vyvijen. Jako dalsi z
pozitivnich efekti B-chromosomu lze oznacit i fakt, ze jako rozsahlé heterochromatinové
oblasti jsou upfednostiiovany transpozony (napt. Dimitri a kol. 2005), coz vede k pfimému
sniZzeni transpozic na A-chromosomy, kde by mohlo timto zplsobem dojit k poSkozeni
dalezitého genu. V ptipadé nadbyteénych chromosomil vzniklych mezidruhovym kiiZzenim
predstavuji B-chromosomy také moznost zvySeni variability v genomu, nebot’ vnaseji novy
geneticky material.

Dal$im fenoménem, taktéZ asociovanym s ptitomnosti nadbytecnych chromosomu je
modifikovana frekvence chiasmat v hostitelském genomu. Ackoliv byla pozorovéana i
sniZzend nebo nezménéna Cetnost crossing-overd, v drtivé vétsiné ptipadi se vSak jednalo o

frekvenci zvySenou, coz byva nejCastéji vysvetlovano jako adaptivni odpovéd’ na bioticky
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stres, ktery je ptitomnosti B-chromosomt vyvolan (Bell a Burt 1990). ZvySenim frekvence
rekombinace genom zvySuje svou variabilitu a tim i1 schopnost adaptace. Bylo prokézéano, ze
¢im vétsi schopnost drive maji nadbytecné chromosomy, tim castéji ke vzniku chiasmat
dochdzi (Camacho a kol. 2002). Na zakladé¢ teorie tzv. “odd-even effect”, je mimo jiné také
rozhodujici, zda je v buiice nesen sudy nebo lichy pocet B-chromosomu. V ptipad¢ lichych
¢isel je poté frekvence chiasmat vyS$si (Jones 1995).

Jinym vyznamnym efektem nadbytecnych chromosoml na hostitelsky genom je
bezesporu ovlivnéni exprese genil na A-chromosomech, které bylo popsano opakované. Vliv
B-chromosomil na expresi genii byl pozorovan u rtznych druh zivocichu i rostlin a
riznorodych gend, jako jsou napiiklad geny organizatoru jadérka, geny kodujici proteiny
endospermu, esterazu a dalsi. Vliv B-chromosomil na expresi byva nejcastéji zpltisoben
translokaci Casti A-chromosomu na nadbyte¢ny chromosom, ktery timto zpiisobem miize
ziskat bud’ gen samotny nebo napft. jeho represor, ¢imz se stane v regulaci podstatnym
(Oliver 1982, Cabrero a kol. 1987, Plowman a Bougourd 1994).

Pozorovanym, avSak v porovnani s pfedchozimi spiSe vyjimeénym jevem je dale
zména vné&jSiho fenotypu, indukovana pfitomnosti B-chromosomil. Tento ukaz byl
pozorovan jak u zastupct rostlinné, tak i zivocisné fiSe. Jako priklady lze uvést zménu
barevné struktury listd kukufice Zea mays (Poaceae) (Staub 1987), ptipadné redukci télni
velikosti u jedincu druhu Metagagrella tenuipes (Arachnida: Opiliones), u nichz dokonce
tato veli¢ina souvisela 1 s vyskytem sudého ¢i lichého poctu B-chromosomt (Gorlov a

Tsurusaki 2000).

1.5 Obrana hostitelského genomu

Vzijemné interakce, probihajici mezi nadbytenymi chromosomy a hostitelskymi
genomy maji dynamickou strukturu, kterd se neustdle meéni. Na zdkladni tirovni se jedna v
podstaté o boj nadbyte¢nych chromosomu o vlastni pieziti a misto v genomu. Zde je ziejma
analogie s klasickymi parazity a stejné jako v piipad€ organismu, branicimu se napadeni
parazitl, dochézi i zde k obrannym reakcim genomu.

Hlavni zbrani genomu v tomto piipad¢ je schopnost suprimovat drive, ¢imz je mozné
invazi B-chromosomt potlacit a neutralizovat je. Schopnost kontrolovat miru pfenosu
nadbyte¢nych chromosomu byla pozorovana opakované (napt. Bougourd a Plowman 1996,
Herrera a kol. 1996, Jimenez a kol. 1997) a je béznym jevem, doprovazejicim vyskyt
nadbyteénych chromosomii. Geny, odpovédné za supresi jsou v drtivé vétSiné ptipadd

lokalizovany na chromosomech zakladni sadky genomu, jako je tomu naptiklad v populacich
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kukufice Zea mays ssp. mays (Chiavarino a kol. 1998) a mnohych dalSich; bylo vSak
ptekvapivé zjisténo, ze se mohou vyskytovat i na B-chromosomech samotnych, a to
kuptikladu u zita Secale cereale (Triticae) (Puertas a kol. 1998).

Hostitelské genomy se 1iSi i rtiznou mirou schopnosti nadbytecné chromosomy
tolerovat, ktera se pohybuje na Siroké Skale od totalni intolerance, kdy s pfitomnosti a
poctem B-chromosomi fitness hostitele umérné klesa, az po tplnou toleranci, pii niz genom
neni vibec ovlivnén. Specidlnim piipadem je tzv. “overtolerance”, kdy je pfitomnosti
nadbytecnych chromosomt hostitelska fitness dokonce zvySena. NejcastejSim stavem je vSak
neuplna tolerance, kdy pfi nizkych stavech B-chromosomu k vyraznému vlivu na hostitele

nedochazi a pfi zvySeni jejich poctu je vliv na fitness negativni (Camacho 2005).

1.6 Frekvence, struktura a obsah B-chromosomi

Jak bylo ukdzano v minulych kapitolach, vlastnosti nadbyte¢nych chromosomi jako
takové jsou velmi individudlni pro kazdy jednotlivy pfipad a je obtizné mezi nimi najit
spole¢né rysy, které by byly vSeobecné platné pro vSechny, nebo alespoii s jistotou pro
vétsinu.

Obecné se predpoklada, ze nadbytecné chromosomy jsou v ramci eukaryot Siroce
rozSitené a jejich pfitomnost byla dosud prokdzana u vice nez 2000 druhti napiic¢ vSemi
hlavnimi taxonomickymi skupinami (Camacho 2005). Dostupné informace o rozsifeni B-
chromosomil jsou vSak velmi zkreslené riznou intenzitou genetického vyzkumu u
konkrétnich druhti nebo skupin, diky ¢emuz neni téméf mozné skutecnou frekvenci
nadbyte¢nych chromosomii u eukaryot odhadnout.

Cetnost vyskytu nadbyteénych chromosomii u konkrétnich skupin organismii je uz z
divodu zpisobu jejich vzniku velmi riznoroda a specificka pro dané populace, jedince i
tkang. I pres to zde vsak byly pozorovany nékteré souvislosti mezi vyskytem B-chromosomi
a dal$imi vnitfnimi 1 vnéjSimi faktory. Na zaklad¢ hypotézy, ze vétsi genom poskytuje vice
moznosti pro vznik nadbyte¢nych chromosomu a zaroven zde ptsobi niz$i selekéni tlak, byla
napiiklad sledovdna korelace mezi poctem B-chromosomu a velikosti genomu, nicméné
nebyly prokdzany zadné jednoznacné vysledky — na rtznych skupinach organismt byla
pozorovana jak korelace pozitivni, negativni, tak 1 zaddna. Pozitivni korelace pfitomnosti B-
chromosomil s velikosti hostitelského genomu byla prokdzana naptiklad u krytosemennych
rostlin, kde byla zaroven prokézana negativni korelace s poctem chromosomt. U savcl
naopak zadna vzajemna souvislost vyskytu a po¢tu nadbyte¢nych chromosomu s velikosti

genomu ani poctem chromosomt prokazana nebyla, ale byla zde pozorovdna vyssi
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pravdépodobnost vzniku B-chromosomii v genomech s vétsim mnozstvim akrocentrickych
chromosomil (Palestis a kol. 2004). Pozitivni vliv na pfitomnost a pocet nadbyte¢nych
chromosomil dale méla také mira ptiznivosti podminek prostiedi. Tento fenomén byl popsan
napf. u sarance Eyprepocnemis plorans (Orthoptera), kdy byla u téch populaci, které zily v
priznivém prosttedi pozorovéana vyssi tolerance vici B-chromosomtim (Henriques-Gil a kol.
1984).

Velmi variabilni je nejen vyskyt a pocet B-chromosomtl, ale i jejich vlastni obsah a
struktura. Jak bylo feCeno v prvni kapitole, geneze B-chromosomli mize byt spojena s
urCitymi konkrétnimi regiony na chromosomech zakladni sadky genomu, ¢emuz nasledné
odpovidd 1 obsah B-chromosomadlnich sekvenci. Opakované byl na nadbytecnych
chromosomech pozorovan vyskyt telomerickych repetic, rDNA klastri, DNA pochdazejici z
centromerickych oblasti, sekvenci shodnych s pohlavnimi chromosomy a dalSich (viz kap.
1.1). Fragment, pivodem z nékteré ze zminénych oblasti, mize vSak dale kumulovat
repetitivni  DNA z A-chromosomi a diky strukturnim modifikacim a rychlé
heterochromatinizaci se stdvd vhodnym cilovym mistem pro mobilni elementy, coz
prohlubuje nejen stupen jeho degenerace, ale zarovein na ném také umoziuje vyskyt témet
jakychkoliv sekvenci (Dimitri a kol. 2005).

VétsSina B-chromosomut je tedy z vySe popsanych diivodi heterochromatinové
povahy s majoritnim obsahem repetitivnich sekvenci rizného druhu a transkripéné inaktivni.
Jsou vSak znadmy i ptipady, kdy mohou obsahovat i euchromatinové oblasti a nést geny,
ptipadné v urcitych fazich bunééného cyklu z heterochromatinového stavu dekondenzovat.
V extrémnich ptipadech mohou byt i zcela tvofené euchromatinem a byt transkripcné aktivni

(Nur 1962, Pearse a Ehrlich 1979, Tani¢ a kol. 2005).

1.7 Nadbyte¢né chromosomy u Fadu Lepidoptera

V ramci tadu Lepidoptera byly B-chromosomy popsany u vice nez 20 druha
(Camacho 2005). Dulezitym evoluénim mechanismem, ktery se v genomech motyld
uplatiiuje, je fragmentace chromosomtl, ¢imz muze dochazet ke vzniku ulomki s
potencialem stat se B-chromosomy. Pro chromosomy motyll je navic typické holokinetické
uspotradani chromosomt, které zaroven takovym fragmentiim dovoli segregovat s ostatnimi
chromosomy genomu (Robinson 1971; Pearse a Ehrlich 1979; White 1973, citovano v
Mohanty a Nayak 1983). Ackoliv se takovy genom jevi jako idedlni pro vznik B-
chromosomil, pocet popsanych ptipadi vyskytu nadbyteénych chromosomti u skupiny

Lepidoptera je relativné nizky a 1 v rdmci fadu jsou tyto ptipady vzajemné nepftilis podobné.
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Naptiklad u hnédaska Euphydryas colon (Nymphalidae) byl popsan vyskyt 1-6 B-
chromosomi, které byly mensi nez chromosomy zékladni sadky genomu a jejich pocet se
lisil 1 v rdmci bun€k jediného jedince. Zaroven bylo zjisténo, Ze tyto chromosomy jsou
tvofené z Casti heterochromatinem i euchromatinem a pokud se jich v jadfe vyskytovalo
veétsi mnozstvi, mély sklony fuzovat a vytvaret vétsi struktury. U jedinct, ktefi B-
chromosomy nesli, byla také prokazana zvySena produkce abnormélnich spermatid, ktera

Naproti tomu, u martinae Antheraea roylei (Saturniidae) byly nadbyteéné
chromosomy pozorovany pouze v maximalnim poctu 1 B-chromosom na jadro, vSechny
mély témét stejnou strukturu a zadné negativni efekty na hostitele pozorovany nebyly
(Putturaju a Nagaraju 1985).

Vétsi mnozstvi B-chromosomtt bylo dale popsano napt. u svétlopasky Tarache
tropica (Noctuidae), kde bylo v divokych populacich pozorovano u vybranych jedinca 1-7
B-chromosomti na jadro, pficemz jejich pocet se opét 1isil 1 v ramei bun€k jediného jedince,
stejné jako u Euphydryas colon. B-chromosomy byly také v tomto pfipadé vyrazné mensi
nez A-chromosomy a béhem meidzy tvofily univalenty. Autofi prace vyskyt téchto
chromosomil vysvétluji jako dusledek mezidruhovych kiizeni v pfirodnich populacich,
pri¢emz pozorované univalenty by mohly byt nehomolognimi nesparovanymi chromosomy
(Mohanty a Nayak 1983).

Dtvod vzniku nadbyte¢nych chromosomt v pfirodnich populacich byl vysvétlovan
také jako dopad chemickych latek, pouzivanych v zemédélstvi. Tyto latky mohou vyvoléavat
metabolické poruchy, které mohou vzniku nadbytecnych chromosomti napomahat (White
1977, citovano v Padhy a Nayak 1982). B-chromosomy vSak byly pozorovany i v populacich
chovanych v laboratornich podminkach, jako tomu bylo naptiklad u dalSiho zastupce celedi
Saturniidae, martinac¢e Philosamia riccini, kde byly pozorovany B-chromosomy v poctech 1-
4 na jadro, pficemz pokud se vyskytovaly v sudém poctu, formovaly béhem meidzy
bivalenty (Padhy a Nayak 1982). Podobné¢ i v laboratornim chovu S$tetconose Orgyia antiqua
byly zjistény 1-2 B-chromosomy u vSech cytogeneticky zkoumanych samic. Tyto B-
chromosomy méli na obou koncich zachovanou telomerickou sekvenci (TTAGG), (Rego a
Marec 2003).

Zajimavym piipadem pfitomnosti B-chromosomi u dvou blizce piibuznych druh
jsou populace bé¢laskt Pieris rapae a Pieris napi (Pieridae), u nichz byly nadbytecné
chromosomy odhaleny nahodné pfti ovétovani poctu chromosomi jejich karyotypu. U druhu

Pieris rapae se u nékterych jedinct vyskytoval velky B-chromosom, ktery byl zpravidla
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vetsi nez nejmensi A-chromosomy a zaroven po vétSinu ¢asu i méné kondenzovany nez ony,
coz je velmi netypické. Tento nadbytecny chromosom se vyskytoval u piiblizn€ 50%
zkoumanych jedincii a v meidze tvofil univalent. Naproti tomu, u blizce ptibuzného druhu
Pieris napi byly pozorovany dva zcela odlisné typy B-chromosomi, oba velmi malé a
kondenzované stejnou mirou jako ostatni chromosomy, pficemz pii meidze tvorily bivalenty
a jejich pocet a pfitomnost se liSily 1 v ramci bunék jediného jedince (Bigger 1976).
B-chromosomy byly popsany u faddu Lepidoptera i v mnozstvi dalSich ptipada,
nicméné posledni uvedeny piiklad dostatecné¢ demonstruje fakt, Zze v piipad¢ tohoto
fenoménu zavisi primarné na misté a zpitisobu vzniku konkrétniho ptipadu nadbyte¢nych
chromosomil a na dalSich faktorech (odezva hostitelského genomu, ptipadné transpozice
atd.), které se uplatiiuji ptimo u nich a nelze pro né€ tedy na zéklad€ taxonomické ptibuznosti

jejich nositelti stanovit zadné obecné vlastnosti.
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2. Cile prace

spektrem rtiznych druht Zivocicht, rostlin 1 hub. U motylli (Lepidoptera) byl vyskyt B-
chromosomil zaznamenan zatim u vice nez 20 druh (Camacho 2005), avSak detailng;si
informace o jejich ptivodu a vlastnostech zcela chybéji. U zavijee moucného Ephestia
kuehniella (Pyralidae) jejich vyskyt dosud popsan nebyl.

V chovech naS8i laboratofe byla pfitomnost nadbytecnych chromosoml poprvé
pozorovana nahodné na podzim roku 2010 u samct laboratorniho kmene WT-C02 (divoky
typ) zavijeCe moucného, kdy byly B-chromosomy ptivodné chybné povazovany za mozny
aberantni vyskyt sex-chromatinu, ktery je typicky pouze pro samice motyli (Traut a Marec
1996). Dlvodem této hypotézy byl fakt, Ze na preparitech vysoce polyploidnich bunck
Malpighiho trubic tvofily B-chromosomy heterochromatinové télisko, témét identické se
sex-chromatinem, ktery je tvofen mnohonasobnymi kopiemi chromosomu W (Traut a Scholz
1978). Tato hypotéza vSak byla nasledné vyvracena fluorescenéni in situ hybridizaci s W-
specifickou malovaci (“painting”) sondou, ktera k nadbytecnym chromosomim
nehybridizovala. Na zéklad¢ vysledkl téchto ptfedbéznych pokust bylo upfesnéno téma mé
prace. Hlavnim cilem prace bylo charakterizovat B-chromosomy kmene WT-C02 zavijece
moucného pomoci metod molekularni genetiky a na zaklad¢ zjisténych dat formulovat

hypotézu o jejich piivodu. Pro splnéni tohoto cile byly stanoveny nasledujici dil¢i cile.

1. Zalozeni jednoparovych linii zavijecii s B-chromosomy, analyza pfitomnosti a poctu

B-chromosomil metodou roztlakovych preparatti Malpighiho trubic v kazdé generaci.

2. Ziskani vzorku DNA B-chromosomu laserovou mikrodisekci a konstrukce malovaci

sondy specifické pro B-chromosomy.

3. Na zéklad¢ dat ziskanych pouzitim FISH, GISH a dalSich metod molekularni

genetiky formulace hypotézy o ptivodu B-chromosomti.

4. Ovéteni moznych fyziologickych dusledki pfitomnosti B-chromosomi na

reprodukéni schopnosti zavijecu.
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3. Material a metody

3.1 Pouzity hmyz

Vsechny experimenty byly provadény s laboratornimi kmeny WT-C a WT-C02
(divoké typy) zavijece moucného (Ephestia kuehniella). Oba tyto kmeny pochazeji pfiblizné
ze stejné lokality, z budov Zatkovych mlynii v Bor$ové nad Vltavou u Ceskych Budgjovic.
Kmen WT-C byl zalozen ze vzorku populace odchycené v roce 1984 v mlynech u vesnice
Btezi (Marec 1990). Kmen WT-CO02 byl zaloZen v roce 2002 ze vzorku populace odchycené
v téstarnach v BorSové. Metoda chovu je detailné popsana v praci Marec (1990). Larvy
zavijeCe obou kmenii byly chovany na potravé skladajici se z pSeni¢ného Srotu a

pivovarskych kvasnic, v mistnosti s teplotou 20-22°C a fotoperiodou 12/12 h (den/noc).

3.2 ZaloZeni a udrZeni jednoparovych linii s vyskytem B-chromosomii

Pro dalsi praci bylo nezbytné nejprve zalozit jednopéarové linie zaviject s pfitomnosti
nadbyteénych chromosomi. Vsechny linie s B-chromosomy pochéazeji z jednoho paru
divokého kmene WT-C02 s konstituci 0BQ/2BJ, zalozeného 15.10.2010. Piitomnost B-
chromosomil byla vzdy ovéfena na preparatech vysoce polyploidnich jader z Malpighiho
trubic podle vyskytu odpovidajiciho heterochromatinového téliska ¢i télisek.

Ke kontrole vyskytu B-chromosomu bylo tfeba provadét analyzu jedinct v kazdé
generaci. Zakladem bylo zalozeni novych jednoparovych linii z ptfedchozich v kazdé
generaci, pficemz pfi lihnuti novych imag byly z chovu vzdy rano odstranéni vSichni jedinci,
ktefi se zrovna nepéfili a pafici se pary byly pfeneseny do samostatnych Petriho misek.
Lihnuti zavije¢i zac¢ina v pozdné odpolednich az vecernich hodinach a k pareni dochazi
¢asnych rannich hodinach, pfi¢emz samice se paii pouze jedenkrat za den (F. Marec, Gstni
sdéleni). Timto postupem bylo zajiSténo, Ze samice z izolované¢ho paru nebyla jiz diive
oplodnéna jinym samcem. Po nakladeni vajicek, vzdy ¢tvrty az sedmy den po zaloZeni paru,
byly z obou rodict pfipraveny preparaty z Malpighiho trubic a vySetfeny na pfitomnost B-
chromosomii. V kazdé generaci bylo takto analyzovano 30 ndhodné vybranych part. Do
dalsi generace byly ponechany pouze sniisky vajicek od téch pari, u kterych byl spolehlivé
prokazan vyskyt heterochromatinovych télisek aspoii u jednoho pohlavi, nejlépe u samct,
nebot’ pfirozeny vyskyt pravého sex-chromatinu u samic komplikoval jednoznacné
prokézani heterochromatinovych télisek pochazejicich z B-chromosomu. Nasledujici
generace tedy byla tvofena vzdy potomky pozitivné analyzovanych part. Pro linie

s nadbyte¢nymi chromosomy bylo zavedeno ozna¢eni WT-C02-B.
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3.3 Priprava preparati

3.3.1 Priprava preparata z Malpighiho trubic

Preparaty polyploidnich jader Malpighiho trubic jsem pfipravovala z dospélych
jedinct E. kuehniella metodou popsanou v praci Traut a kol. (1986). Malphighiho trubice
jsem vypitvala ve fyziologickém roztoku pro Ephestia (0,9% NaCl, 0,042% KCIl, 0,025%
CaCl,, 0,02% NaHCO;3, priprava podle Glaser 1917, citovano v Lockwood 1961) a pienesla
do kapky téhoz roztoku na podloznim skle ocisténém 96% etanolem. Poté jsem kapku
s vypitvanymi trubicemi pievrstvila Cerstvé pripravenou Carnoy fixazi (ethanol — chloroform
- kyselina octova v poméru 6:3:1) a nechala fixovat 2 minuty. Po uplynuti stanovené¢ doby
jsem piebytecnou fixaz dikladné€ odstranila pomoci filtraéniho papiru a na trubice nanesla 10
ul kapku 1,5% lakto-aceto-orceinu (LAO, nafedény ze zasobniho 2,5% roztoku: 100 ml
kyselina octova, 100 ml kyselina mlécnd, 5 g orcein), ve které jsem je nechala barvit 3
minuty. Nasledné jsem trubice pfikryla Cistym krycim sklickem o velikosti 22 x 22 mm,

filtraénim papirem odsala piebyte¢ny LAO a pozorovala pod svételnym mikroskopem.

3.3.2 Priprava preparati pro in situ hybridizaci

Meiotické chromosomalni preparaty pro fluorescenéni in situ hybridizaci jsem
pfipravila tzv. “spreading” technikou na histologické plotynce (Traut 1976, téz Mediouni a
kol. 2004). Pro piipravu preparati jsem pouzila saméi a samici larvy E. kuehniella ze
zalozenych jednoparovych linii WT-C02-B. U kazdého jedince jsem analyzou polyploidnich
jader bun¢k Malpighickych trubic zaroven zjistila pfitomnost B-chromosomu.

Preparaty jsem piipravovala z gonad, které jsem vypitvala ve fyziologickém roztoku
pro Ephestia (viz vyse). Ovaria jsem poté pienesla pomoci sitky pro elektronovou
mikroskopii do misky s Cerstvé piipravenou Carnoy fixazi (viz vyse) a nechala fixovat 15
minut. Potom jsem je pfenesla do kapky 60% kyseliny octové (cca 15 pl) na podlozni sklo
ocisténé v kyselém ethanolu (1% HCI v 96% ethanolu) a tkai macerovala wolframovymi
jehlami. Bezprostfedné po maceraci jsem sklo umistila na histologickou plotynku, vyhtatou
na 45°C a kapku posouvala wolframovymi jehlami rovhomérné v centralni ¢asti skla téméer
az do jejiho uplného odpateni. V ptipad¢ testes jsem aplikovala stejny postup, pouze po
vypitvani byly nejprve pieneseny na 10 minut do hypotonického roztoku (0,075 M KCl), kde
byly zaroven pomoci wolframovych jehel zbaveny svych obalid. Hotové preparaty jsem
odvodnila alkoholovou tadou (70% - 80% - 100% ethanol, po 30 vtefinach), nechala zcela

oschnout a do dal$iho pouziti skladovala v -20°C.
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Preparaty mitotickych chromosomti jsem pfipravovala stejnym zpusobem, jako

material jsem vSak pouzila kiidelni disky larev a dobu hypotonizace prodlouzila na 20 minut.

3.3.3 Priprava preparati pro laserovou mikrodisekci

Pro laserovou mikrodisekci byla nezbytna ptiprava preparatl na skla se specialni tzv.
PEN (polyethylen-naftaladtovou) membranou. Membranu (tloustka 0,013 mm; Goodfellow,
Huntingdon, Anglie) jsem nejprve nastfihala na obdélniky o velikosti 18 x 35 mm, poté jsem
si pfipravila €isté podlozni sklo (velikost 75 x 25 mm, tlouStka 0,17 mm, vyroba na zakdzku
firmou MENZEL-GLASER, Braunschwieg, Némecko) ocisténé 100% ethanolem a nanesla
na n¢j kapku ethanolu o objemu 30 pl. Na ni jsem ihned umistila PEN membranu a uhladila
ji opatrné kouskem papiru tak, aby nedoslo k jejimu poSkozeni. Okraje membrany jsem
nasledn¢ zalepila dvémi vrstvami laku na nehty. Skla pfipravend timto zptisobem jsem do
vlastniho pouziti skladovala pfi teploté 4°C, nejdéle vSak 1 tyden. Tésné pred pouzitim jsem
sklo s PEN membranou sterilizovala 30 minut pod UV svétlem ve vzdalenosti vétsi nez 1 m
od zafice, ¢imz doslo zaroven k redukci hydrofobnich vlastnosti povrchu membrany.

Na ptipravu vlastnich preparatu jsem pouzila Malpighiho trubice larev E. kuehniella
5. instaru, samciho pohlavi. Tim jsem vyloucila moznost zdmény heterochromatinu
tvofen¢ho B-chromosomy se sex-chromatinem samic. Preparaty jsem pfipravila piesné dle

protokolu uvedeného v praci Fukova a kol. (2007).

3.4 Laserova mikrodisekce

Mikrodisekce byla provedena pomoci P.A.L.M MicroLaser System (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, Mnichov, Némecko) s RNDr. Svatavou Kubic¢kovou ve Vyzkumném
ustavu veterinarniho 1ékatstvi v Brn€. Laserovym paprskem byl vyfezan dostatecny pocet
télisek pro konstrukei B-specifickych sond a dal$i vyuziti. Podrobny popis mikrodisekce je
uveden v praci Kubickova a kol. (2002). Vzorky byly skladovany pii teploté -20°C.

3.5 Amplifikace vyrezané DNA

DNA vzorki ziskanych laserovou mikrodisekci byla amplifikovana pomoci soupravy
GenomePlex” Single Cell Whole Genome Amplification Kit (Sigma-Aldrich, St.Louis,
USA), pfi¢emz byl dodrZen ptesny postup dle protokolu od vyrobce. Amplifikovanda DNA
byla poté precisténa purifikacni soupravou Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System

(Promega, Madison, USA) dle postupu uvedené¢ho vyrobcem.
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3.6 Priprava sond pro fluorescen¢ni in situ hybridizaci (FISH)

3.6.1 Priprava B-specifické sondy

Pro vyrobu sondy byla pouzita amplifikovand DNA z vyfezanych B-chromosomd.
Sonda byla znatena metodou reamplifikace pomoci reamplifikaéni soupravy GenomePlex®
WGA Reamplification Kit (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA), a to vrozsahu 1/2 objemu
reakce uvedené v protokolu vyrobce. SloZeni reakce o celkovém objemu 37,5 ul bylo
nasledujici: 0,5 pl (5 ng) templatu + 1,5 pl ANTP mix (10 mM dGTP, dCTP, dATP; 8,4 mM
dTTP) + 1,5 ul 1 mM konjugovanych nukleotidi + 3,75 pl Amplification Master Mix + 2,5
ul WGA DNA Polymerase. Podminky reakce uvedené v origindlnim protokolu byly
zachovany. Ke znafeni byly pouzity nasledujici typy konjugovanych nukleotidi: Orange-
dUTP (Abbott Molecular, Abbott Park, USA), FITC-dUTP (Invitrogen, Carlsbad, USA),
nebo Cy3-dUTP (GE Healthcare, Milwaukee, USA) a pro ptipravu nepiimo znacené sondy
digoxigenin-11-dUTP (Roche, Mannheim, Nemecko).

3.6.2 Priprava telomerické sondy

Sonda pro FISH byla znac¢ena metodou “nick-translace”, s vyuzitim Nick Translation
Kit (Abbott Molecular, Wiesbaden, Némecko). Jako templat byla pouZzita neznaCena
telomericka sonda (TTAGG),, kterou jsem ziskala od RNDr. Magdy Vitkové, PhD. Slozeni
reakce o celkovém objemu 50 pl bylo nésledujici: 1 pg templatu + 10 pl ANTP Mix (0,1
mM) + 5 pl dTTP (0,1 mM) + 2,5 ul Cy3-dUTP (0,2 mM) + 5 pl Nick Translation Buffer
(10x koncentrovany) + 10 ul Nick Translation Enzyme Mix. Reakci jsem nechala probihat
75 minut pii teploté 15°C a zastavila ji zahfatim smési na 70°C po dobu 10 minut.

Neptfimo znacena telomerickd sonda byla vyrobena ze stejného templatu za pouziti

biotin-16-dUTP (Roche) pomoci High Prime Labelling Kit (Roche).

3.6.3 Priprava W-specifické sondy

Sonda specifickd pro chromosom W zavije¢e moucného byla znacena stejnym
zpisobem jako B-specifickd sonda (viz 3.6.1), pouze pouzitym fluorochromem byl Green-
dUTP (Abbott Molecular, Abbott Park, USA). Templatem pro reakci byla DNA
chromosomii W, vyfezanych laserovou mikrodisekci a amplifikovanych kitem GenomePlex™
Single Cell Whole Genome Amplification Kit (Sigma-Aldrich), kterou jsem ziskala od Mgr.
Martiny Dalikové.
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3.6.4 Piiprava sondy pro genomovou in situ hybridizaci (GISH)

Sondu pro GISH jsem znacila fluorochromem Cy3-dUTP pomoci Abbott Nick
Translation Kit podle modifikovaného protokolu. Jako templdt pro znacici reakci jsem
pouzila sami¢i a samc¢i celogenomovou DNA bez B-chromosom, izolovanou z dospélct
kmene WT-C standardni fenol-chloroform-izoamylalkoholovou extrakci podle protokolu,
uvedeného v praci Dalikova (2006). Znacici reakce o celkovém objemu 75 pl méla
nasledujici slozeni: 1500 ng DNA + 7,5 ul smési nukleotidt (0,25 mM dATP, dCTP, dGTP;
0,09 mM dTTP; 0,026 mM Cy3-dUTP) + 7,5 pl nick-translaéniho pufru (10x
koncentrovany, dodany v kitu) + 15 pl nick-translaéniho enzymu. Reakce probihala 12 hodin

pii teploté 15°C, a poté byla ukoncena zahiatim na 70°C po dobu 10 minut.

3.6.5 Priprava neprimo znacené rDNA sondy

rDNA sonda byla znacena biotin-16-dUTP metodou “nick-translace* pomoci Abbott
Nick Translation Kit a reak¢ni smés jsem ptipravila dle protokolu od vyrobce. Do reakce
byla jako templat pouzita neznaCena sonda pro 18S rDNA obale¢e jable¢ného (Cydia
pomonella), kterou jsem ziskala od RNDr. P. Nguyena (Nguyen a kol. 2010). Reakce byla

inkubovana 1h pii 15°C, a poté zastavena zahiatim na 70°C po dobu 10 minut.

3.7 Hybridizace in situ

3.7.1 Fluorescenc¢ni in situ hybridizace s pfimo zna¢enymi sondami

Vlastni metodu FISH jsem provadéla podle mirn€ pozménéného protokolu,
uvedeného v praci Fukova a kol. (2007). Pouzivala jsem mitotické a meiotické preparaty
samic a samcl s B-chromosomy i bez nich.

Nekteré hybridizace byly provadény za ptfitomnosti specifického kompetitora, jimz
byla DNA samct zavijeCe bez B-chromosomil, izolovand standardni fenol-chloroform-
izoamylalkoholovou metodou podle protokolu z prace Dalikova (2006) a naStépena
ultrasonickym homogenizerem Bandelin Sonoplus HD 2070 (Bandelin, Berlin, Némecko).

Preparaty, uskladnéné v -20°C, jsem ihned po vyjmuti z mraziciho boxu odvodnila
standardni alkoholovou fadou (70% - 80% - 100% ethanol, po 30 vtetfinach) a poté nechala
dikladné oschnout. Mezitim jsem si ptipravila hybridiza¢ni smés, ktera na jeden preparat
obsahovala 300 ng sondy v pfipadé sond chromosomalné specifickych nebo 200 ng sondy
telomerické, 25 pg sonikované DNA z lososich spermii (Sigma-Aldrich) a ve vybranych

piipadech 1 3 pg specifického kompetitora. Ke smési jsem poté pridala 0,1 x objem octanu
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sodného (c =3 M) a 2,5 x objem 100% ethanolu, pfedem vychlazeného na -20°C. Smés
jsem promichala a umistila na 1 hodinu do -80°C, aby doSlo k precipitaci sondy. Po uplynuti
stanovené doby jsem hybridiza¢ni smés centrifugovala (15 000 rpm, 20 min, 4°C, zrychleni
a zpomaleni 9), supernatant odebrala mikropipetou a pellet doplnila 200 ul ledového 70%
ethanolu. Nasledovala dalsi centrifugace (15 000 rpm, 15 min, 22°C, zrychleni a zpomaleni
9) a velmi dikladné odstranéni supernatantu, po kterém byl pellet ponechdn v oteviené
zkumavce pii pokojové teploté, dokud nedoSlo k odpafeni rezidualniho ethanolu. Oschly
pellet byl nasledné rozpustén ve 100% deionizovaném formamidu (5Sul/preparat),
vytemperovaném na 37°C. Aby doslo k uplnému rozpusténi, smés byla za mirného tiepani
inkubovéna 30 minut pti 37°C.

Béhem této doby jsem provedla denaturaci chromosomalnich preparati. Na kazdy
preparat jsem nanesla 100 pl Cerstvé pripravené denaturacni smési (70% deionizovany
formamid v 2xSSC; 2xSSC: 0,3M NaCl, 0,03 M citrat sodny, pH=7,0) a zakryla ho krycim
sklickem o velikosti 25 x 50 mm. Preparaty jsem denaturovala inkubaci pii 68°C po dobu 3
minut 30 vtefin a néasledné ihned zchladila 1 minutu v 70% ethanolu, pfedchlazeném na
teplotu -20°C. Pokracovala jsem v odvodnéni preparatii dokoncenim alkoholové tady (30
vtetfin v 80% a 100% ethanolu) a denaturované preparaty nechala oschnout.

Rozpusténou hybridiza¢ni smés jsem promichala, doplnila vytemperovanym (37°C)
20% dextran sulfatem v 4xSSC o objemu 5 pl na preparat, znovu promichala a za mirného
ttepani nechala 5 minut denaturovat pfi 90°C. Poté jsem smés rychle zchladila okamzitym
vlozenim do ledové tfisté na dobu minimaln¢ 3 minuty. Denaturovanou smés jsem nakonec
promichala a kratce stocCila na stolni centrifuze.

Hybridiza¢ni smés (10 pl/preparat) jsem nanesla na ptfipravené preparaty a prikryla
sklickem o velikosti 24 x 32 mm. Okraje kryciho sklicka jsem dikladné¢ utésnila
kaucukovym lepidlem (Fixogum Rubber Cement, Marabu, Némecko), aby nedochazelo
k odpafovani smési a preparaty nechala 3 dny inkubovat pii 37°C vtemné komirce
s filtracnim papirem navlhéenym 2xSSC.

Po hybridizaci jsem ze vSech preparati nejprve pinzetou odstranila kaucukové
lepidlo a poté je namocila do kyvety s cCerstvé pripravenym roztokem 1% Triton X-
100/0,1xSSC o pokojové teploté, aby doslo k uvolnéni kryciho sklicka. Déle jsem preparaty
promyla 5 minut za mirného tiepani v témZe roztoku pii 62°C a poté obarvila
fluorescenénim barvivem DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole; Sigma-Aldrich) takto:
preparaty jsem pii pokojové teploté a za mirného tfepani inkubovala nejprve 5 minut

vroztoku 1% Triton X-100/1xPBS (PBS: 0,008% 0,15M NaCl, 0,0023% 0,05M

17



Na,HPO4-12H,0, 0,002% KCIl, 0,002% KH,PO,), poté 15 minut v 1% Triton X-100/1xPBS
s ptidavkem DAPI (koncentrace 500 ng/ml), 5 minut v 1% PhotoFlo (Eastman Kodak
Company, Rochester, USA)/1xPBS a na zavér 1 min v 1% Kodak PhotoFlo/miliQ H,O. Po
vyjmuti z posledniho roztoku jsem preparaty nechala mirné oschnout, na kazdy nanesla 20
ul tzv. “antifade”, ptipravené¢ho z DABCO (1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane; Sigma-Aldrich) a
ptikryla krycim sklickem o velikosti 24 x 40 mm. Pfebytek média jsem odstranila pomoci
jemného stlaceni ptes filtracni papir a poté okraje kryciho sklicka uzaviela lakem na nehty.
Preparaty jsem pozorovala ve fluorescenénim mikroskopu Zeiss Axioplan 2 (Carl
Zeiss, Jena, Némecko) a digitdlni snimky potfizovala CCD kamerou F-View pomoci
programu Analysis Software 3.2 (Soft Imaging System GmbH, Miinster, Némecko).

Potizené fotografie jsem zpracovala v programu Adobe Photoshop CSS.

3.7.2 Fluorescenc¢ni in situ hybridizace s nepiimo zna¢enymi sondami

FISH s nepfimo znaCenymi sondami byla provedena podle podobného protokolu,
uvedeného v minulé kapitole, ktery se vyrazné odliSoval pouze ptipravou chromosomalnich
preparatli a zptisobem vizualizace biotinem ¢i digoxigeninem znacenych sond.

Odvodnéné preparaty byly nejprve 4 hodiny zapékany v inkubatoru pti 65°C, aby se
zabranilo moznému uvolnéni materialu pii pozd€jsi inkubaci s proteindazou K. Na
preparatech bylo nejprve provedeno predpisobeni roztokem RNdazy A, a to tak, Ze na kazdy
preparat bylo naneseno 100 pl roztoku RNéazy A (0,2 mg/ml) ve 2xSSC. Preparat byl pfikryt
krycim sklem o velikosti 24 x 50 mm a inkubovan 1 hodinu pti 37°C. Poté bylo kryci sklo
odstranéno a preparat dvakrat S5 minut oplachnut ve 2xSSC. Kvuili sniZeni
nespecifickych hybridiza¢nich signalli byla c¢astecné odstranéna cytoplasma inkubaci v
kyveté s roztokem proteindzy K (1 pg/ml) v PBS pufru po 5 minut pii 37°C. Poté byly
preparaty oplachnuty 2 x 5 minut v 1x PBS téz pti 37°C. Dale jsem skla pii stejné teploté za
mirné¢ho tfepani inkubovala 30 minut v pfedem vytemperované kyveté s SxDenhardtovym
reagens (0,1% polyvinylpyrolidol, 0,1% BSA, 0,1% Ficoll 400). Preparaty jsem poté
denaturovala standardnim zptisobem, uvedenym v popisu FISH v kapitole 3.7.1 a podle
uvedeného protokolu jsem namichala i hybridiza¢ni smés, do niz jsem pouzila na kazdy
preparat 30 ng B-specifické a 35 ng telomerické sondy, pfipadné 20 ng rDNA sondy, dale 25
ng sonikované DNA ze spermii lososa. Podle vySe uvedeného postupu jsem provedla vlastni
hybridizaci a preparaty nechala inkubovat 20 hodin v temné komtirce pii 37°C.

Po inkubaci s hybridizaéni smési jsem nejprve pinzetou odstranila z preparati

kaucukové lepidlo, tésn¢€ po vlozeni do prvniho praciho roztoku téz kryci sklo a preparaty
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promyvala za mirného tfepani nejprve 3 x 5 minut pii 46°C v roztoku 50% formamidu v
2xSSC, poté pii stejné teploté 5 x 2 minuty ve 2xSSC, nasledné 3 x 5 minut v 0,1xSSC pfi
62°C a na zavér jsem je nechala 10 minut inkubovat v kyveté s 4xSSC/0,1% Tween 20 pfi
pokojové teploté. Po uplynuti této doby jsem preparaty pro zabranéni nespecifickych reakcei
protilatek blokovala 500 pl blokovaciho roztoku (2,5% BSA v 4xSSC), ptikryla krycim
sklem 24 x 50 mm a nechala 20 minut inkubovat v komtrce s papirem navlhéenym 2xSSC
pii pokojové teploté. Poté jsem na preparat nanesla 100 pl prvni smési protilatek, 0,1 pl
streptavidinu  konjugované¢ho s Cy-3 (fedéni 1:1000 s blokovacim roztokem, Jackson
ImmunoResearch Labs, West Grove, USA) + 4 ul AntiDIG mysi protilatky (fedéni 1:25 s
blokovacim roztokem, Roche) ve 100 pl blokovaciho roztoku, pfed pouzitim jsem smés
promichala a centrifugovala 2 minuty pii 13 000 rpm (stejné jsem postupovala i u dalSich
smési protilatek). Preparat jsem pfikryla novym krycim sklem a nechala inkubovat 1 hodinu
pii 37°C v temné komurce. Preparaty jsem nasledné za mirného tfepani prala 3 x 3 minuty
pii 37°C v roztoku 4xSSC/0,1% Tween 20. Poté jsem preparaty opct blokovala nanesenim
500 pl blokovaciho roztoku/preparat (inkubace 10 min pii pokojové teplote). Nasledovala
inkubace 1 hodinu pfi 37°C s 50 pl druhé smési protilatek, 2 pl biotynylovaného
antistreptavidinu (fedéni 1:25 s blokovacim roztokem, Vector, Burlingame, USA) + 4 pnl
Anti-mysi protilatky konjugované s digoxigeninem (fedéni 1:12,5 s blokovacim roztokem,
Roche) v 50 ul 2,5% blokovaciho roztoku. Po inkubaci jsem preparaty prala opét 3 x 3
minuty ve 4xSSC/0,1% Tween 20, za stejnych podminek jako v pfedchozim kroku.
Nasledovalo dalsi blokovani za stejnych podminek jako v pfedchozim kroku. Poslednim
detek¢nim krokem byla inkubace preparati 20 min pii 37°C se 100 pl tieti smési protilatek,
0,1 pl streptavidinu konjugovaného s Cy3 (fedéni 1:1000 s blokovacim roztokem, Jackson
ImmunoResearch Labs) + 4 pl Anti-DIG-Fluoresceinu (fedéni 1:25 s blokovacim roztokem,
Roche) ve 100 pul blokovaciho roztoku. Nasledovalo posledni prani preparati 3 x 3 minuty
v roztoku 4xSSC/0,1% Tween 20 (37°C, tfepani) a poté pii pokojové teploté¢ 1 x 1 minutu
v 1% Kodak PhotoFlo/MiliQ H,O, aby doslo k dokonalému oplachnuti soli.

Preparaty jsem barvila smési DAPI v DABCO (500 ng DAPI/Iml DABCO; 25 nl/
preparat), prikryla krycim sklem 24 x 40 mm a filtracnim papirem odsdla piebytky média.
Okraje kryciho skla jsem uzaviela lakem na nehty, preparat ulozila na minimaln¢ 12 hodin
do 4°C a nasledné jej prohliZela a fotografovala ve fluorescen¢nim mikroskopu (kap. 3.7.1).

V ptipad¢, kdy byla pouzita pouze sonda znacena biotinem, jsem pro detekci sondy

pouzivala pouze streptavidin konjugovany se Cy3 a biotinylovany antistreptavidin.
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3.7.3 Genomova in situ hybridizace (GISH)

GISH byla provedena podle protokolu, uvedeného v kapitole 3.7.1, jako sonda vSak
byla pouzita celogenomova DNA (gDNA). Na ptipravu hybridiza¢ni smési jsem pouZzila na
kazdy preparat 250 ng sondy a 3 pg specifického kompetitora. Na preparaty jedinci s B-
chromosomy i bez nich byla jako sonda hybridizovana znacena gDNA stejného pohlavi bez
B-chromosomt a jako specificky kompetitor pouZzita sonikovana gDNA opacného pohlavi
také bez B-chromosomi. V obou ptipadech byla gDNA izolovéana z jedinci kmene WT-C,

v némz se B-chromosomy nevyskytuji.

3.8 Southern blot

Pro Southernovu hybridizaci jsem pouzila Cerstvy amplifikdit DNA B-chromosomtl,
ziskany postupem uvedenym v kapitole 3.7., ktery jsem po precisténi dale nijak
neupravovala. Celogenomovou DNA samcl zavijeci bez B-chromosomt jsem ziskala
pomoci restrikénich enzymi Dral a Xbal. Slozeni §tépici reakce o celkovém objemu 20 pl
bylo: 4 ug DNA + 1 ul Dral (50 U) + 1 ul Xbal (50 U) + 2 pul 10x Tango pufr a doba
inkubace 16 hodin pfi teploté 37°C.

Sondu jsem znacila digoxygenin-11-dUTP pouzitim Abbott Nick Translation Kit.
Reakci jsem namichala pfesné dle protokolu od vyrobce, ale v polovicnim objemu a
inkubovala nejprve 1 h pii 15°C a poté 10 min pii 70°C. Jako templat jsem pouzila
neznacenou telomerickou sondu, kterou jsem =ziskala od Mgr. Miroslavy Sykorové.
Znacenou sondu jsem pred pouzitim jeSté precistila purifika¢ni soupravou Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System.

Samotnou hybridizaci jsem provedla pfesné podle protokolu, uvedeného v praci
Sichova (2009), pfi¢emz na gel jsem nanasela 0,5 pg amplifikatu B-chromosomii a 3 pg

Stépené gDNA samct zavijece a do hybridiza¢niho roztoku jsem pouzila 75 ng sondy.

3.9 Ziskani B-specifickych sekvenci

3.9.1 Klonovani

Pro klonovani jsem pouzila sekvence ziskané amplifikaci DNA laserovou
mikrodisekci ziskanych B-chromosomil (viz kapitola 3.5), které jsem nechala rozd¢lit podle
délky na agar6zovém gelu a nésledn¢ z n¢j vyftizla a izolovala (pomoci Wizard SV Gel and

PCR Clean-Up System) fragmenty o délce cca 300-700 bazi. Pro dosyntetizovani
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adenosinového pievisu na 3’konci jsem provedla reakci s rTaq polymerazou (Takara Bio,
Shiga, Japonsko) za ptitomnosti dATP. Reakéni smés o celkovém objemu 20 pl (200 ng
DNA + 1,6 pl 2,5 mM dATP + 5U rTaq polymerazy + 1 x rTaq pufru) jsem inkubovala 30
minut pti 72°C a poté ji precistila pomoci Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System.

Pro ligaci jsem pouzila pGEM-T Easy Vector System (Promega), ligacni reakci o
celkovém objemu 10 pl jsem namichala ve sloZeni 50 ng pGEM-T Easy Vector + 1 pl ligazy
+ 1 x Rapid Ligation pufru + 8,3 ng insertu a nechala inkubovat 1 hodinu pii pokojové
teploté.

Pro transformaci jsem jako kompetentni bunky pouzila bakterie E. coli, kmen DH5a,
do nichz jsem vektor s ligovanym insertem vpravila metodou “heat shock” — 90 vtefin
dlouhou inkubaci pii 42°C. Transformované bakterie o objemu 100 pl/plotna jsem néasledné
vysela na dv¢ plotny (LB médium s 2% agarem + 100 pg/ml ampicilinu + 350 uM IPTG +
35 mg/ml X-Gal) a po 16 hodin je inkubovala pii teplot¢ 37°C. Po této inkubaci jsem
vSechny kolonie, které¢ mély bilou barvu (a tedy obsahovaly insert) pieockovala na Cerstvou
plotnu (LB médium s 2% agarem + 100 pg/ml ampicilinu), nechala opét riist 16 hodin pfi
37°C a poté ulozila do teploty 4°C.

Preockované kolonie jsem dale testovala na velikost insertu pomoci PCR
s univerzalnimi primery M13-26 (5-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3") a M13-24 (5'-
CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC-3"). SloZeni kazdé reakce o celkovém objemu
20 pl bylo: 2 ul ANTP Mix (2,5 mM) + 2,5 pl primeru M13-26 i primeru M13-24 (oba
primery 10 uM; Generi Biotech, Hradec Kralové, CR) + 1 x rTaq pufru + 0,2 ul rTaq
polymerézy. Jako templat jsem pouzila pfimo vzorky bakterialnich kolonii, ziskané z paratka
po pieockovani. Reakce probihala za nasledujicich podminek: pocatecni denaturace 5 min
pii 95°C, poté 30 cykli s denaturaci 30 s pti 94°C, ,,annealingem” 30 s pii 57°C, extenzi 1
min pii 72°C; zaveéreéna extenze 5 min pii 72°C. Produkty PCR jsem poté analyzovala na
1,5% agar6zovém gelu.

Vybrané klony jsem nésledn€ mnozila v tekutém LB médiu s 100 pg/ml ampicilinu
16 hodin pfi teploté 37°C za dikladného tfepani. Plasmidovou DNA jsem izolovala pomoci
kitu NucleoSpin® Plasmid (NoLid) (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko) podle protokolu

vyrobce.

3.9.2 Ovéreni pivodu inserti
Abych zjistila, zda zaklonované inserty skutecné pochéazeji z B-chromosomd,

rozhodla jsme se pouzit metodu Dot-blot, kdy jsem hybridizovala znacenou gDNA samic
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bez B-chromosomi a s B-chromosomy na membranu s izolovanou plasmidovou DNA vSech
pozitivnich klond.

Celogenomovou DNA samic bez B-chromosomil jsem izolovala z dospélych samic
zavijecd linie WT-C standardni fenol-chloroform-izoamylalkoholovou extrakci, opét podle
protokolu z prace Dalikova (2006). Celogenomovou DNA samic s B-chromosomy, jejichz
pfitomnost v kazdém jedinci byla ovéfena prepardtem z Malpighiho Zlaz, jsem izolovala
pomoci soupravy DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Némecko), pfesné¢ dle
protokolu od vyrobce. Obé DNA jsem znacila digoxigenin-11-dUTP pomoci High Prime
Labelling Kit, pficemz na kazdou reakci jsem pouzila 50 ng prislusné gDNA a produkt
nasledn¢ jesté precistila na kolonce illustra AutoSeq™ G-50 (GE Healthcare).

Plasmidovou DNA jednotlivych klonil jsem nejprve zdenaturovala inkubaci 5 minut
pii 95°C a poté ji v objemu 6 ul (j. 180 ng) nanesla na dva kusy kladné nabité nylonové
membrany Amersham Hybond™-N+ (GE Healthcare). Oba kusy jsem nasledné fixovala
pomoci Starlinker UV crosslinkeru (Stratagene, La Jolla, USA) a umistila do hybridiza¢nich
valci, kde byly ponechany 1 hodinu v roztoku DIG Easy Hyb (Roche) pii 42°C. Mezitim
jsem provedla denaturaci obou sond tak, ze 500 ng kazdé sondy jsem natedila ve 40 ul HO,
nechala denaturovat 5 minut pii teplot¢ 95°C a prudce zchladila v ledové tfisti. Obé
denaturované sondy jsem poté doplnila 7 ml hybridizacniho roztoku DIG Easy Hyb (Roche)
a po odstranéni prehybridizacniho roztoku ptidala k membrandm. Hybridizace probihala pies
noc opét pfi teploté 42°C.

Druhy den nésledovalo promyvani obou membran a chemiluminiscencni detekce.
Tento postup je shodny s promyvanim a detekci pfi Southernové hybridizaci a pii jeho
provadéni jsem se pfesné a beze zmén drzela protokolu uvedeného v praci Sichova (2009).

Definitivni potvrzeni, Ze inserty vytipovanych klonli pochédzi z B-chromosomi jsem
provedla pomoci FISH, pifi niz jsem jako sondu pouzila ziskanou plasmidovou DNA
jednotlivych klonii. Tuto DNA jsem znacila biotin-16-dUTP pomoci PCR s univerzalnimi
primery M13-26 a M13-24 (viz kapitola 3.8.1). SloZeni reakce o celkovém objemu 15 pl
bylo nésledujici: 5 ng templatu + 1,2 pl smési znacenych nukleotidit (1 mM dGTP, dCTP,
dATP; 0,65 mM dTTP; 0,35 mM biotin-16-dUTP) + 1,5 pl kazdého primeru (10 uM) + 1 x
rTaq pufru + 0,12 pl rTaq polymerazy (Takara). Reakce probihala za stejnych podminek
jako vkap. 3.8.1., pouze pocet cykll byl zvySen na 35. Vlastni in situ hybridizaci jsem
provedla podle protokolu, uvedeného v kapitole 3.7.2.
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3.9.3 Sekvenovani

Plasmidovou DNA z kolonii, které se ukdzaly jako skutecné pochdzejici z B-
chromosomil, jsem nasledné nechala osekvenovat na pfistroji ABI Prism 3130xl (Applied
Biosystems, Carlsbad, USA) v Laboratofi genomiky na Ustavu molekularni biologie rostlin,

BC AV CR.

3.10 Srovnani reprodukénich schopnosti zavijeci linie WT-C02-B a kmene WT-C

Pro porovnani zavijecli s a bez B-chromosomil byla provedena srovnavaci analyza
reprodukénich schopnosti partt kmene WT-CO02 (linie WT-C02-B) a kmene WT-C. V linii
WT-C02-B byly =zalozeny sourozenecké pary, jejichz oba rodice byli nositeli B-
chromosomil. Pary byly zaklddany stejnym zpiisobem, jako byl popsan v kapitole 3.2.2.
Vzdy 5. den po zalozeni paru byli jedinci z Petriho misky odebrdni, analyzovani na
pritomnost a pocet B-chromosomi prohlidkou preparatti z Malpighiho trubic (viz kapitola
3.2.1) a zaroven byl spocitan pocet nakladenych vajicek. Petriho miska s nakladenymi
vajicky byla poté umisténa do vétsi misky s potravou (pSeni¢ny Srot + pivovarské kvasnice).
15. den po zaloZeni paru byly na misce zaznamenan pocet a typ nevylihlych vajicek, tj. zda
byla vajicka bez znamek vyvoje (takova byla oznacena jako sterilni) ¢i zda v nich prob¢hl
¢astecny embryonalni vyvoj (oznacena jako letalni). Plodnost part a lihnivost vajicek byly
vyhodnoceny jak pro kazdy par, tak i primérné pro vSechny analyzované pary linie. Stejny
postup byl aplikovan i v ptipadé part kontrolniho kmene WT-C, v némz se B-chromosomy
neobjevily. VSechna ziskand data byla statisticky zpracovana a vyhodnocena v programu

GraphPad Prism, verze 3.00.
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4. Vysledky

4.1 Jednoparové linie a jejich udrZeni

Analyza pfitomnosti a poc¢tu B-chromosomil byla provadéna vysetfenim preparatl z
Malpighiho trubic vzdy u obou jedincii kazdého sledovaného paru linie. Pod svételnym
mikroskopem byla na preparatech heterochromatinova téliska dobfe pozorovatelna a dala se
jasn¢ rozliSit od okolniho chromatinu. Na nékterych samiCich preparatech bylo pod
dostate¢nym zvétSenim dokonce mozné i rozliSit sex-chromatin od B-chromosomi, a to
predevsim na zéklad€ odlisné struktury (Obr.1 a 2). Celkové byly v polyploidnich jadrech
bun¢k Malpighiho trubic dospélych jedinct pozorovany rizné pocty heterochromatinovych
télisek (u samic po odecteni sex-chromatinu), pohybujici se nejcastéji mezi jednim a tfemi.
Béhem sledovani pfitomnosti B-chromosomt vSak byly zaznamenany vSechny konstituce od
nuly az po pét télisek v jednom jadie, pfiCemz rGzné pocty pozorovanych télisek byly
pozorovany i v ramci bunék jednoho jedince.

V kazdé generaci bylo na pfitomnost a pocet B-chromosomil analyzovano ptiblizné
30 partt motylti, uhrnem byly tedy béhem jedenacti sledovanych generaci piipraveny
preparaty z vice nez 650 jedinci. Do nésledujici generace bylo vybirano primérné 10 part s

riznym poctem B-chromosomi.

4.2 Charakterizace a ptiivod B-chromosomu

Pomoci laserové mikrodisekce se povedlo ziskat celkem 40 heterochromatinovych
télisek, rozdélenych do 4 vzorki po 10 kusech. Do amplifikaéni reakce jsem vzdy pouzila
cely obsah jednoho vzorku, ktery po amplifikaci poskytl fragmenty o velikosti pfiblizn¢ 100
- 850 bp (Obr.3).

Tuto DNA jsem nésledné¢ vyuzila jako templat pii konstrukci B-specifickych
“painting” sond pro fluorescencni in situ hybridizaci. Prvni sondu jsem naznalila
fluorochromem Orange-dUTP a hybridizovala ji na pachytenni preparaty samcti a samic s B-
chromosomy 1 bez nich. Na polovin¢ preparati jsem zaroven pouzila specifického
kompetitora ve formé sonikované DNA samct E. kuehniella bez B-chromosomu. Sonda
poskytla vyrazny signal po celé plose B-chromosomdu, takze se dala pozorovat i jejich
nestejna morfologie. Ostatni chromosomy zlstaly neznaceny (Obr.4-7). Na preparatech
samic a samcil bez B-chromosomil nebyl pozorovan signal zadny. Pfitomnost specifického
kompetitora neméla ani v jednom piipadé¢ Zadny pozorovatelny vliv na specifitu nebo

intenzitu signdlu sondy (Obr. 4 a 6).
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B-chromosomy jsem dale testovala na pfitomnost telomerickych opakovanych
sekvenci TTAGG pomoci FISH s fluorochromy zna¢enymi sondami. B-specifickou sondu
jsem naznacila FITC-dUTP, telomerickou Cy3-dUTP a obé sondy hybridizovala na
pachytenni preparaty jedinct pozitivnich na pfitomnost B-chromosomu. B-specifickd sonda
opét jasn¢ oznacdila pouze B-chromosomy, telomerickd poskytla dle o¢ekavani signdly na
koncich vSech bivalentl (viz Sahara a kol. 1999), k B-chromosomiim vSak nehybridizovala
(Obr.8).

Experiment jsem opakovala i se sondami znacenymi nepiimo, B-specifickou DIG-
dUTP a telomerickou biotin-dUTP, a detekovanymi protilatkami, jez zarucuji vyssi
spolehlivost prokazani pozitivni hybridizace. I v tomto ptipad€ vsSak telomericka sonda
neposkytla na B-chromosomech zadny detekovatelny signél (Obr.9).

Definitivni ovéfeni nepfitomnosti telomerickych sekvenci na B-chromosomech jsem
provedla Southernovou hybridizaci, kdy jsem jako vzorek pouzila amplifikat DNA B-
chromosomil a jako pozitivni kontrolu $tépenou gDNA samct zavijecli bez B-chromosomii.
Na membranu s pienesenymi vzorky, rozdélenymi dle velikosti elektroforetickou separaci
jsem hybridizovala telomerickou sondu, znacenou DIG-dUTP. Sonda poskytla vyrazny
signal po celé ploSe vzorku pozitivni kontroly, k amplifikdtu DNA B-chromosomt vSak
Zadnou afinitu neprojevila (Obr.10).

Mozny piivod B-chromosomil jsem se dale pokousela ovétit FISH s malovaci sondou
pro chromosom W (Vitkova a kol. 2007). B-specifickou sondu jsem v tomto ptipad¢ znacila
Cy3-dUTP a W-specifickou Green-dUTP. Sondy jsem hybridizovala na mitotické peparaty
samic s B-chromosomy. Ackoliv obé sondy poskytly silny a vyrazny signél, kazdd znacila
pouze chromosomy ji pfislusné a nedochazelo mezi nimi k zadné vzajemné hybridizaci
(Obr.11).

Podobnym zptisobem jsem testovala také mozny ptivod z rDNA oblasti. 18S rDNA
templat jsem naznacila biotin-dUTP a tuto sondu pouzila pro nepiimou FISH na
pachytennich preparatech samic zavijeci s B-chromosomy. Sonda zfetelné oznacila dva
autosomalni klastry rDNA gend v souladu s publikovanymi udaji (Marec a Traut 1983,
Nguyen a kol. 2010), k B-chromosomim vSak nehybridizovala (Obr.12).

DalSim provedenym experimentem byla GISH, pfi niz byla za pfitomnosti
specifického kompetitora hybridizovana Cy3-dUTP-znacend gDNA samct a samic bez B-
chromosomii na pachytenni preparaty pfipravené z jedinct, ktefi B-chromosomy nesli.

Sonda uspé$né oznacila vSechny chromosomy zakladniho genomu a zaroven poskytla 1
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signal srovnatelné intenzity na B-chromosomech. Na chromosomech zékladni sddky genomu
bylo déle pozorovano nékolik mist silngjSiho signalu, a to na koncich chromosomd,

heterochromatinovém blocku a na samicich preparatech také na chromosomu W (Obr.13-
16).

4.3 Ziskani B-specifickych sekvenci

Kompetentni buniky byly transformovany vektorem s 300-700 bp dlouhymi
ligovanymi fragmenty amplifikované a precisténé DNA laserovou mikrodisekei ziskanych
B-chromosomil. Po vyseti na plotny bylo ziskdno celkem 16 pozitivnich klont, které
obsahovaly vektor s tispésn¢ ligovanym insertem. Pomoci PCR s univerzalnimi primery byly
po otestovani spravné délky insertu vylouceny 4 klony a u zbyvajicich 12 byl ptivod insertii
pfedbézné analyzovan pomoci dot-blotu. Pfi dot-blotu byly pouzity dvé membrany, na nichz
byla nanesena DNA vSech testovanych klond a zaroven hybridizovana sonda zna¢ena DIG-
dUTP: v prvnim ptipadé¢ gDNA samic s B-chromosomy a ve druhém gDNA samic bez nich.
Na zaklad¢é rozdili v intenzité¢ signalu jednotlivych klonli na kazdé z membran jsem
vytipovala tfi klony (K09, K13, K14), u nichz byly rozdily nejv¢tsi, a tudiz naznacovaly, Ze
fragmenty, které jsou v nich zaklonované, jsou skutecné z B-chromosomd.

Plasmidovou DNA vybranych tfi klonti jsem dale naznacila biotin-dUTP a pouzila
jako sondu pro FISH. V piipad¢ sond z kloni K09 a K14 nebyly na B-chromosomech
pozorovany hybridiza¢ni signdly, u klonu K13 se vSak B-chromosomalni ptivod insertu
potvrdil, a to dokonce klastrem silnych hybridiza¢nich signali (Obr.17 a 18).

Izolovana plasmidova DNA klonu K13 byla nasledné¢ poslana na sekvenaci, kterd

vSak nebyla Gspé$nd. Ziskana sekvencéni data proto nebyla vyuzita pro dalsi analyzu.

4.4 Analyza moznych fyziologickych disledkii pritomnosti B-chromosomii

Pti srovnavaci analyze reproduk¢nich schopnosti byly ziskany tidaje o 20 parech linie
WT-CO02-B a 15 parech kmene WT-C. Z celkového poctu part byly vytazen 1 par linie WT-
CO2-B, protoze u rodi¢i nebyla jednozna¢né prokdzana piitomnost B-chromosomd.
Statisticky bylo tedy zpracovano 19 part linie WT-C02-B (rozpéti po¢tu B-chromosomi: 9
0-2 B, & 0-3 B, celkem pary 1-5 B) a 15 parti kmene WT-C. Na zpracovani dat jsem pouzila
dvouvybérovy t-test a ziskané hodnoty shrnula do tabulky (Tab. 1).
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Ptehled dat ziskanych srovnavaci analyzou

Celkovy Pocet Nakladena Analyza vajicek
Linie pocet hodnocenych vajicka Sterilni Letalni Pocet Lihnivost
part part (pramér + SD) vajicka vajitka vylihlych %
% % larev
WT-C02-B 20 19 285,1+61,7 138+5,4 45+44 2334+479 825+8,]1
WT-C 15 15 2459+ 62,4 8,2+4,7 28+2,7 2184+523 89,3+6,0

Tab. 1. Primérna data, ziskana pfi srovnavani reprodukénich schopnosti linie WT-C02-B a

kmene WT-C.

v

Ackoliv byl primérny pocet nakladenych vajicek vyssi u linie WT-C02-B, rozdil

nebyl signifikantni (P > 0,05), prikazné rozdily se vSak ukazaly byt v ptfipad¢ lihnivosti,

ktera byla u linie WT-C02-B vyznamné nizsi (P < 0,01), a to zejména diky prikazné

vys$Simu pramérnému poctu sterilnich vajicek (P < 0,005). Ob¢ linie se vSak signifikantné

neliSily v poctu vylihnutych housenek (P > 0,05), vysledna reprodukéni zptsobilost (fitness)

obou linii tedy zlstala srovnatelna.
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5. Diskuze

5.1 Stanoveni pritomnosti a po¢tu B-chromosomiui

Ptiprava preparati z Malpighiho trubic se ukdzala jako spolehlivd metoda ovéteni
pritomnosti heterochromatinovych télisek u larev i dospé€lcti zavijeci. U samcii byla tato
téliska jednoznacné B-chromosomy, u samic vSak byla situace komplikovanéjsi z divodu
mozné zamény se sex-chromatinem, ktery je pro samice motyli typicky a tvoii taktéz
heterochromatinové télisko podobného vzhledu i velikosti (Traut a kol. 2007). Ptesné
rozliSeni mezi B-chromosomy a sex-chromatinem vSak nebylo pro mou praci nezbytné a
pocet B-chromosomil pro daného jedince samiciho pohlavi byl tedy vypocitan jako pocet
vSech heterochromatinovych télisek v jadfe minus jedna.

U dospélych jedincii bylo stanoveni pfitomnosti a po¢tu B-chromosomti déle ztiZzeno
masivnim rozpadem pluvodné jednolitého jaderného chromatinu na vice ¢asti, ktery
znemoznoval jednoznacné vymezeni hranic jednotlivych jader. Fragmentace jader bunék
Malpighiho 714z nastava u dospélych motyli jako disledek degenerace travici a vylucovaci
soustavy z divodu nepfijimani potravy, coz je pro dospélce fady druhiit motyli obvyklé a
nedd se ji tedy pfi ptipravé preparati vyhnout (F. Marec, ustni sdéleni). Aby bylo riziko
chybného urceni poctu nadbyteCnych chromosomti na jedno jadro snizeno na minimum,
Malpighiho zlazy byly vzdy z dospélce vypitvany v maximalnim mozném objemu a pii
vyhodnocovani preparatu byl analyzovan veskery materidl, zachyceny na sklicku. V naprosté
vétSing piipadd byly na preparatu nalezeny oblasti s jednozna¢nymi hranicemi jednotlivych
jader. Pokud takové oblasti vyjimecné nalezeny nebyly, dany jedinec nebyl pouzit jako
experimentalni material.

Po¢ty B-chromosomii, pozorované u =zavijeci linie WT-C02-B nejsou nijak
vyjime¢né, a to ani v ramci skupiny Lepidoptera. Podobné pocty byly popsany napt. u
svétlopasky Tarache tropica (Noctuidae) nebo hnédaska Euphydryas colon (Nymphalidae)
(Mohanty a Nayak 1983, Pearse a Ehrlich 1979).

5.2 Patrani po ptivodu B-chromosomii

Piivod nadbytecnych chromosomi v genomu zavije¢l linie WT-C02-B jsem
zjistovala predevsim opakovanym pouzitim fluorescencni in situ hybridizace (FISH) s
riznymi sondami. Jako zakladni sondu k determinaci B-chromosomi jsem pouzivala
naznaceny amplifikat jejich DNA, kterou jsem ziskala laserovou mikrodisekci. B-specificka

sonda ve vSech pfipadech poskytovala velmi silny signidl a zcela jednoznacné B-

28



chromosomy znacila po celé¢ plose. Nebyl vSak pozorovan zadny dalsi signdl na A-
chromosomech, coz by ukazovalo bud’ na mozny, i kdyZ nepravdépodobny cizorody pivod
téchto chromosomt, pifipadné¢ by to mohl byt nasledek vysoké miry degenerace B-
chromosomii, diky které by misto ptivodu na chromosomech jiz nebylo pomoci paintingové
sondy viibec detekovatelné.

NejcastéjSimi oblastmi plvodu B-chromosomii jsou dle literatury centromery,
telomery a jejich okoli, dale oblasti rDNA genl a pohlavni chromosomy (Camacho 2005).
Ve vSech ptipadech se tedy jedna o regiony s repetitivnimi sekvencemi, Casto téz
heterochromatinizované (Elgin a Grewal 2003). Hypotéza centromerického ptivodu byla v
tomto piipadé vylouCena jiZz na pocatku, nebot’ chromosomy Ephestia kuehniella jsou
holocentrické, a tudiz neobsahuji Zadnou konkrétni oblast repetitivnich sekvenci, typickych
pro centromeru a paracentrické regiony jako je tomu u chromosomii monocentrickych
(Robinson 1971).

Ptitomnost telomerickych sekvenci na B-chromosomech jsem testovala nejprve FISH
se sondou znacenou fluorochromem. Templatem pro sondu byly beztemplatovou PCR
ziskané fragmenty DNA, skladajici se z (TTAGG), sekvenci, které jsou charakteristické pro
zastupce fadu Lepidoptera véetné E. kuehniella (Sahara a kol. 1999). Ackoliv telomericka
sonda fungovala vyborné¢ a oznacila konce vSech chromosomu zakladni sadky genomu, na
B-chromosomech nebyl zaddny signal pozorovan. Vysledek experimentu tedy naznacil, ze
nadbytecné chromosomy telomery bud’ maji redukované, a to v takovém objemu, Ze nejsou
detekovatelné timto typem sond, nebo je nemaji vibec. Experiment byl tedy opakovan se
sondami znacenymi nepiimo, které umoznuji ptipadny signal zesilit protilatkami. I v tomto
ptipadé¢ vSak Zadny signal na B-chromosomech pozorovan nebyl. Jelikoz telomery jsou
dilezitou soucasti kazdého chromosomu a maji velky vyznam pro jeho stabilitu (Blackburn
1991), bylo zésadni jejich nepfitomnost potvrdit s konecnou platnosti, ¢ehoz bylo dosazeno
uspesnou Southernovou hybridizaci, ktera pfitomnost telomerickych sekvenci na B-
chromosomech vyvratila. B-chromosomy jsou obecné velmi nestabilni elementy s mnoha
zvlastnostmi, neptfitomnost (TTAGG), sekvenci je u nich tedy mozna a byla by zaroven i
vysvétlenim pro pozorovanou nestejnou morfologii nadbyte¢nych chromosomti, jez mohla
byt dana napiiklad fuzemi z diivodu absence telomerickych sekvenci.

Dalsi oblasti typickou pro vznik B-chromosomi je ribosomélni DNA, ktera se
v genomu objevuje v klastrech (Dhar a kol. 2002, Szcerbal a Switonski 2003). Tuto
hypotézu jsme testovali pomoci nepfimo znacené sondy pro 18S rDNA. Sonda vSak na

preparatech znacila pouze dva autosomalni klastry rDNA genu, které jsou pro E. kuehniella
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typické (Nguyen a kol. 2010) a k nadbyte¢nym chromosomim nehybridizovala. Tim byl
pivod B-chromosomti z oblasti rDNA genil stanoven jako vysoce nepravdépodobny.

DfivéjSim experimentem na pachytennich preparatech bylo zjisténo, ze k B-
chromosomiim nehybridizuje ani W-specifickd sonda. Tento experiment jsme opakovali na
mitotickych preparatech a s pridanim B-specifické sondy. Pohlavni chromosom W se totiz
by v ptipadé slabého ¢i roztrouseného signalu pii pouziti pachytennich preparati mohlo vést
k tomu, Ze by takovy signal nebyl kviili mensi kondenzaci chromatinu viibec detekovatelny.
Ob¢ sondy poskytly jednoznacné signaly, které vyloucily detekovatelnou piitomnost
sekvenci spole¢nych pro B-chromosomy a chromosom W.

Moznost vzniku nadbytecnych chromosomili z chromosomu Z bohuZzel testovana
nebyla, a to z divodu absence jakékoliv funkéni malovaci sondy, specifické na chromosom
Z motyli (Sichova 2009).

Abychom ziskali dal$i informace, ptispivajici k objasnéni ptivodu B-chromosom,
byla dale provedena genomova in situ hybridizace. Sonda, jiz byla znac¢ena celogenomova
DNA zavijec¢ti kmene WT-C k B-chromosomim hybridizovala a vykazovala relativné silné
hybridiza¢ni signdly ve srovnani s chromosomy zakladni sadky genomu. Tento vysledek
naznacuje puvod B-chromosomu ze sekvenci piivodniho genomu, muze se vSak jednat 1 o
sekvence podobné a vysoce opakované, coz nelze zcela vyloucit kvili hybridizaénim
podminkdm, diky nimZ sonda hybridizuje i se sekvencemi, které nejsou zcela homologni
(Sichova 2011). Signaly na B-chromosomech mohou také souviset s velkou mirou
divergence téchto chromosomti od mista ptivodniho vzniku. Zna¢na sekvencni odliSnost by
jednak znemoznila misto ptivodu B-chromosomil detekovat B-specifickou malovaci sondou,
ale predevsim by se diky ptipadné heterochromatinizaci B-chromosomy mohly stat cilovym
mistem transpozic a akumulovat repetice vyskytujici se roztrousen¢ v hostitelském genomu,
které by nasledné mohly byt pfi¢inou hybridizacnich signalt pti GISH (Dimitri a kol. 2005).
Sonda dale poskytla siln€jsi signal na chromosomu W, na heterochromatinovém blocku (tzv.
knob, viz Marec a Traut 1993) neidentifikovaného autosomalniho bivalentu a na koncich
nékterych A-chromosomil. Vyrazné€jsi znaceni chromosomu W bylo vtomto pfipadé
ocekavangé, a to nejen z divodu toho, ze jako specificky kompetitor byla pouzita sam¢ci DNA
a nedochazelo tudiz ke kompetici sondy a specifického kompetitora o vazebna mista, ale
také diky struktufe chromosomu W, ktery je u E. kuehniella tvofen akumulovanymi

repeticemi z celého genomu (Traut a kol. 1999). Silngjsi signal na koncich nékterych A-
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chromosomil byl pravdépodobné signal telomerickych ¢i subtelomerickych sekvenci, jez je

pii genomové in situ hybridizaci u motyli bézny (Sahara a kol. 1999, Yoshido a kol. 2005).

5.3 Molekularni sloZeni B-chromosomii

Protoze se nezdafilo ur€it misto plvodu B-chromosomi pomoci hybridizacnich
technik, pokusila jsem se klonovat B-specifické sekvence, amplifikované z laserovou
mikrodisekci ziskanych vzorkit DNA téchto elementli, a pomoci nich ptvod piipadné
objasnit. Ackoliv bylo klonovani nékolikrat opakovano s vyuzitim néstroji a protokola
rutinné zavedenych v nasi laboratofi, podafilo se mi izolovat pouze jediny pozitivni klon,
jehoZ insert s jistotou pochazel z B-chromosomii. Po jeho sekvenaci se vSak ukazalo, ze se
pravdépodobné jednd o smésny vzorek, coz by naznafoval i vétSi pocet hybridizacnich
signall pii testovani klonu pomoci FISH, ktery vSak ale mohl byt zplisoben i ndhodnym
klonovanim repetice, kterd se na B-chromosomech vyskytuje na vice mistech. Neuspéch pii
klonovani si vysvétluji repetitivni povahou sekvenci B-chromosomt, které jsou pro né¢ velmi
typickym znakem, ale zaroven nejsou snadnym typem sekvenci pro klonovani do bakterii,
jak se ukazalo i u stabilniho systému BAC klont (Song a kol. 2001, Camacho 2005). Nelze
ani vyloucit negativni vliv adaptorti soupravy WGA4 (Sigma-Aldrich), které byly pouzity

pro PCR amplifikaci vzorkiit DNA, na tspéSnost klonovéani.

5.4 Vliv pritomnosti B-chromosomii na reproduk¢ni schopnosti linie WT-C02-B

Nadbyte¢né chromosomy mohou svého nositele ovliviiovat nejriznéjSimi zptsoby,
genomu piitomné ve vét§im poctu, coZ bylo pozorovano i u motylii (Pearse a Ehrlich 1979).

Fyziologickd analyza byla provedena srovnanim linie WT-C02-B (kmene WT-C02),
ktera nadbyteéné¢ chromosomy obsahuje a kmene WT-C, u kterého pfitomny nejsou.
Predmétem zkoumdni byl pocet nakladenych vajicek, pomér letalnich a sterilnich vajicek a
pocet vylihlych housenek. Po vyhodnoceni dat statistickymi metodami se ukazalo, Ze v
ptipadé linie WT-C02-B doslo k prokazatelnému sniZeni lihnivosti, a to zejména diky
signifikantnimu zvySeni procenta sterilnich vajiek. Jelikoz vSak jedinci této linie zaroven
nakladli vétsi pocet vajicek nez jedinci kmene WT-C, vyslednd fitness obou lini ziistala po
statistickém porovnani srovnatelnd a rozdil mezi nimi nebyl prikazny. V piipad¢ linie WT-
C02-B se tedy negativni vliv B-chromosomii na reprodukéni schopnost svého nositele
nepotvrdil, stejné jako naptiklad u martinace Antheraea roylei (Saturniidae) (Putturaju a
Nagaraju 1985).
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6. Souhrn

Tato prace se zabyva ptivodem nadbytecnych chromosomil divokého kmene zavijece
moucného, Ephestia kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae), jejich sekvenénim slozenim a
dasledky jejich pritomnosti na hostitele. Pivod B-chromosomill byl testovan zejména
fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH) s riznymi specifickymi sondami, véetné nové
konstruované malovaci sondy na tyto chromosomy. Tato sonda byla pfipravena znacenim
amplifikatu vzorkid jejich DNA, jeZz jsem ziskala laserovou mikrodisekei. Opakovanymi
hybridizacemi byl vylou¢en vznik B-chromosomi z pohlavniho chromosomu W, nebyl
prokéazan ani jejich ptvod z konkrétniho segmentu autosomt ¢i pohlavniho chromosomu Z.
Hybridizacni experimenty vyloucily v B-chromosomech ptitomnost telomerickych sekvenci
(TTAGG), 1 klastrh rDNA genl, tedy sekvenci Casto se v nadbyteCnych chromosomech
vyskytujicich. Pfitomnost centromerickych repetic, téz typickych pro nadbyte¢né
chromosomy, nemé¢lo smysl testovat vzhledem k holokinetické povaze chromosomi motyli.

Dalsi informace o pivodu a slozeni nadbyteCnych chromosomt byly ziskany
genomovou in situ hybridizaci (GISH), ktera ukazala na vyskyt sekvenci, spole¢nych pro B-
chromosomy a hostitelsky genom. Pfitomnost sekvenci hostitelského genomu na
nadbyteénych chromosomech vsak bohuzel neni jednoznaénym diikkazem jejich piivodu,
jelikoz se na tyto chromosomy mohly dostat naptiklad transpozicemi.

Molekularni sloZzeni B-chromosomt s perspektivou osvétleni mista jejich ptvodu
jsem se dale pokousela ziskat klonovanim sekvenci amplifikovanych ze vzorki DNA,
ziskanych laserovou mikrodisekei. AvSak vzhledem k predpoklddané repetitivni povaze
sekvenci B-chromosomi a pravdépodobné i pfitomnosti adaptort pouzitych pro jejich
amplifikaci byl ziskén pouze jediny pozitivni klon s insertem ovéfenym dot-blotem a pomoci
FISH. Nasledna sekven¢ni analyza ale ukazala, Ze jde o smésny insert, nepouZitelny pro
dal$i analyzy.

V této praci byl také testovan vliv B-chromosomtl na reprodukéni schopnosti svych
nositeld. Srovnavaci analyza plodnosti a lihnivosti vajicek linie WT-C02-B zavijeci s B-
chromosomy a kmene zavijech WT-C bez B-chromosomil sice prokdzala rozdily v
jednotlivych hodnocenych parametrech, avSak bez priikazného vlivu na celkovou fitness.

Vysledky této prace prinaseji detailni charakteristiku prvnich B-chromosomi
zjisténych u E. kuehniella, prispivaji k rozsifeni znalosti o nadbyteénych chromosomech
motyll a zaroveinl zcela podporuji hypotézu vyjimecnosti kazdého ptipadu jejich vyskytu s

tim, ze jejich pivod ziistdvéa prozatim neobjasnén.
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8. Prilohy

Obr. 1-2. Heterochromatinova téliska (oznacend Sipkami), pozorovand na preparatech
z Malpighiho trubic Ephestia kuehniella kmene WT-C a WT-C02. M¢titko piedstavuje 20
pum. la - samec WT-C, 1b - samice WT-C, 2a - samec WT-CO02, 2b - samice WT-CO02.

f é@u Obr. 3. DNA B-chromosomu vyfezanych laserovou mikrodisekci po
é‘r f amplifikaci WGA 4 soupravou. Vzorek byl analyzovan na 1%
kbp

- agarézovém gelu a jako velikostni marker byl pouzit 1 kb Plus

Ladder (Invitrogen).
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Obr. 4-9. Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Chromosomy jsou podbarveny DAPI.

Meéritko odpovida 20 um. 4-7. Pachytenni jadra jedincii s cervenym hybridiza¢nim signalem
B-chromosomi (sonda znafena fluorochromem SpectrumOrange), Sipky znac¢i B-
chromosomy. Na obr. 4 a 5 jsou pachytenni chromosomy samic, na obr. 6-7 samcu.
V piipadé preparatli na obr. 4 a 6 byl pouzit specificky kompetitor (gDNA & kmene WT-C).
8. Pachytenni jadro s ¢ervenymi signaly pfimo znacené telomerické sondy (fluorochrom
Cy3) a zelenym signdlem piimo znacené B-specifické sondy (FITC). 9. Pachytenni jadro
s Cervenymi signdly nepfimo znacené telomerické sondy (biotin) a zelenym signdlem

nepiimo znacené B-specifické sondy (DIG).
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Obr. 10. Detekce ptitomnosti (TTAGG), sekvenci na
B-chromosomech pomoci Southernovy hybridizace.
Jako pozitivni kontrola byla pouzita nastépend gDNA
&' zavijecl bez B-chromosomi. Jako velikostni marker
byl pouzit DNA Molecular Weight Marker III, DIG-
labeled (Roche).
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Obr. 11-18. Fluorescenéni a genomova in-situ hybridizace. Chromosomy jsou podbarveny DAPI.
Meritko predstavuje 20 pm. 11. Mitotické jadro s Cervenymi signaly B-specifické sondy znacené
fluorochromem Cy3 a zelenym signalem W-specifické sondy znacené fluorochromem
SpectrumGreen. Sipky ozna¢uji B-chromosomy a chromosom W. 12. Pachytenni jadro s Gervenymi
signaly nepfimo znacené sondy na 18S rDNA motyll (biotin). 13 - 14. Pachytenni jadra, ¢ervené jsou
hybridizac¢ni signaly sondy gDNA samic zavijeCi kmene WT-C (Cy3). 13. Preparat z jedince
sami¢iho pohlavi bez B-chromosomi 14. Preparat z jedince samiciho pohlavi s B-chromosomy
(oznacen Sipkou). 15-16. Pachytenni jadro jedince samciho pohlavi bez B-chromosomd, cervené
hybridiza¢ni signaly sondy gDNA samct zavijeci kmene WT-C. (Cy3) 16. Pachytenni jadro jedince
samciho pohlavi s B-chromosomy, ¢ervené jsou hybridizacni signaly sondy gDNA samct zavijecii
kmene WT-C (Cy3). B-chromosom oznacen Sipkou. 17-18. Pachytenni jadro s hybridizovanou
sondou, pfipravenou z klonu K13 (Cervené signaly, znaCeno biotinem). B-chromosomy s klastry

hybridizacnich signalt jsou oznaceny Sipkami.
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