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1 Uvod

Po staleti soupefi Clovék se Skiidci, kteti napadaji jeho zdsoby potravy, bohatstvi i
Cloveéka samotného. Mezi né patii stovky, mozna tisice druhli napti¢ celou rostlinnou i Zivo-
&isnou Fisi, at’ se jedna o plevele, viry, bakterie nebo hmyz, ptaky ¢&i hlodavce. Clovék s nimi
svadi boj, ktery v mnoha ptipadech neni ani v nejmensim Gspésny diky neuvéfitelné ptizpi-
sobivosti danych sktidcti. Nejvetsi problémy, vyjma lidského zdravi, zptisobuji v zemedélstvi

v v

cem napadajicim ovocné stromy, pifedev§im jablon¢ a hrusné.

1.1 Obalec jable¢ny (Cydia pomonella)

Obale¢ jableény (Cydia pomonella) patii do celedi Lepidoptera. Dospély jedinec
obaleCe je asi 1 cm dlouhy, ptedni kiidla ma popelavé hnéda s charakteristickymi tmavymi
obrazci, zadni kiidla jsou Sedohnéda. Toto zbarveni mu zajiStuje splynuti s kiirou strom.
Motyli jsou nejvice aktivni okolo soumraku, kdy no¢ni teploty piesahuji 12 °C. Po oplozeni
samicky kladou 30-70 vaji¢ek na plochy listi nebo na plody. Vajicko je asi 1 mm velké,
zpocatku je prahledné, pozdéji se vSak zabarvi do béla. Tésné pred lihnutim je na vajicku
vidét Cerna tecka, hlava larvy. Rychlost vyvoje opét zavisi na teploté okolniho prostiedi,
pohybuje se mezi 6-20 dny. Poté se z vaji¢ka vylihne larva, ktera je bila s ¢ernou hlavou.
S jejim riistem se méni 1 jeji barva, a to z bilého téla na rtizové s hnédou hlavou. Pravé hou-
senky zptisobuji hospodarské Skody, zavrtavaji se totiz do plodl, kde se dostavaji az do
jadfince a tam se zivi vyvijecimi se semeny. Zavrtand v plodu projde housenka péti instary
béhem 3-5 tydnti. Po dokonceni vyvoje larva opousti plod a hleda misto, kde se muze
bezpecné zakuklit. Pokud je vhodna teplota, z kukly se vylihne dalsi dospély jedinec jiz bé-
hem stejné sezony, obvykle byvaji dvé generace za rok, ale zalezi na teploté, je mozné i pét
generaci ro¢né€. Pokud neni ptizniva teplota, kukla pfezimuje pod listim nebo kiirou stromu.
Na zacatku jara, kdyZ se zvysi teplota se zhruba za 7-30 dni, zaleZi na okolni teploté, se vy-
lihne dospély jedinec. Napadené plody se snadno poznaji diky exkrementiim, které obale¢
zanechava v chodbickach a které jsou dobie viditelné (Novak & Severa 1990; Alston et al.
2010). Pro ochranu zemédélskych plodin a potlaceni populace obaleée jable¢ného se prede-
v8im pouZivaji zejména Sirokospektralni insekticidy (napt. organofosfaty), ale také feromo-
nové lapace, protoze obale¢i vyuzivaji feromony pro komunikaci pti pateni (Witzgall et al.
2008) nebo razné latky na bazich hormont zpusobujicich nevyvinuti jedince a podobné.

Avsak, kvili ¢astému a mnohdy prfehnanému pouZivani stejnych insekticidnich chemickych



latek dochazi k jejich snizené uc¢innosti vedouci az k rezistenci daného hmyzu na danou
chemikalii (Varela et al. 1993). Chemické latky pouzivané pro boj se zemédélskymi sktdci
se hromadi v pfirodé¢, tim ovliviiuji Zivotni prostfedi a v neposledni fadé vzbuzuji strach o
lidské zdravi po poziti chemicky oSetfenich potravin. Proto je snaha o vyvoj novych
technologii, které by mély obaleci zabranit v ni¢eni zemédélskych plodin, a to bez negativ-

nich dopadii na zivotni prostiedi ¢i lidské zdravi. Jednou z téchto metod je metoda SIT.

1.2 Metoda SIT

SIT, neboli ,,sterile insect techique*, je metoda vyuzivana k biologické kontrole hmyzu
ve volné piirode€. Jedna se o vypousténi sterilnich jedinct, at’ jednoho nebo obou pohlavi, do
volné ptirody, kde se ktizi s divokymi jedinci bez moznosti vytvofeni potomstva. Sterilita je
zpusobena bud’ neschopnosti klast vajicka, netvofenim spermii nebo jejich nefunkcnosti,
neschopnosti se parit nebo dominantné letalni mutaci v pohlavnich bunkach samce ¢i samice
(Klassen 2005). Tato metoda se zacala vyvijet uz ve 30. - 40. letech 20. stoleti diky A. S.
Serebrovskému, F. L. Vanderplankovi a E. F. Kniplingovi, ktefi pracovali nezavisle na sob¢
(Klassen & Curtis 2005). Byl to pravé Knipling, ktery navrhl pouzit sterilizaci ke kontrole
nebo vymyceni Skidcti po pozorovani sameckd mouchy Callitroga hominivorax, ktefi se
paii opakované, na rozdil od samicek, které se paii pouze jednou za zivot. Tato skutecnost
ho ptivedla k hypotéze, kdy by obrovské mnozstvi sterilnich sameckii opakované vypuste-
nych do volné ptirody a opakované se paficich svolné zijicimi samickami, vedlo
k postupnému snizovani populace a mohlo by vést az k aplnému vymyceni daného sktdce

(Knipling 1972).

Mezi prvnimi organismy, na kterych se metoda SIT vyuzila, byla uz zminéna moucha C.
hominivorax, ktera klade vajicka do ran teplomilnych Zivocichti a jeji larvy poté parazituji
jak na zivoci$ich, tak na lidech, a u které doslo k Gplnému vymyceni v misté pouziti. Metoda
SIT se velice rychle rozsitila po celém svété. Naptiklad byla pouZita pro zastaveni invaze
mouchy Ceratitis capitata, ktera napada ovocné stromy, ve stiedni Americe (Hendrichs et al.
1983) a jeji vymyceni na Bermudach (Hilburn & Dow 1990), pro vymyceni mouchy
Bactrocera cucurbitae v Japonsku (Kakinohana et al. 1993), zptsobujici skody na melou-
nech, okurkach a rajcatech nebo k vymyceni mouchy tse-tse Glossina austeni v Zanzibaru
(Vreysen et al. 2000). Na obalec¢ich byla pouzita poprvé v letech 1976-1978 (Proverbs et al.
1982), kde méla kladny vysledek a nasledovala regulace s$kidce v Britské Kolumbii
v Kanad¢ (Bloem et al. 2007).



SIT je metoda geneticky zalozené biologické kontroly, ktera ma mnoho vyhod, mezi
které naptiklad patfi to, Ze ovliviiuje pouze organismy, které ovlivnit chceme nebo ze ji mii-
zeme kombinovat s jinymi metodami biologické kontroly, napiiklad parazitoidy (Botto &
Glaz 2010). Ovsem druhou stranou mince je nutnost dokonale znat dany organismus nebo
moznost chovat jej ve velkém mnozstvi, coz zahrnuje dlouhodobé investice a vedeni

(Vreysen et al. 2006).

1.2.1 Metoda SIT a obalec jable¢ny

Obale¢ jable¢ny je jeden z zivocichii, na kterych byla vyuzita metoda SIT (Knipple
2013). Vyrazny posun v této problematice byl zapfi¢inén genetickym vyzkumem tohoto
druhu. Diky tomu bylo zjisténo, ze C. pomonella ma pohlavni chromozomy WZ, pficemz
samice ma sestavu WZ a samec ZZ. Chromozom Z patii mezi tzv. neo-pohlavni chromo-
zomy, ktery vznikl u spole¢ného ptredka pro téméet 700 Skidct fuzi piivodniho chromozomu
Z a odpovidajiciho chromozomu 15 v referenénim genomu bource morusového (Nguyen et
al. 2013). Diky této fuzi doslo i k vazbé dvou gent pro resistenci k insekticidim a tim se
vyrazné€ zlepSilo fitness, zvySila se ptizplsobivost a nasledné rozsSifeni obalecli po celém
svété. Navic se mezi sebou chromozomy W a Z znatelné 1i$i, coz ¢ini z obalece jable¢ného
skvélého kandidata pro vytvoreni pohlavné oddélitelnych linii na zakladé pohlavnich chro-
mozomu (Fukova et al. 2009). Pro vypousténi sterilnich jedincii jsou idealni pouze samecci
(Rendon et al. 2004), protoZe ti mohou V divoké populaci §ifit dominantné letalni mutaci.
Vypousténim obou pohlavi najednou rovnéz hrozi preferenéni pafeni mezi vypusSténymi
jedinci, coz vede ke snizeni efektivity SIT. Soucasnou praxi je nicméné vypousténi obou
pohlavi, a to z toho divodu, ze dosud chybi jednoduchy zpiisob jejich separace vV masovém
méfitku. Jednou z mozZnosti separace pohlavi je eliminace samic s vyuzitim podminéné
letalnich mutaci, vedoucich k chladové letalité. Studie na drozofile ukazaly, Ze k navozeni
chladové letality Ize vyuzit mutaci genu Notch, oznatovanou jako N°%9'. (Fryxell & Miller
1995), ktera zptuisobuje dominantné chladové podminénou letalitu u heterozygotnich embryi.
Gen Notch je vysoce konzervativni u ¢lenovciu i obratlovci a lze tedy predpokladat, Ze dana
mutace mize obdobnym zpisobem piisobit i u jinych druhii hmyzu nez jen u drozofily.
Pfitomnost transgenniho konstruktu s mutaci Notch (Obr. 1) na sami¢im chromosomu W by
vedla k chladové letalité, a to pouze u samic (Marec et al. 2005). Pfesné&ji za standardnich
teplotnich podminek, tj. teploty okolo 25°C by se lihla ob& pohlavi a samiéi letalita by nasta-
vala pouze pfi sniZzené teploté. Diulezitym aspektem rovnéZ je, Ze transgenni jsou pouze

samice, naopak samci, urceni k ozareni a k vypousténi do divoké populace, nenesou zadnou



mutaci a tim také nehrozi zadné riziko z vypousténi transgennich organismii do volné

i Notch
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Obr. 1: Schéma mozného vyuziti genu Notch, jakozto dominantné podminéné letalni mutace, pti separaci
pohlavi obalece jable¢ného. Samice (WZ) nesou na chromozomu W mutantni alelu genu Notch, ktera za
omezujicich podminek (snizena teplota) zplisobi letalitu samic a tim vznikne pouze saméi potomstvo (ZZ),

které je pfipraveno k ozateni (upraveno podle Marec et al. 2005).

1.3 Signalni draha Notch

V mnohobunéénych organismech dochazi mezi buitkami ke komunikaci, kterd je ne-
zbytnd pro evoluci, vyvoj 1 pro bezchybny chod organismu. Vyvoj zahrnuje komplexni sit’
signalit z okoli a naslednych odpovédi a k tomuto Sifeni informaci se vyuziva signalnich
drah. U metazoi staci na cely vyvoj daného jedince méné nez 20 signdlnich drah, pficemz
pouze sedm z téchto drah se ucastni vyvoje organismu. Jsou to drahy Hedgehog, Wnt, TGF-
B, RTK, JAK/STAT, NHR a Notch (Gazave et al. 2009; Pires-daSilva & Sommer 2003).
Tyto drahy maji zasadni vliv jak na ustanoveni polarity embrya a télnich os, ur¢ovani jed-
notlivych ¢asti embrya, tak jsou klicové pro bunéénou proliferaci, diferenciaci, apoptdzu,
homeostazi dospélych tkani a mnoho dalSich. Signalni draha Notch zajistuje diferenciaci
v embryu i homeostazi v dospé€lci. Podili se na vyvoji a funkci neuronti, kostni dené, vyvoji
srdce, T-bunék, kontroluje jak proliferaci, diferenciaci, tak i apoptézu (Gazave et al. 2009).
Je aktivovana nasednutim transmembranového ligandu Delta nebo Jagged/Serrate z okolnich
bun€k na Notch receptor. Ten je jednosmérnym transmembranovym proteinem tvofenym

dvéma c¢astmi, extracelularni, na kterou nasedd dany ligand, a intracelularni ¢ast, kterd se



posléze oddéli a pomoci intracelularnich proteint je transportovana do jadra, kde se podili na
transkripcni regulaci cilovych gent (Gordon et al. 2008). Extracelularni doména (NECD)
obsahuje 36 tandemovych repetici EGF (epidermal growth factor), z nichz nékteré zpro-
sttedkovavaji vazbu s ligandem. Dale nasleduji NRR regiony (negative regulatory region),
které maji hlavni roli pfi kontrole receptoru, aby nedoslo k jeho aktivaci bez navazani li-
gandu. Extracelularni doména kon¢i C-koncem, ktery obsahuje Arg/Lys zbytky. Intracelu-
larni ¢ast (NICD) je slozena z RAM domény (RBPjk association module), dale nasleduje
ANK doména (ankyrin domain), ktera je nejkonzervativnéjsi ¢asti Notch a ma nezbytny po-
dil na spravné funkci receptoru. Koncovym dilem intracelularni ¢asti je PEST
(proline/glutamic acid/serine/threonine-rich motifs), ktery obsahuje degradac¢ni signaly, které
zajistuji stabilitu NICD (Kopan & llagan 2009) (Obr. 2). Tento systém pracuje na principu
laterarni inhibice, coz znamend, Ze sousedici buniky majici stejnou funkci se vzajemné
ovliviiuji. Nejschopnéj$i buiika produkuje nejvice ligandd, které zaplni membranové
receptory na ostatnich buiikéach, a tim je miize omezovat a ovliviiovat, ¢imzZ vlastné fidi osud

danych bunék (Wesley & Saez 2000).

NRR
NRR oay ___TAD___
LNR /

EGF repeats (1-36) \NK i
e SN} - -

Obr. 2: Organizace Notch receptoru u drozofily (Kopan and llagen 2009).

1.3.1 Ruazné formy Notch

B¢hem embryogeneze ma Notch vliv na produkci nervovych a epidermalnich prekurzo-
rovych bun€k. Po navazani Delta ligandu na extracelularni doménu Notch je NICD
transportovana do jaddra pomoci intraceluldrniho proteinu SuH (Suppressor of Hairless),
ktery nasedd na RAM 23 a ankyrinovou doménu, Se buiikka vyviji jako epidermalni a

dominantni formou Notch exprimovanou v butikach je jeho plnéd forma, tzv. NFull (Obr. 3).

Buriky, které nemaji navazané ligandy na receptorech nebo dokazi tento proces zvratit,
se vyvijeji jako nervové a dochazi u nich k tvorbé zkracené formy, tzv. NACterm (Obr. 3),

kterému chybi koncova ¢ast obsahujici PEST doménu. NACterm se vaze na SuH a ten poté



neni k dispozici pro vazbu s NFull, ktery je bez navazaného proteinu SuH rychle degradovan
(Wesley & Saez 2000).

Tento systém pracuje na principu laterarni inhibice, coz znamend, ze sousedici bunky
majici stejnou funkci se vzajemné ovliviiuji. Nejschopnéjsi buiika produkuje nejvice ligandu,
které zaplni membranové receptory na ostatnich burikach, a tim je mize omezovat a ovliv-
novat, ¢imz vlastné fidi osud danych bunék. Epidermalni buiky, které¢ jsou schopny
akumulovat protein SuH, maji stabiln¢jsi signalizaci Notch naproti bunkdm nervovym, které
maji nedostatek proteinu SuH a signalizace u nich nakonec uplné vymizi (Wesley & Mok
2003).

EXTRACELULAR INTRACELULAR

EGF-like repeats L/Nrpts | RAM23 CDC/Ank OPA PEST

NH2 COOH

EGF-like repeats L/N rpts RAM23 CDC/Ank
77
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Obr. 3: A. Forma NFull exprimovana v epidermalnich bunikach. B. Forma NACterm exprimovana

v nervovych bunkach.

Bylo dokazano, ze pomér NFull a NACterm je zavisly na teploté, kdy s rostouci teplotou
roste hladina NACterm a klesa hodnota NFull. Notch signalizace je tedy zavisla nejen na
poméru NFull a NACterm, ale i na teploté, ktera tento pomér ovliviiuje (Wesley & Mok
2003). Preziti jedince je podminéno spravnym mnozstvim kopii NFull a NACterm, a protoze
je tento pomér ovliviiovan teplotou, teplota pro pieziti mouchy s uméle vytvofenym
konstruktem obsahujicim NACterm se bude ménit v zavislosti na sile pouzitého promotoru.
Pravé pro tuto vlastnost se vyuziva gen Notch pii chladové terapii. Chladova letalita

 NBOULL

prostiednictvim genu Notch byla pozorovana u drozofily s vyuzitim alely N°%9* Je

dominantni alelou genu Notch, vznikla deleci v intracelularni ¢asti PEST a zpUsobujici tak



posun ¢teciho ramce (Obr. 4) (Lyman & Young 1993) a chladové podminénou letalitu.
Heterozygotni embrya s alelou N®°** hynou pii teplot& pod 20°C (Fryxell & Miller 1995).

NRR
RAM
EGF repeats (1-36) 'LNR ' ANK

o l HD _

ABC TMD

Obr. 4: Mutantni alela N®°®* (Kopan and Ilagan 2009, upraveno dle Lyman and Young 1993).



2 Cile prace

Obalec¢ jable¢ny je celosvétovym problémem a mnoho laboratofi ve svété se snazi piijit
na zpusob, jak jej vymytit nebo alespon snizit jeho populaci. Ma prace je zamétfena na vyvoj
metody SIT, ktera vyuziva zkracenou formu proteinu Notch, u niz predpokladame, ze jeji
inzerci do genomu obaleée jable¢ného nastava teplotné podminéna letalita vyuZzitelna pii

metodé SIT.

Konkrétnimi cily je determinovat podminky teplotniho ptisobeni pro nastoleni letalniho
ucinku, a to pomoci GAL4-UAS drozofiliho systému, dale optimalizovat transformacni ex-
perimenty s vyuzitim konstruktu 3xP3-Tom na C. pomonella a trasformace konstruktem
3xP3-ANK-Tom.



3 Material a metody

3.1 Pokusné organismy

Drosophila melanogaester

Pfi mé praci byly pouzity dvé linie, jedna nesouci transgen obsahujici GAL4
s progesteronovym receptorem (yw; ACT-GAL4:PR/TM3,Tb) a druha s integrovanym kon-
struktem RATom (yw; UAS-RATom). Ob¢ linie byly chovany ve stejnych podminkach pii
25°C nebo 18°C na standardnim kukuficno-melasovém médiu (163 g kukuti¢ného Srotu, 16
g agaru, 33 g susenych kvasnic, 200 ml melasy, 2,6 1 vody) s desinfekénim roztokem (12 g
kyseliny benzoové, 2,5 g kyseliny sorbové, 240 ml denaturovaného etylalkoholu). Jako kon-
trolni linie byl pouzit bézné pouzivany kmen yw; Sb/TM6 a rovnéz kmen yw; 11-5

nesouci inzerci transgenu white (w) ve 2L telomete (Capkova Frydrychova et al. 2007).
Cydia pomonella

K injikovani byla vyuZivdna vajicka jedinci kmenu Krym-61, ktery je chovan
V insektariu ve stalé teploté 25°C pii fotoperiode 16 hodin svétlo a 8 hodin tma na special-
nim médiu pro obalece (800 g pSeni¢nych klickt, 125 g je¢nych klickt, 125 g pivovarskych
kvasnic, 100 g agaru, 5,6 | vody) s desinfekénim roztokem (25 g kyseliny askorbové, 25 g
kyseliny citronové, 8,5 g methylparabenu, 0,35 g B-komplexu, 7 g kyseliny sorbové a 30 ml
37% formaldehydu). Detailné;jsi podrobnosti o puvodu kmenu jsou v publikaci Fukova et al.
(2005).

3.2 Priprava transgennich konstrukti

Konstrukt RATom byl vytvofen v ramci diplomové prace (Kuta 2011). Pro ziskani sek-
vence genu Notch obalece jable¢ného byly pouzity degenerované primery pro gen Notch
bource morusového, navrhovani primerti probihalo pomoci srovnani konzervativnich usekt
daného genu mezi drozofilou a bourcem. Sekvence byla ziskana pomoci metody PCR a na-

slednym sekvenovanim.

Do konstruktu RATom byla zafazena ankyrinova doména, u niz se pravé predpokladalo,
Ze je pro nastoleni chladové sensitivity zasadni, rovnéz byla zahrnuta i RAM doména a
transmembranovd doména, a to ke zvySeni afinity receptoru. Konstrukt byl neseny
transposabilnim elementem piggyBac ozna¢enym jako pXL Bacll, jako reportérovy gen byl

pouzit td Tomato (Clontech). Konstrukt byl ohrani¢en insulatory gypsy, které potlaci
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ptipadny pozi¢ni efekt po integraci do genomu. Jako promotor byl vyuzit 3xP3, ktery
sméfuje expresi do o¢i a CNS (Thomas et al. 2002).

Pro optimalizaci injikace vajicek obalece jable¢ného byl vyuzit konstrukt Tom, tzn. kon-
strukt identicky konstruktu RATom, akorat bez ankyrinové, RAM a transmembranové
domény, které byly z konstruktu RATom vystépeny (Obr. 5). Vystépeni uvedenych casti
z konstruktu RATom bylo provedeno pomoci restrikéniho enzymu Spel. Po elektroforetické
separaci a excizi daného fragmentu z gelu (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up, Macherey-
Nagel, katalogové ¢islo 740609.50) byl konstrukt re-cirkularizovan pomoci T4 DNA ligazy
(New England BioLabs®), na 10 ul reakci bylo potfeba 400 U T4 DNA ligazy, 50 ng
plazmidu a 50 ng inzertu. Ligace byla provadéna pti 4°C pies noc. Poté byla provedena
transformace do kompetentnich bunék (buriky DHS5a, kmen E. Coli) pomoci teplotniho Soku.
Liga¢ni smés (10 pl) byla ptidana k 50 pl kompetentnich bun¢k (kmen DH5a) a inkubovana
na ledu po dobu 30 minut. Teplotni Sok byl proveden zahiatim na 42°C po
dobu 30 s a opétovnym premisténim na led, na 2 minuty. Po pfidani 250 ul predehiatého
SOC média a inkubace v 37°C za konstantniho tfepani (225 otadcek/min) po dobu 1 hodiny
byla transformac¢ni smés aplikovana na kultivaéni Petriho misku s LB/Amp/X-gal/IPTG
a ponechana inkubovat pies noc ve 37°C. Identifikace pozitivnich kolonii byla provedena
pomoci PCR s primery pro ankyrinovou doménu (primer 1667F, sekvence 5-ATGGGAC-
CACGCCGTTGATATT-3" a primer N6352R, sckvence 5-GGCAGACGGTCCATGT-
GGTC-3") a pro fluorescenéni protein Tomato (primer Ratom2785, sekvence 5'-AGGA-
CAACAACATGGCCGTCA-3" a primer Ratom3027R , sekvence 5'-GGGGAAGGA-
CAGCTTCTTGTAA-3"). Reak¢ni smés byla slozena z 10xDreamTaq Buffer, 10 mM
dNTP, 0,4 uM primerta, 8 U DreamTaq a doplnéna vodou, reakéni profil byl 95°C, 3 min —
(95°C, 30 s — 63°C, 30 s — 72°C, 3 min)zox, 72°C, 7 min.

Pro izolaci plazmidové DNA byl vyuZzit komeréni kit PureLink® HiPure Plasmid
Miniprep Kit (Invitrogen, katalogové ¢islo K2100-03), postupovalo se dle navodu doporuce-
ného vyrobcem. Spravnost konstruktu byla ovétfena restrikénim §tépénim pomoci enzymi

EcoR1, Xhol a Pacl (New England BioLabs®).
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tdTomato

Xhol Pacl Pacl EcoR1

tdTomato

Obr. 5: A. Konstrukt RATom B. Konstrukt bez ankyrinové domény.

3.3 Injikacni smési

K injikaci obalece jable¢ného bylo vyuzito nékolika rtznych injikacnich smési jak
s konstruktem Tom (Tab. 1), tak s konstruktem RATom (Tab. 2), konstrukty byly injikovany
spole¢né s helperem pHspBac, ktery nese gen pro transposazu umoznujici inzerci vektoru

piggyBac do genomu.

Tab. 1: Slozeni injika¢nich smé&si s konstruktem Tom.

Injikaéni sm&s  Vektor (ug/ul)  Helper (ng/ul) Na3PO4 (mM) KCI (mM)

smes 1 11 0,5 0,1 5
smés 2 1,65 0,5 0,1 5
smes 3 2,2 0,5 0,1 5
smés 4 10 6 0,1 5

Tab. 2: Slozeni injika¢nich smé&si s konstruktem RATom.

Injikaéni sm&s  Vektor (ug/ul)  Helper (ng/ul)  NazPO4(mM) KCI (mM)

smés 5 10 0,7 0,1 5
smeés 6 1 0,5 0,1 5
smés 7 10 5 0,1 5
smés 8 0,5 0,25 0,1 5
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3.4 Injikace obalece jable¢ného

Cerstvé vylihli jedinci obale¢e jable¢ného byli nechani se spafit v plastové krabicce,
ktera byla umisténa v inkubatoru s 25°C, se svételnou periodou 8 hodin svétlo a 16 hodin
tma, kdy v 6 hodin rano se svétlo vypinalo. 1-2 hodiny po setméni byla vybirana vajicka
a injikace probihala neprodlené¢ poté. Kinjikaci byly pouzity bud komercni jehly
(Eppendorf, katalogové ¢islo 930000043) nebo mnou vytazené ze sklenénych kapilar. Pro
vytahovani jehel byl vyuzit pfistroj Narishige PC-10 Puller a vytahovani probihalo pfi
teploté cca 60°C s pouzitim vSech zavazi. Injika¢ni roztok byl do jehel natahovan pomoci
Spi¢ek Eppendorf, katalogové ¢islo 930001007. K injikaci byl pouzit mikroskop Olympus
SZX12 a mikroinjikator Eppendorf FemtoJet express. Po injikaci byla vaji¢ka ptrenesena na
médium a nechéna v insektariu pti 25°C. V ramci jednotlivych pokust bylo primérné inji-
kovano 25-150 vajic¢ek, pticemz bylo provedeno 35 pokusi s konstruktem Tom a 17 pokust
s kontruktem RATom.

3.5 Gene switch GAL4-UAS systém

GAL4-UAS je expresni systém, ktery je hojn€ vyuzivan K cilené expresi transgenu, a to
nejen u drozofily. Systém je tvofen ze dvou ¢asti — z genu GAL4 a sekvence UAS (Upstream
activation sequence). Gen GAL4 kéduje kvasinkovy transkripéné aktivatorovy protein
GALA4, ktery se specificky navaze k enhancerové sekvenci UAS a tim aktivuje transkripci
genu leziciho pravé za UAS (Duffy 2002) (Obr. 6). Exprese GAL4 je kontrolovana vhodné

zvolenym promotorem. Taktéz pted cilovym genem je potieba promotor, napiiklad TATA

box (Tsai et al. 1998).
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Cilova sekvence

Cilovy gen je umlCen v
disledku absence GAL4

GAL4 umozni expresi UAS-cilového genu
Obr. 6: Znazornéni systému GAL4-UAS (Elliott and Brand 2008).

GALA4-UAS, ktery je velice flexibilnim systémem a vyuzivanym po celém svété, ma
mnoho forem. K lepsi ovladatelnosti GAL4-UAS systému byla, mimo jiné, vyuzita kontrola
pomoci ligandu, nasedajiciho na specificky receptor, kterou vyuziva GeneSwitch GAL4-
UAS systém (Osterwalder et al. 2001), a ktery jsem vyuzila ke svym experimentim.
Zakladni princip je stejny jako u zdkladni formy GAL4-UAS systému, tzn. v jedné
transgenni linii much je zabudovany GAL4 s promotorem, v druhé linii je UAS s danym
cilovym genem. U této modifikace ovSem gen GAL4 nese navic také progesteronovy
receptor. Bez ptidani daného ligandu nedochazi k aktivaci GAL4 a tedy ani K transkripéni
aktivité¢ (Obr. 7) (Elliott & Brand 2008). Jako ligand nasedajici na receptor se vyuziva
hormon mifepriston, znamy také jako RU486 (Tsai et al. 1998; Emelyanov & Parinov 2008;
Osterwalder et al. 2001; Elliott & Brand 2008; Roman et al. 2001). Mifepriston je synteticky
steroidni hormon, ktery je antagonistou progesteronu. K progesteronovému receptoru ma
dokonce pétkrat vyssi afinitu neZ progesteron. Mimo jiné je Vv lékafstvi vyuzivan jako
»potratova pilulka®, protoze kvili chybé&jici aktivité progesteronu v tchotenstvi zplisobuje
smrt a odlouceni embrya (Dobakova 2013).
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Obr. 7: Znazornéni systému GAL4-UAS zavislého na piidani ligandu (v tomto pfipadé hormonu

mifepriston) (Elliott & Brand 2008).

3.6 Priprava transgennich linii drozofily

Konstrukt Ratom byl integrovan do vektoru pUAST nesouci sekvenci UAS. Cely tento
konstrukt byl do drozofily injikovan firmou Rainbow Transgenic, Inc. (USA), pficemz pro
injikace byla pouzita linie yw. Transformanty jsem selektovala na zakladé exprese reportéro-

vého genu w. Celkem bylo ziskano 7 linii transgennich much.

Transgenni linie RATom byly kiizeny s liniemi nesoucimi gen GAL4, ktery je nutny pro

aktivaci UAS. Schéma kiizeni je uvedeno na Obr. 8.

w; UAS-RATom « YW Act-Gal4:PR
UAS-RATom T™M6, Th
F1: Yw; UAS-RATom
' ’ Act-Gal4:PR
YW UAS-RATom
M6, Th

Obr. 8: Schéma ktiZeni linie nesouci konstrukt RATom s linii nesouci gen GAL4 s progesteronovym
receptorem. Kiizenim vznikaji jedinci, ktefi nesou jak RATom, tak GAL4, a ktefi jsou rozpoznatelni jako Th™.
Po ptidani ur¢ité koncentrace hormonu do média dochazi u téchto jedinci kexpresi RATom, a tim
k nasledné letalité. Dale vznikaji jedinci s konstruktem RATom a s balancerovym chromosomem TM6

nesoucim marker Th. Pfidani hormonu u téchto jedincii by na jejich Zivotaschopnost nemélo mit vliv.
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3.7 Indukce GAL4-UAS

Jako spoustéc systému GAL4-UAS byl vyuzit mifepriston (Sigma-Aldrich, katalogové
Cislo 84371). Jako zasobni roztok byla pouzita koncentrace 10 pg/ul (10 mg RU468 v 1 ml
96% etanolu). Ze zasobniho roztoku byly fedénim v etanolu pfipraveny testované koncen-
trace v rozpéti od 10™" ng/ul po 200 ng/pl. Na pipravené médium ve vialce bylo rozlito 100
ul mifepristonu o testované koncentraci a ponechéno pies noc v lednici, aby se dostate¢né
vsakl do potravy. Obvykle bylo kifizeno 2-5 virginelnich samic s 4-10 samecky. Pti pokusech
v rozdilnych teplotach byly kiizeny stejné linie ve stejném Case, aby se pripadné rozdily

mohly porovnat. Kontrolni kiizeni probihala na stejném médiu bez piidani hormonu.

V piipadé pokusu s larvami bylo 100 ul RU468 naneseno na Petriho misku s agarem
(500 ml jable¢ného dzusu se 7,5 g agaru), rozetfeno pomoci o¢kovaci hokejky a opét pone-

chano Vv lednici vyschnout.

3.8 Priprava preparati pro metodu FISH

Z larvy drozofily byly ve fyziologickém roztoku vypitvany slinné zlazy, které byly na
45 s preneseny do 45% kyseliny octové. Poté byly zlazy dany na podlozni sklicko do kapky
roztoku kyseliny mlécné, vody a kyseliny octové v poméru 1:2:3 na 5 minut. Nasledn¢ byla

tkan prikryta krycim sklickem a byla provedena roztlakova metoda.

3.9 Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

K mému pokusu byla vyuzita smés dvou fluorescenéné zna¢enych sond nasedajicich na
specificky usek genu w, ktery je pfitomen v konstruktu pUAST jako reportérovy gen. Sonda
w! byla ziskana pomoci PCR s primery w6248F, sekvence 5'-CGAGCTTCACTCAAC-
CAACA-3" a w8748R, sekvence 5'-GAAGGAGGCGCAATTATTCA-3’, sonda w? s pri-
mery w1056, sekvence 5-TTGGAAAACTCGGATCTTGG-3" a wl3065, sekvence 5°-AC-
GGAACCATGAGAGGTACG-3". Teplota nasedani primertu byla 61 °C a doba extenze
1,5 minut. Po elektroforetické separaci byly fragmenty piedistény kitem QIlAquick Gel
extraction kit (Qiagen, katalogové ¢islo 28704) a zaklonovany do vektoru pGEM. Pro ligaci
v 10 pl reakci bylo pouzito 400U T4 DNA ligazy (NEB), 50 ng pGEM a 40 ng sondy.
Ptipravené konstrukty byly znaceny biotinem pomoci Biotin-Nick Translation Mix (Roche,
katalogové Cislo 11745824910) dle navodu dodaného vyrobcem. Pti hybridizaci na jeden
vzorek piipadala smés 1 pl (tj. 20 ng) proby w', 1 pl proby w? (tj. 20ng) a 10 ug DNA
lososich spermii (Sigma, katalogové cislo 9007-49-2). Tato smés DNA Dbyla nejprve

precipitovana a smichana s 10 pl hybridiza¢niho roztoku 50 % deionizovaného formamidu
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(Sigma, katalogové ¢islo F9037), 10% dextranu sulfatu (Sigma, katalogové cislo D8906),
2xSSC, 1% Tween 20 (Sigma, katalogové Cislo P1379). Smés byla 5 minut denaturovana pii
95°C a ihned poté pienesena na led. Preparaty byly ochlazeny tekutym dusikem a pomoci
ziletky bylo odstranéno kryci sklicko. Poté byly odvodnény vzestupnou alkoholovou fadou
(postupné 30 s v 70%, 80% a 96% etanolu). Preparaty byly vlozeny do Coplinovy nadoby
s 2xSSCT predehiaté na 37°C na 20 min. Poté byly preparaty denaturovany v 70%
formamidu/2xSSCT zahiatého na 75°C po dobu 10 minut. Po vyjmuti sklicek z lazné byly
preparaty zbaveny piebyteCného roztoku lehkym osuSenim hran a bylo aplikovano 10 pl
sondy v hybridizaénim mixu. Preparaty byly pfikryty krycim sklickem a inkubovany ptes
noc pi1 37°C.

Druhéd den byla odstranéna kryci sklicka a preparaty promyty v predehiatém (45°C)
50% formamidu/2xSSCT po 4 x 5 minut. Dale pokracovalo promyvani v 2xSSCT v 37°C
po 4 x 2 minuty a jako posledni ¢ast promyvaci pufr v 4xSSCT pii1 pokojové teploté po
5 minut. Poté byla reakce blokovana ptidanim 250-500 ul 2,5% BSA pii pokojové teploté po
10 minut. Sklicka byla lehce osusena a bylo pfidano 100 ul roztoku streptavidinu-Cy (1 pl
streptavidinu-Cy s 1 ml 2,5% BSA) (Vector laboratories, katalogové ¢islo SA5000), prepa-
raty byly ptikryty krycimi sklicky a inkubace probihala 30-60 minut pii pokojové teploté. Po
odstranéni kryciho sklicka byly preparaty promyvany v 4xSSCT po 3x5 minut. Nasledné
bylo opét ptidano 250-500 pl 2,5% BSA a po piikryti sklicky nechano 10 minut pii poko-
jové teploté ve tmé. Po odstranéni piebyte¢ného BSA bylo pfidano 50 ul roztoku biotinylo-
vaného anti-streptavidinu (10 pl biotinylovaného anti-streptavidinu s 250 ul 2,5% BSA)
(Vector laboratories, katalogové ¢islo BA-0500 ) a inkubovano, opét s krycimi sklicky, po
dobu 30-60 minut v 37°C ve tmé. Nasledn¢ prob¢hlo opét promyti v 4<xSSCT po 3x5 minut
pti pokojové teploté. Sklicka byly opét blokovany 250-500 pl 2,5% BSA po 10 min a poté
inkubovany 100 pl streptavidinu-Cy, pfikryté krycimi sklicky po 30-60 minut. Finalni
promyvani je v 4xSSCT po 3x5 minut. Poslednim krokem bylo obarveni chromozomi po-
moci DAPI (1 pl DAPI a 60 pl Dabco), kdy bylo na sklicko napipetovano 10-15 pl smési,

ptikryto krycim sklickem a zafixovano lakem na nehty.
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4  Vysledky

4.1 Optimalizace injikace obalece jable¢ného

Dosazenim prvniho cile bylo vytvofeni konstruktu Tom. Vyuzitim tohoto konstruktu
bylo provedeno celkem 35 injikacnich experimentl a paraleln¢ také 17 injikacnich experi-
mentl s konstruktem RATom, pticemz v ramci kazdého experimentu bylo injikovano cca 25-
150 vajicek. Z prvnich 21 experimentt, kdy byly vyuzity smési 1, 2, 3 a 8 a byla injikovana
i nékolik hodin stara vajicka, se nevylihlo zadné potomstvo (Tab. 3). Proto byly pozménény
podminky injikace. Byla upravena koncentrace injikované DNA, injikace probihala do vaji-
¢ek starych hodinu, maximalné dvé od jejich nakladeni. Rovnéz byly vyuzivany komeréné
dostupné jehly. Z téchto injikaci bylo pozorovdno nejméné 16 larev a vylihnuti 8 dospélych
jedincti. Dospéli jedinci, ktefi byli dale kiizeni s divokymi jedinci, byli schopni reprodukce
a mé¢li prokazatelné zivotaschopné potomstvo (Obr. 10). Potomstvo bylo ve stadiu vajicka ¢i
embryonalniho vyvoje vyhodnocovano pomoci fluorescenéniho mikroskopu na expresi pro-
teinu Tomato. Ani u jednoho z potomkti exprese zaznamenana nebyla. Nicméné je dulezité
také zminit, Ze na expresi Tomato nebyli vyhodnoceni v8ichni ziskani jedinci, a to vzhledem
ktomu, Ze v dobé nejintenzivnéj$ich injikacnich experimenti byly naSe chovy obale¢u
napadeny rozto¢i, cely pokus musel byt zastaven a veskeré potomstvo injikovanych jedinct

zlikvidovano.

Po obnoveni chovu doslo k dalsim 5 injikacim, ze kterych se vylihli prozatim tii dospéli
jedinci, ktefi byli opét kiizeni s divokymi dospélci. Po nakladeni byla na pfitomnost
fluorescence sledovana vajicka tésné pred jejich vylihnutim, popt. larvy I. instaru té€sné¢ po
vylihnuti. U jednoho vajicka byla pozorovana fluorescence (Obr. 11), coz mize znamenat,

ze intergrace konstruktu byla uspésna. Jeho vyvoj bude dale pozorovan.

Tab. 3: Vysledky z injikaci obalece jable¢ného.

Pocet injikovanych  Pocet vylihlych jedinct

Injikacni sm&s  Vektor (ug/ul)  Helper (ng/ul) vajicek (larev)
smés 1 1,1 0,5
smés 2 1,65 0,5 ]’ 1575 0 (0)
smés 3 2,2 0,5
smés 4 10 6 1487 12 (35)
smés 5 10 0,7 1225 5(11)
smés 6 1 0,5 15 0(1)
smés 7 10 5 5 0 (0)
smés 8 0,5 0,25 520 0 (0)
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Obr. 9: Injikace vaji¢ek obalece jable¢ného.

Obr. 10: Vyvijejici se larvy potomkd motyld, ktefi byli injikovani injika¢ni smési 4 a nasledné zkiizeni
s divokymi motyli. Pozorované potomstvo bylo Zivotaschopné, na obrazku je zachyceno lihnuti larev 1. instaru

Z vajicek.
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Obr. 11: Srovnani fluorescence u potomki injikovanych motylt. Jedinci byli injikovani stejnou smési, a

to smési 4.




U injikovanych vajicek byla sledovana také transientni exprese konstruktu. Ackoliv
transientni exprese byla kontrolovand a potvrzovana po jednotlivych injikacich v pribéhu
celého projektu, vyhodnoceni pfesné intenzity exprese S pouzitim programu Adobe
Photoshop CS5 bylo provedeno v ramci pouze jednoho pokusu, kdy bylo nainjikovano 21
vaji¢ek raznymi koncentracemi (Obr. 12). K tomuto pokusu byly pouzity smési 4, 5, 6 a 7
a jako kontrola byly pouzity neinjikovand vajicka. Transientni exprese byla prokéazana
celkem u 90 % injikovanych vajicek a obecné intenzita exprese stoupala se stafim vajicek
(Obr. 14). Rovnéz byly patrné rozdily v expresi mezi vajicky injikovanymi rtuznymi
injika¢nimi smésmi, kdy k nejvétsi expresi dochazelo po injikaci vektoru RATom s dvémi

nejvyssimi koncentracemi.

Obr. 12: Srovnani transientni exprese u neinjikovanych (A, B) a injikovanych vaji¢ek (C-F).
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Obr. 13: Vyhodnoceni transientni exprese v prubéhu vyvoje vajicka. Vajicka byla injikovana rliznymi
koncentracemi injikagnich smési (viz. Tab. 2), prvni vyhodnoceni exprese prob&hlo ihned po injikaci
a nasledné po 24 hodinach atd.

Rovnéz bylo pozorovano, ze doba vyvoje injikovanych vajicek je vyrazné prodlouzena
oproti vyvoji divokych linii. U neinjikovanych jedincii trva cely vyvoj, tj. od oplozeni
vajicka po vylihnuti dospé€lce 6 tydnt. U injikovanych vajicek se larvy lihnou za 2-4 tydny,
v nékterych ptipadech se larvy objevi i po déle nez 4 tydnech. Cely vyvoj neni ukoncen

diive nez po 7 tydnech.

4.2 Priprava transgennich kmenit drozofily a mapovani pozice transgeni
Injikace konstruktu RATom-pUAST do kmene yw byla provedena firmou Rainbow
Transgenic. Jedince vylihlé z injikovanych vajicek jsem kiizila s kmenem yw a postupnym
kiizenim jsem diky expresi reportérového genu w ziskala homozygotni linie. Celkem bylo
ziskano sedm linii. Mezi jednotlivymi liniemi byly patrné rozdily v intenzité zbarveni o¢niho
pigmentu, naznacujici vliv pozicniho efektu. Pozice transgenii byla nejprve mapovana po-
moci kiizeni, pozdé€ji byla poloha transgenti ur¢ena metodou FISH. U linii 1, 3 a 14 se
transgen vyskytoval na 2L chromozomu, u linii 12, 15 a 16 na 3L chromozomu. BohuZel
pfesnou polohu transgenu se mi uréit nepodatilo. Udaje o intenzité o¢niho zbarveni a pozici

transgenti U jednotlivych linii jsou uvedeny v tab. 2.
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4.3 Optimalizace teplotniho ptisobeni pro nastoleni letality u drozofily

Systém Gal4-UAS byl vyuzit k selektivni indukci exprese konstruktu RATom. Nejprve
byla testovana indukce aktinovym promotorem kfizenim s linii yw; Act-GAL4/TM®6,Tb, ktera
nese marker Tb viditelny ve formé kratkych kukel. Ktizenim doslo k letalité vsech jedinct
0 genotypu yw; Act-GAL4/RATom-UAS. Proto jsem pristoupila ke kiizeni testovanych linii
s kmenem yw; GAL4:PR/TM6,Th, coz umoznilo postupnym zvySovanim/snizovanim kon-
centrace mifepristonu v médiu zesilovat/tlumit expresi testovaného konstruktu. U transgen-
nich linii 1, 3 a 14 byla jako hrani¢ni koncentrace, pod kterou uz hormon neovliviiuje expresi
GAL4, zjisténa koncentrace < 10 ng/ul. Tato hodnota byla hrani¢ni jak pti pokusech v 25°C,
tak i v 18°C.

Po ktizeni yw; Act-GAL4/TM6,Tb s liniemi 12, 15 a 16 se po podani jakychkoliv kon-
centraci mifepristonu, a to i téch nulovych, objevuji pouze jedinci Tb, tedy veskeré potom-
stvo nesouci RATom v kombinaci s GAL4:PR je letalni. To mize byt zplsobeno tim, ze
GAL4 ma bazalni expresi i bez podani hormonu, ktera u téchto linii staci na aktivaci UAS,
atim dochazi ke stalé letalité¢ jedinct s konstruktem RATom. Zajimavosti bylo, ze samci
zlinie 16 se vzadném zprovedenych pokusi nepafily se samickami genotypu Yyw;
GAL4:PR/TM6, Tb nebo alespont u uvedeného kiizeni nikdy nevzniklo zadné potomstvo.
Veskeré pokusy s riznymi koncentracemi hormonu mifepriston jsou zaznamenany v tab. 4-
6.

Pro zjisténi, zda sniZena teplota mize indukovat zvySenou letalitu, byly provedeny po-
kusy pti 18°C a 4°C. Testovani s pfidavkem hormonu bylo Vv téchto teplotach provedeno
u linii, u nichz byla nalezena hrani¢ni koncentrace ptisobeni hormonu. Z vysledku je ziejmé,
ze rozdily mezi pokusy provedenymi ve 25°C a pokusy pii snizené teploté nejsou nijak
markantni (Tab. 5, 6). U linii 12, 15 a 16 bylo testovano, zda u nich letalitu nemtize vyvolat
i samotné sniZeni teploty, a to i bez hormonalni indukce. Linie byly tedy umistény do 18°C,

nicméné letalita pozorovana nebyla.
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podani riznych koncentraci mifepristonu pii 25°C.

Tab. 4: Potomstvo (Th nebo Th*) vzniklé kiiZenim jednotlivych linii s linii nesouci gen GAL4 pfi

Koncentrace mifepristonu (ng/ul)

Linie 1 3 14 12 15 16 Sb>//)I,'VI</I6 yw; 11-5
Pozice 2. chr 2. chr 2. chr 3. chr 3. chr 3. chr
Barvaoka  Cervena cervena cervena Oranzova  Oranzova cervena Cervena cervend
100 Tb
50 Tb Tb
20 Th Th Th Th Tb Tb Tb Tb
15 Th Tb Tb
13 Tb Tb
12 Tb Tb Tb
10 Th Th Th Th Tb Tb Tb Tb
0,95 Tb, Tb* Tb, Tb* Tb, Tb*
0,90 Tb, Tb* Tb, Tb* Tb, Tb*
0,85 Tb, Tb* Tb, Tb*
0,80 Tb, Tb* Tb, Tb* Tb, Tb*
0,75 Tb, Tb* Tb, Tb* Tb, Tb*
0,70 Tb, Tb* Tb, Tb*
0,65 Tb, Tb* Tb, Tb*
0,60 Tb, Tb* Tb, Tb*
0,55 Tb, Th* Tb, Th*
0,50 Tb, Th* Tb, Th* Tb, Th*
0,45 Tb, Th* Tb, Th*
0,40 Tb, Th* Tb, Th*
0,25 Tb, Th* Tb, Th* Tb, Th*
0,01 Tb, Th* Tb, Th* Tb, Th* Th Th Th
0,02 Tb, Th* Th Th Th
10° Th Th Th
20° Th Th Th
10° Tb, Tb*  Tb,Tb*  Tb, Tb" Th Th Th
o0t Tb, Tb*  Tb, Tb* Th Th Th
10 Tb, Tb*  Tb, Tb* Th Th Th
10" Tb, Th*
0 Th, Th* Th, Th* Tb, Th* Th Tb, Th* Tb, Th*
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Tab. 5. Potomstvo (Th nebo Th*) vzniklé kiiZenim jednotlivych linii s linii nesouci gen GAL4 pri

podani riznych koncentraci mifepristonu pii 18°C.

Koncentrace mifepristonu (ng/pl)

linie 1 3 14
barva oka Cervend Cervend Cervena
50 Th Th Th
20 Th Th Th
15 Th Th Th
10 Th Th Th
0,95 Tb, Tb* Tb, Tb*
0,90 Tb, Th* Tb, Tb*
0,85 Tb, Th* Tb, Tb*
0,80 Tb, Th* Tb, Tb*
0,75 Tb, Th* Tb, Th* Tb, Tb*
0,50 Tb, Th* Tb, Th* Tb, Tb*
0,25 Tb, Th* Tb, Th* Tb, Tb*
0,01 Tb, Th* Tb, Tb*
0 Tb, Th* Tb, Th* Th, Tb*

Tab. 6: Potomstvo (Th nebo Th") vzniklé kiizenim jednotlivych linii s linii nesouci gen GAL4 pfi

podani riznych koncentraci mifepristonu.

Linie 1 14
24 hod 20 hod

~ _ Teplota (4°C) (4°C)  1hod(4°C)  25°C |3 hod (4°C) 1hod (4°C) 1 hod (4°C)
?jj 10 Tb b b b
5 0,90 Tb, Tb*  Th,Tb*  Tb, Tb"
;% 0,80 Tb, Tb* Tb, Tb* Tb, Th*
:5: 0,75 Tb, Tb*  Tb,Tb*  Tb,To*  Th Tb*
g 0,70 Tb, Tb*  Th,Tb*  Tb, Tb"
§ 0,60 Tb,Tb*  Tb,Tb*  Tb, Tb*

0,50 Tb, Th* Tb, Th*

0 Tb,Tb*  Tb,Tb*  Th,To*  Tb,Tb* | Tb,Tb*  Th,To*  Th Tb*

Bylo také provedeno kontrolni kiizeni yw; GAL4:PR/TM6, Th s yw:Sb/TM6 a yw;11-5.

Vysledkem téchto kiizeni byla letalita jedincti Th" po ptidani hormonu. Bez piidéni hor-

monu vznikalo sice oéekavané potomstvo s jedinci Tb* i T, ale neogekavana letalita jedinct

Tb* vsak bohuZel naznatuje pravdépodobnou nefunkénost testovaciho systému.

Pro zjisténi, ve kterém stadiu dochazi k letdlnim uc¢inkim, byly vajicka a larvy I., Il

a Ill. instaru polozeny na agar s hormonem o koncentraci 15 ng/ul. Ze vsech provedenych
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pokusi, tj. celkové 15 pokust, ptezili pouze jedinci Th. V kontrolnim pokusu bez piidani
hormonu se vylihli jedinci jak Tb, tak i Th™. Z tohoto vysledku vyplyvé, Ze hormon ma vliv
na jakékoliv stddium vyvoje. Dale bylo zjistovéano, zda ma hormon vliv jes§té¢ na stadium
kukly, kdy Tb* s genotypem yw; Act-GAL4/RATom-UAS byly dany na hormon (15 ng/pl).
Letalita nebyla pozorovana, z cehoz vyplyva, ze stadium kukly neni na ptitomnost hormonu

citlivé.
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5 Diskuze
Mymi cili bylo optimalizovat injikaci C. pomonella pomoci konstruktu 3xP3-Tom
a pomoci systému GAL4-UAS determinovat podminky teplotniho piisobeni pro nastoleni

letality u drozofily.

5.1 Injikace C. pomonella

Potieba védeckého vyzkumu obalece jable¢ného je dana piedevsim zavaznosti pisobeni
toho skudce, tj. nemalymi skodami vzniklymi jeho plisobenim na ovocnych stromech po
celém svéte (Kot 2010; Mani et al. 1997; Nikolic & Selamovska 2007; Nguyen et al. 2013;
Fukova et al. 2009). Ideovou soucasti tohoto vyzkumu je i tato bakalafska prace, ktera je
zaméfena na vyvoj separace pohlavi u obalece s vyuzitim genu Notch. M4 bakalaiska prace
navazala na ptredchazejici vyzkum v nasi laboratofi, kdy byl Notch u obalece osekvenovan
a byl ptipraven konstrukt RATom, obsahujici ¢ast genu Notch a fluorescen¢ni marker Tomato
(Kuata 2011). Pro optimalizaci injikace jsem vytvofila konstrukt Tom, se kterym probihaly
injikace a paralelné probihaly také injikace s konstruktem RATom. Pro prvni injikace byly
pouzity koncentrace DNA pouzité pii uspéSnych transformacich provedenych Fergusson et
al. (2011). Vzhledem ktomu, ze z injikovanych vajicek opakované nevznikalo zadné
potomstvo ¢i potomstvo nevykazovalo zadnou transformaci, byla postupné koncentrace
injikované DNA pozménovana a byly také pouzity koncentrace dle publikaci, kde byly
injikace provadény do vaji¢ek bource (Shamila & Mathavan 1997; Handler et al. 1998). Dale
se pro injikaci zacaly vyuzivat komeréné vyrabéné jehlicky. AvSak rozdil mezi komerénimi
a vytazenymi jehlickami, co se tyCe uspéSnosti injikace, se nejevil nijak markantni.
S komerénimi jehlami se navic o néco hife manipulovalo, jehly jsou velice nachylné na
odrazeni 1 o samotné vajicko a Casto jsou tak uzké, Ze se velice snadno zanesly piipadnymi
necistotami. Casto se stavalo, Ze byly tak tenké, e nedokazaly ani vaji¢ko probodnout. Na
druhou stranu jehly ptipravené v laboratofi nebyly vZzdy dokonale vytazené, ale nebyla nutné
snimi zachazet tak citlivé. Po Upravé koncentraci a zméné injikace se z nasledujicich
experimentt vylihli jedinci, ktefi byli dale kiiZzeni s divokym kmenem. U jejich potomstva
byl pozorovan jeden jedinec, u kterého byla zaznamenana fluorescence. Lze tedy
predpokladat, ze je transgenni a nese konstrukt Tom a jeho dal§i vyvoj bude sledovan.
Nicméng¢ je to jeden jedinec z n¢kolika tisict injikaci. Netspé&Snost transformace mize to byt
zpusobena nevyhovujici koncentraci vektoru, nebo také nekompatibilitou vektoru

s helperem. Existuji také studie, které se zabyvaji zvySenim efektivity integrace vektoru
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pomoci chimérického transpozonu piggyBac (Wang et al. 2010), vyuzivajici systém GAL4-
UAS ke specifickému zabudovani vektoru do genomu. Netspésnost injikace Ize mozna také
pfi¢ist na vrub malému poctu vajicek, které jsem meéla k injikacim k dispozici. U bource
morusového byly pozorovany rozdily v Gspésnosti injikace také v zavislosti na misté, kde
bylo vajicko injikovano (Thomas et al. 2002). Dale naSe vajicka nebyla pfed injikaci
desinfikovana ani nebyl vpich do vajicka oSetfen specialnim lepidlem (Thomas et al. 2002),
coz mize mit samoziejmé vliv na ptirozeny vyvoj jedince, ktery mtize byt oslaben ptipadnou

ztratou vaje¢né hmoty.

Pii injikaci B. mori konstruktem 3xP3-EGFP v piggyBac byla u potomstva
injikovanych jedinct pozorovana EGFP fluorescence uz sedmy den embryonalniho vyvoje
(Ma et al. 2013). U mnou provedenych injikaci nebyla zaznamenana zadna fluorescence
markeru Tomato u potomku injikovanych jedincti. Byla pouze potvrzena transientni exprese
u injikovanych vajicek, stejné jako u injikace obaleCe konstruktem 3xP3-EGFP, kde byla
pozorovana u jedné koncentrace exprese u 63 % injikovanych vajicek (Ferguson et al.
2011).

Pti injikaci vajicek obaleCe dochazelo k mnoha problémim. Pti pfenosu do jiné fotope-
riody se motyli par dni vliibec nepétili, pravdépodobné kviili Soku vzniklého zménou svétla
atmy a muselo dojit k jejich aklimatizaci; podobné pozorovani bylo zaznamenano
i v publikované studii (Ferguson et al. 2011). Motyli se pravdépodobné i pies stale stejné
podminky v insektariu fidi svymi biorytmy, které do urc¢ité miry kopiruji podminky panujici
zrovna ve volné pfirodé. V neménném prostiedi insektaria kladou v zimnim obdobi mnohem
mén¢ vajicek nez v letnim obdobi. Nase prvni injikace probihaly na podzim a v zim¢,
naproti tomu dal$i série injikaci, ktera probihala na jaie a v I1été, méla, co se tyc¢e vylihlych
jedinct, kladné vysledky. Je diskutabilni, jestli pozorované sezonni vlivy mohou také
pusobit na zdarnost injikace. Samoziejmé také zalezelo na stafi kladoucich jedinct, nebylo
mozné kazdy den pracovat s novymi dospélymi jedinci a také jsem musela pocitat s tim, Ze
vSechna nakladend vajicka nebyla oplodnéna. Vyznamnou piekazkou pro tento projekt byli
rozto€i, ktefi v podstaté zastavily pokus probihajici v Iété, protoze bylo tfeba zlikvidovat

veskeré napadené jedince a obnovit cely chov, coz bylo zalezitosti na né¢kolik tydna.

5.2 Optimalizace teplotniho ptsobeni pro nastoleni letality u drozofily
U drozofily byl pro uplatnéni genu Notch vyuzit systém GAL4-UAS (Duffy 2002) a pro

indukcei systému byl vyuZzit hormon mifepriston. Mifepriston funguje tak, ze zapliiuje misto
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uréené pro progesteron. V mém piipadé byl pouzit jako spousté¢ systému GAL4-UAS, kdy
nasedal na progesteronovy receptor na genu GAL4 (Tsai et al. 1998; Osterwalder et al. 2001;
Roman et al. 2001; Nicholson et al. 2008). Po aktivaci systému doslo k expresi z konstruktu
RATom, kterd zptisobila letalitu danych jedinc. Mym ukolem bylo zjistit, jaka je hrani¢ni
koncentrace podavaného mifepristonu. Experimenty probihaly tak, ze kfizené linie drozofil
yw; Act-GAL4/TM6,TDb s liniemi yw; UAS-RATom/UAS-RATom byly dany na médium, které
obsahovalo 100 ul RU486 v rizné koncentraci. Hormon se do téla drozofily dostane dvéma
zpusoby, bud’ v potravé nebo pomoci tzv. ,larvalni lazné“ (Osterwalder et al. 2001;
Nicholson et al. 2008). Z experimentu je tedy nutné vynechat embryonalni stadium
a stadium kukly, kdy se potrava nepfijima (Elliott & Brand 2008), coz bylo i potvrzeno
pokusem, kdy jsem dala kukly s genotypem yw; Act-GAL4/RATom-UAS do vysoké
koncentrace mifepristonu a doslo k vylihnuti vSech testovanych jedinct. Pfi zjiStovani
stadia, ve kterém dochazi k letalité, doslo ke stejnému vysledku, a to ze k letalit¢ dochazi
Vv jakémkoli larvalnim stadiu. Mifepriston neni pro larvy nebo dospélce toxicky, respektive
pti pokusech s drozofilami nebyly zjistény horni meze davek. Dospélei bez jakychkoliv
znamek tolerovali davky o 214 pg/ml, nicméné vyssi koncentrace mifepristonu (100pg/ml)
u samic snizuji zivotaschopnost embryi az o 50%, je tedy pravdépodobné, ze embrya jsou
k RU486 citlivéjsi (Tsai et al. 1998). RU486 ptechazi z matky do embrya, pravdépodobné
pfes bunécnou sténu (Osterwalder et al. 2001). V mém pokusu bylo pracovano nejvyse
s koncentraci 100ug/ml, kterou bylo testovano kontrolni kiizeni a nebylo pozorovéano
viditeln¢ méné potomstva. U tii linii drozofil byla nalezena hrani¢ni koncentrace ptisobeni
mifepristonu, a to 10 ng/ul. Pod touto hodnotou se vzdy objevovaly jak kukly Th, tak kukly
Tb*, a to ve viech pokusech, tzn. ve 25°C, v 18°C i ve 4°C. Naproti tomu u dalich tfech
linii (12, 15 a 16) dochazelo k aktivaci GAL4-UAS systém stale, i bez piidani hormonu. To
by mohlo byt zptisobeno bazalni expresi GAL4, ke které dochazi i bez mifepristonu, a ktera
u té€chto linii sta¢i na expresi v konstruktu RATom. Dtuvodem pozorovaného rozdilu mezi
liniemi 12,15 a 16 od ostatnich linii muze byt pozice transgenu v jejich genomu; u linii 12,
15 a 16 transgen lezi na 3L chromozomu, kdezto u linie 1,3 a 14 lezi na 2L chromosomu.
Ptesnou polohu transgenu se mi ovSem nepodatilo zjistit z divodu nepftili§ kvalitnich
preparatii. Pozicni efekt mize byt zpisoben integraci do mista s urcitym transkripénim
potencidlem, ktery ovlivni transkripci daného transgenu. Ackoliv byly u konstruktu pouZzity
inzulatory, nelze u¢innost inzulatort brat jako stoprocentni. Dal§i moznosti je, Ze po zkiiZeni
s jakymikoliv mouchami na hormonu dochézi spole¢n¢ s aktivaci genu GAL4 i K expresi né-

jakého dalsiho genu, ktery ma vliv na potomstvo, protoze u kontrolniho kiizeni dochdzelo
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K letalité Th™. Na zdklad& publikovanych vysledkt s drozofilou (Fryxell & Miller 1995) se
pii pokusech ve snizené teploté¢ predpokladalo, ze dojde ke zméné hranicni koncentrace, pii-
padné, ze jedinci s RATom budou hynout. Tato hypotéza ovsem potvrzena nebyla, vysledky
byly obdobné jako ve 25°C. Toto pozorovani ovSem neni mozné brat jako zcela jisté¢ sméro-
datné, vzhledem k tomu, ze mé pozd¢jsi kontrolni experimenty zpochybnily funkcnost

celého pouzitého systému. Pro ujasnéni situace je tieba experiment zopakovat s vyuzitim

jiného GAL4 driveru.
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6 Zavér

V mé bakalarské praci jsem optimalizovala podminky injikace obalece jablecného, kdy
se z injikovanych vajicek prokazatelné lihli zivotaschopni jedinci, kteti byli dale schopni se
reprodukovat, coz je velice kladny vysledek. Bylo vyuzito nékolik injika¢nich smési
v riiznych koncentracich vektoru i helperu, i vyuziti dvou injikovanych konstruktd, a to kon-
struktu RATom a Tom. V injikovanych vajickach byla zaznamenana transientni exprese
a u jednoho potomka injikovaného konstruktem Tom byla pozorovana fluorescence. I piesto
bych se rada dale zamétila na riizné upravy koncentraci jak vektort, tak helperi, zahrnula do
injikaci 1 oSetfovani vaji¢ek desinfekei a lepidlem. V experimentu s drozofilou se u n¢kolika
linii nepodatilo nalézt hrani¢ni koncentraci piisobeni hormonu mifepristonu, u zbylych linii
tato koncentrace nalezena byla, nicméné pouzity systém se ukazal jako ne zcela funkéni,

a proto by bylo tieba experimenty zopakovat s jinym GAL4 driverem.

30



7 Pouzita literatura

Alston, D., Murray, M. & Reding, M., 2010. Codling Moth (Cydia pomonella). Utah Pesets
fact sheet, (June), p.7.

Bloem, S. et al.,, 2007. Suppression of the Codling Moth Cydia pomonella in British
Columbia, Canada Using an Area-Wide Integrated Approach with an SIT Components.
In Area-Wide Control of Insect Pests. pp. 591-601.

Botto, E. & Glaz, P., 2010. Potential for controlling codling moth Cydia pomonella
(Linnaeus) (Lepidoptera: Tortricidae) in Argentina using the sterile insect technique and
egg parasitoids. Journal of Applied Entomology, 134(3), pp.251-260.

Dobakova, P., 2013. Mifepriston. Lekarnické listy, 2, p.20.

Duffy, J.B., 2002. GAL4 system in Drosophila: a fly geneticist’s Swiss army knife. Genesis
(New York, N.Y. : 2000), 34(1-2), pp.1-15.

Elliott, D.A. & Brand, A.H., 2008. The GAL4 System: A versatile System for the
Expression of Genes. In Drosophila: Methods and protocols. pp. 79-95.

Emelyanov, A. & Parinov, S., 2008. Mifepristone-inducible LexPR system to drive and
control gene expression in transgenic zebrafish. Developmental biology, 320, pp.113—
21.

Ferguson, H.J. et al., 2011. Genetic transformation of the codling moth, Cydia pomonella L.,

with piggyBac EGFP. Transgenic research, 20, pp.201-214.

Frydrychova, R.C. et al., 2007. Transcriptional activity of the telomeric retrotransposon
HeT-A in Drosophila melanogaster is stimulated as a consequence of subterminal
deficiencies at homologous and nonhomologous telomeres. Molecular and cellular
biology, 27(13), pp.4991-5001.

Fryxell, K.J. & Miller, T.A., 1995. Autocidal biological control: a general strategy for insect
control based on genetic transformation with a highly conserved gene. Journal of

Economic Entomology, 88, pp.1221-1232.

31



Fukova, 1. et al., 2009. Rapid assessment of the sex of codling moth Cydia pomonella
(Linnaeus) (Lepidoptera: Tortricidae) eggs and larvae. Journal of Applied Entomology,
133(4), pp.249-261.

Fukova, 1., Nguyen, P. & Marec, F., 2005. Codling moth cytogenetics: karyotype,
chromosomal location of rDNA, and molecular differentiation of sex chromosomes.
Genome / National Research Council Canada = Genome / Conseil national de
recherches Canada, 48, pp.1083-1092.

Gazave, E. et al., 2009. Origin and evolution of the Notch signalling pathway: an overview
from eukaryotic genomes. BMC evolutionary biology, 9, p.249.

Gordon, W.R., Arnett, K.L. & Blacklow, S.C., 2008. The molecular logic of Notch
signaling--a structural and biochemical perspective. Journal of cell science, 121(Pt 19),
pp.3109-19.

Handler, a M. et al., 1998. The lepidopteran transposon vector, piggyBac, mediates germ-
line transformation in the Mediterranean fruit fly. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America, 95(13), pp.7520-5.

Hendrichs, J. et al., 1983. Six years of successful medfly program in Mexico and Guatemala.

Fruit Flies of Economic Importance, pp.353-365.

Hilburn, D.J. & Dow, R.L., 1990. Mediterranean fruit fly, Ceratitis capitata , eradicated from
Bermuda. Florida Entomologist, 73(2), pp.342-343.

Kakinohana, H. et al., 1993. The Eradication of the Melon Fly from the Okinawa Islands,
Japan: Il. Current Control Program. In Fruit flies: Biology and Management. Springer
New York, pp. 465-4609.

Klassen, W., 2005. Area-wide integrated pest management and the sterile insect technique.
In V. A. Dyck, J. Hendrichs, & A. S. Robinson, eds. Sterile Insect Technique:
Principles and practice in area-wide integrated pest management. Springer
Netherlands, pp.40-67.

32



Klassen, W. & Curtis, C., 2005. History of the sterile insect technique. In V. A. Dyck, J.
Hendrichs, & A. S. Robinson, eds. Sterile Insect Technique: Principles and practice in
area-wide integrated pest management. Springer Netherlands, pp. 3-36.

Knipling, E.F., 1972. Entomology and the management of man’s environment. Australian
Journal of Entomology, 11(3), pp.153-167.

Knipple, D.C., 2013. Prospects for the use of transgenic approaches to improve the efficacy
of the Sterile Insect Technique (SIT) for control of the codling moth Cydia pomonella
Linnaeus (Lepidoptera: Tortricidae). Crop Protection, 44, pp.142-146.

Kopan, R. & llagan, M.X.G., 2009. The canonical Notch signaling pathway: unfolding the
activation mechanism. Cell, 137(2), pp.216-33.

Kot, 1., 2010. Monitoring of codling moth (Cydia pomonella L.) in apple orchards using two
methods. Journal of Plant Protection Research, 50(2), pp.220-223.

Kuta, V., 2011. Izolace, charakterizace a lokalizace ortologni sekvence genu Notch
(Drosophila) u obalece jablecného, Cydia pomonella. Jihoeska univerzita v Ceskych

Bud¢jovicich.

Lyman, D. & Young, M.W., 1993. Further evidence for function of the Drosophila Notch
protein as a transmembrane receptor. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, 90(21), pp.10395-9.

Ma, S. et al., 2013. Genetic marking of sex using a W chromosome-linked transgene. Insect

biochemistry and molecular biology, 43(12), pp.1079-1086.

Mani, E. et al., 1997. Population dynamics of codling moth, Cydia pomonella (L.), in
undisturbed apple orchards of eastern Switzerland. Mitteilungen der Schweizerischen
Entomologischen Gesellschaft, 70(1-2), pp.117-132.

Marec, F. et al., 2005. Development of genetic sexing strains in Lepidoptera: from traditional

to transgenic approaches. Journal of economic entomology, 98, pp.248-259.

33



Nguyen, P. et al., 2013. Neo-sex chromosomes and adaptive potential in tortricid pests.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
110(17), pp.6931-6.

Nicholson, L. et al., 2008. Spatial and temporal control of gene expression in Drosophila
using the inducible GeneSwitch GAL4 system. I. Screen for larval nervous system
drivers. Genetics, 178(1), pp.215-34.

Nikolic, K. & Selamovska, A., 2007. The harmfulness Cydia pomonella L. in the fruit
production in Jablanica District. Agroznanje - Agroknowledge Journal, 8(2), pp.43-49.

Novak, I. & Severa, F., 1990. Motyli, Praha: Aventinum nakladatelstvi s. r. o.

Osterwalder, T. et al., 2001. A conditional tissue-specific transgene expression system using
inducible GAL4. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America, 98(22), pp.12596-601.

Pires-daSilva, A. & Sommer, R.J., 2003. The evolution of signalling pathways in animal

development. Nature reviews. Genetics, 4(1), pp.39-49.

Proverbs, M.D., Newton, J.R. & Campbell, C.J., 1982. Codling moth: A pilot program of
control by sterile insectrelease in British Columbia. The Canadian Entomologist,
114(4), pp.363-376.

Rendén, P. et al., 2004. Medfly (Diptera: Tephritidae) genetic sexing: large-scale field
comparison of males-only and bisexual sterile fly releases in Guatemala. Journal of

economic entomology, 97(5), pp.1547-1553.

Roman, G. et al.,, 2001. P[Switch], a system for spatial and temporal control of gene
expression in Drosophila melanogaster. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 98(22), pp.12602-7.

Shamila, Y. & Mathavan, S., 1997. Hatching ability of Bombyx mori (Lepidoptera:
Bombycidae) eggs micro-injected with different concentrations of DNA at selected

embryonic stages. European journal of entomology, 94(4), pp.553-555.

34



Thomas, J.L. et al., 2002. 3xP3-EGFP marker facilitates screening for transgenic silkworm
Bombyx mori L. from the embryonic stage onwards. Insect biochemistry and molecular
biology, 32, pp.247-253.

Tsai, S. et al.,, 1998. A novel RU486 inducible system for the activation and repression of

genes. Advanced drug delivery reviews, 30(1-3), pp.23-31.

Varela, L.G. et al., 1993. Monitoring and characterization of insecticide resistance in codling
moth (Lepidoptera: Tortricidae) in four western states. Journal of Economic
Entomology, 86, pp.1-10.

Vreysen, M., Hendrichs, J. & Enkerlin, W., 2006. The sterile insect technique as a
component of sustainable area-wide integrated pest management of selected

horticultural insect pests. Journal of fruit and ornamental ..., 14.

Vreysen, M.J.B. et al., 2000. Glossina austeni (Diptera: Glossinidae) Eradicated on the
Island of Unguja, Zanzibar, Using the Sterile Insect Technique. Journal of Economic
Entomology, 93(1), pp.123-135.

Wang, N. et al., 2010. Using chimeric piggyBac transposase to achieve directed interplasmid
transposition in silkworm Bombyx mori and fruit fly Drosophila cells. Journal of
Zhejiang University. Science. B, 11(9), pp.728-34.

Wesley, C.S. & Mok, L., 2003. Regulation of Notch Signaling by a Novel Mechanism
Involving Suppressor of Hairless Stability and Carboxyl Terminus-Truncated Notch.
Molecular and Cellular Biology, 23(16), pp.5581-5593.

Wesley, C.S. & Saez, L., 2000. Analysis of notch lacking the carboxyl terminus identified in
Drosophila embryos. The Journal of cell biology, 149(3), pp.683-96.

Witzgall, P. et al., 2008. Codling moth management and chemical ecology. Annual review of

entomology, 53, pp.503-522.

35



