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1 Uvod

1.1 Charakteristika Fadu Lepidoptera

Rad Lepidoptera je, se svymifiplizné 160 000 popsanymi druhy, druhym
nejpaetrsjdim hmyzim radem (Kristensen a kol., 2008). JerCaské republice bylo
zaznamenano 3 374 diuhmotyli (LaStivka a LiSka, 2005). Motyli jsou vyznamni
opylovai a indikatorové druhy klimatickych zn (Parmesan a Yohe, 2003). Na druhou
stranu jako fytofagové mohouckteré druhy zfisobovat vyznamné ekonomické Skody
v podol& velkoplosnych Zir kulturnich rostlin, znehodnoceni potravirtervivosti plodi.
Proto se motyli stalifgdmétemcetnych ekologickych (Scriber, 2011), fyziologickygtehl
a Fischer, 2012), genetickych (Mita a kol., 2004ylagenetickych studii (Beldade a kol.,
2009).

1.1.1Cytogenetika motyhki

VétSina motyli ma haploidni peet chromosori blizky n = 30 (Robinson, 1971). Za
ancestralni pget chromosorh je gitom povazovan karyotyp n = 31, ktery byl pozorovan
basalnich skupin motyl(Lukhtanov, 2000; De Prins a Saitoh, 2003; Mardmla, 2010).
Patty chromosoni v8ak mohou v extrémnichipadech dosahovat i hodnot od n fnap.
Hypothyris theaNymphalidae) (Brown a kol., 2004) po n = 2&lyommatus atlantica,
Lycaenidae) (Marec a kol., 2010).

Charakteristické jsou pro motyly malé,getné a morfologicky uniformni mitotické
chromosomy holokinetického typu (Robinson, 1971sachi a kol., 2009). Holokinetické
chromosomy se vyziaji absenci primarni konstrikce, kinetochor pokryédrei cely
povrchu chromatid a mikrotubuly se takigmjuji po celé jejich délce (Wolf, 1996). To
patrré snizuje disledky chromosomalnich translokaci, fuzi a rofp&H téchto gestavbach
nedochazi ke vzniku dicentrickych chromosoma acentrickych chromosomalnich
fragment, které jsou typické pro monocentrické chromosoalfieiros, 1947, citovano
v Yasukochi a kol., 2009; Xia a kol., 2004)addedkem holokinetické povahy motylich
chromosoni tak mize byt napiklad zvySena odolnost motyhuaci radioaktivnimu zéeni
(Bakri a kol., 2005 citovano ve Vreysen a kol., @0Carpenter a kol., 2005).

Samice motyl a jejich sesterskéh@du chrostil (Trichoptera) maji heterogametické
urceni pohlavi s konstituci chromosdémWZ nebo Z0. Sagi pohlavi je ukeno
homogametickou konstituci ZZ (Traut a Marec, 199Tpto ukeni pohlavi bylo
pojmenovano jako typ Abraxas podlefplky angreStovéAbraxas grossulariatau které
byl tento zmsob ddi¢nosti vazané na pohlavi poprvé pozorovan. Chrostidazalni
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skupiny motyli maji konstituci Z0/ZZ. Chromosom W maugwpiavod aZz u spokného
piedka skupin Tischeriina a jeji sesterské skupinyryBia, ktera zahrnuje 98% vSech
souwasnych motylich druh(Lukhtanov, 2000). Existuji dvhypotézy vzniku chromosomu
W. Podle prvni chromosom W vznikl z nadptného chromosomu B, ktery se&abparovat

s chromosomem Z. Druh& hypotézedpoklada, Ze u spaleecho pedka skupin Tischeriina
a Ditrysia doSlo k fazi pohlavniho chromosomu Zisogaomem. Chromosom W tak vznikl z
homologu tohoto autosomu (Traut a Marec, 1996; Lakbv, 2000). Hypotézu o
autosomalnim jovodu pohlavniho chromosomu W podporuje kratky Useinologie mezi
chromosomem Za W obdke jabléného, Cydia pomonella odhaleny metodou
fluorescekini in situ hybridizace se sondou z gl@ho bakterialniho chromosomu (BAC-
FISH) (Dalikova, 2009). Chromosom W madatyke stal v posledni débpiednttem
intenzivniho vyzkumu. Barveni orceinem prokazal,j& chromosom W tien gevazr
heterochromatinem (Traut, 1977; Traut a Marec, 199tkova a kol., 2007). Experimenty
také odhalily, Ze se chromosom W sklada z repafitivsekvenci. Abe a kol. (2005) ukazal,
Ze chromosom W bource moruSovélBnmbyx mori(Bombycidae), je tvien gevazri
retrotransposibilnimi elementy. Studium chromosdmutznych druli motyli metodami
BAC-FISH, genomovén situ hybridizace (GISH), genomové komparativni hybrdie
(CGH) a FISH s barvicimi sondamifigravenymi laserovou mikrodisekci pohl@vn
specifického heterochromatinu repetitivni sloZzemomosomu W potvrzuji (Sahara a kol.,
2003a, b; Fukova a kol., 2007; Vitkova a kol., 200Pra¥ akumulace repetitivnich
sekvenci komplikuje detailni studium chromosomu W.

Je znamo jendgkolik znaki vazanych na sawiipohlavi, tj. chromosom W. Réaimezi
né gen utujici velikost vajéek ("egg size determining'Esgd (Kawamura a kol., 1988;
1990) a epistaticky faktor &mjici saméi pohlavi popsany u bource morusového (Ohbayashi
a kol., 2002). V praci Marec a kol. (2001) byl neramosom Z zavifee mouného,
Ephestia kuehniella,z&enim translokovan fragment chromosomu W, nesoukforfa
neslitelny se sarim vyvojem ("male-killing factor").

Na rozdil od chromosomu W se chromosom Z svou sgkv&ompozici vice podoba
autosonim. Pro chromosom Z je také charakteristicka koreaxost genového obsahu,
ktera je, az na vyjimky, zachovana napelymradem Lepidoptera. Vékterych gipadech
byly orthology rekterych gei, které se uB. morinachazeji na chromosomu Z, lokalizovany
na autosomech zkoumanych diunotyli (Beldade a kol., 2009; Nguyen, 2009; Kroemer a
kol., 2011). Tato odhaleni dokazuji, Zzehbm evoluce karyotypu motydochazelo i

k transpozicim a translokacim chromosomu Z a aatds@hrnuto v Sahara a kol., 2012).
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Geny lokalizované na chromosomu Z také podléhaji &fektu rychlejSiho zZ (“faster
Z effect”) (Mank a kol., 2010). Jejich rychlejSiwo} oproti geim nachazejicim se na
autosomech @¥e byt zapi¢inén tim, Ze jsou tyto geny v saéfin pohlavi v hemizygotnim
stavu, a tudiz mohou byt jejich recesivni mutacgayeny pimému seleénimu tlaku. Mezi
vyznamné geny lezici na chromosomu Zipaagiklad geny zodpoxdné za regulaci
feromoni a schopnost jejich rozpoznani. Déle jsou to genyisejici s pohlavim a velké
mnoZzstvi gef, k jejichz expresi dochazi pouze ve varlatechn(gtor v Sahara a kol., 2012).

Na rozdil od savc a octomilky Drosophila melanogastese systémem &eni
pohlavi XX/XY dochazi u motylich pohlavnich chrommasi W a Z navzdory znmé
nehomologii Bhem meiotické profaze k uplnému sparovani (Weiktaut, 1986). Dochazi
k tzv. "twisting", kdy delSi chromosom Z obtakratSi chromosom W a pomoci
synaptonemalniho komplexu se chromosomy sparujcgdé své délce (Marec a Traut,
1994). WZ bivalent obvykle tud nejdelSi chromosomovy par v genomu (Traut a Marec
1997; Traut a kol., 1999; Fukové a kol., 2005; Ydsta kol., 2005b).

1.1.2Stabilita motylich chromosomi

Diky snadnému chovu a jeho dlouhé tradici, kterdZmia nashromazui velkého
mnozstvi morfologickych, biochemickych a behavinidh mutaci, se bourec morusSovy
Bombyx mori stal nejvyznamgSim motylim modelem pro genetické a genomickeé istud
(Goldsmith, 2010). Jeho domestikace zZmp@ uz ped vice nez 5000 lety a o jeho
dulezitosti neni pochyb ani v dneSnim modernit&\vZatimco dive jeho vyznam sgdval
piredevsim v produkci hedvabi, dnes se uvaZuje o yghaiti k produkci rekombinantnich
proteini pro biomedicinské a farmakologickéely (Tomita a kol., 2002; Wurm, 2003;
Tatematsu a kol., 2010).

V roce 2004 byla zwejnéna gedlkEzna sekvence genongi mori(Mita a kol., 2004;
Xia a kol., 2004). Naslednbyl metodou BAC-FISH sestaven karyotp mori ve kterém
byly vSechny chromosomy identifikovany specifickkambinaci hybridizovanych kldn
BAC. Tato fyzicka mapa umoznilaipazeni jiz znamych vazebnych skupin k jednotlivym
chromosonim bource morusového (Yoshido a kol., 2005a; Yashikackol., 2006). Jest
podrobrjSi analyzu genomuB. mori provedl Yamamoto a kol. (2008). Fyzickou mapu
pokryvajici 76% genomu bource integrovali s vazebnmoapou jednonukleotidovych
polymorfismi ("single nucleotide polymorphism”, SNP). Vyslednapa vyznamaprispela

k sestaveni genomu bource.



Osekvenovany genom bource umoznil provedeni sragié studii u nemodelovych
druhi motyli (Pringle a kol., 2007; Beldade a kol., 2009; di#glen a kol., 2010; Baxter a
kol., 2011b; Yoshido a kol., 2011). Prvni takovdudsi bylo srovnani genomu bource
s genetickou mapou neotropické b&hoHeliconius melpomeng = 21) (Nymphalidae).
Zastupci roduHeliconius jsou vyznamnym modelem pro studium adaptivni cia
evoluce mimetického zbarveni (Jiggins a kol., 2Q%pn a kol., 2006). Vysledky ukézaly
zachovalou syntenii 72 gén pres znanou divergenci obou druh(cca. 100 milioh let dle
molekularnich hodin) a rozdilné ¢y chromoson (Pringle a kol., 2007).

Yasukochi a kol. (2009) vyt fyzickou mapu genomu oblibeného modelu pro
studium fyziologie a neurobiologie hmyzu, liSajpdkovéhoManducta sextdSphingidae).
Porovnani karyotypuM. sexta (n = 28) s genomem bource odhalilo jerkalik
chromosomalnich fpstaveb zahrnujicictitinverze, ti translokace a dvfaze. | v tomto
piipadt, byla tedy zji&na vysoce konzervovana syntenie gewvtetné jejich paadi
(Yasukochi a kol., 2009). Oba tyto druhy jsou zpstwstejné nagkledi, Bombycoidea, a
maji shodny p&et chromosorin, n = 28. Do této nagledi pati i martin& Samia cynthia
(Saturniidae)S.cynthiama redukovany gt chromosorin na 2n = 25-28. Tatdiznorodost
Vv paitu je zpisobena prownlivosti konstituce pohlavnich chromosdmv raiznych
geografickych oblastech (Yoshido a kol.,2005b).|Bdtbshido a kol. (2011) jsouriginou
opakované fuze autosd@na pohlavnich chromosam Pres odvozeny karyotyp byla 8.
cynthia pomoci srovnavaciho mapovani geopst potvrzena fekvapiva vnikni stabilita
genomii zastupé fadu Lepidoptera (Yoshido a kol., 2011). Beldadeok (2009) provedla
vazebnou analyzu exprimovanych sekvenci ("expresseplence tag ", EST) u dlea
Bicyclus anynana(Nymphalidae), modelového organismu evalu vyvojové biologie
("evo-devo"). Detailni genetickd mapa obsahujic 4&holognich markéropét prokazala
znanou konzervovanost chromosédmmotyli. Stabilitu genomu n&f celym radem
Lepidoptera potvrdila i srovnavaci analyza proveéden Skidce zapedntka polniho,
Plutella xylostella fazeného do n&dledi Yponomeutoidea povaZzované za bazalni linii
skupiny Ditrysia(Baxter a kol., 2011b)r'yto vysledky tak ukazaly, Ze osekvenovany genom
B. morilze skutén¢ pouzit jako referami ke srovnavacim a futkim studiim jinych dru
motyli. Presto se neustale roadje paet dostupnych genomovych knihoven motgl diky
klesajicim néklaiim a novym sekvegaim metodam roste také ¢ probihajicich
sekvenanich projeki zaméenych na transkriptomy i celé genomy maotyBaxter a kol.,
2011b; Robinson a kol., 2011; Vogel a kol., 201ha a kol., 2011; Dasmahapatra a kol.,
2012).



1.2 Charakteristika obaleé¢e jable¢éného,Cydia pomonella

Obaleg jableiny, Cydia pomonella,je hospod&sky vyznamny Skdce zceledi
Tortricidae, ktery se z Euroasie¢hem poslednich dvou stoleti spolu s produkci jagiov
ovoce rozdil témeét po celém s§té (Barnes, 1991)Jeho housenky Zigobuji tzv.cervivost
plodi, zejména jabloni a hrusni (Voudouris a kol., 20T13le mohou tito hmyzi skici
napadat meriky a vlaSské wechy. Bez ochranyéthto zemgdélsky a ekonomicky
vyznamnych plodin mohou Skody dosahnout az 95%koeého vynosu (Asser-Kaiser a
kol., 2009). Z tohoto @vodu neustale roste snahadui a zenddélct o nalezeni metod

k potlateni obalée jabl&ného.

1.2.1Zivotni cyklus

Vyvoj housenky prochaziég larvalnimi instary (L1-L5), z nichz L1 az L4 jscsi
vzhledow velmi podobné. Housenky patého (posledniho) iosggou 14-18 mm dlouhé,
raizového zbarveni s Bdou hlavou (Novak a Severa, 2002). Zimitecgavaji v pevnych
zamotcich pod kou stromu, opadana@ v trhlindch. Bthem jara se kukli a od poloviny
kvétna vylétaji prvni dospi motyli. Imago je piblizné 1 cm velké s rozfim kiidel
dosahujicim 2 cm. #ieédni par kidel je popela¥ Sedy s gicnymi tmavymi pruhy, zadni
kiidla jsou popelay¥ Sedého zbarveni (Obr. 1lnago je aktivni za soumraku di peplot
kolem 12°C, p#eni dosplcu probiha pi vice jak 15°C a kladeni vagk na listy¢i plody pri
teplo€ 16°C a vysSi. Samice kladélgizné 80 az 120 vafiek. Housenky vylihlé z vajek
zhruba po tydnu vyhledaji plod a pronikaji dg.rNejprve se drziésné pod slupkou, ale
jakmile doséhnou druhého instaru, vyivai chodbiky vyplnéné trusem, které vedoudimo
k jadiinci. Jakmile housenka doroste do patého instaieze z plodu a hleda vhodné misto
k pfezimovani. V oblastech s vyssi teplotou, jako jarikéad stedoevropsky region, vytva
i druhou generaci (Hluchy a kol., 1997; Pemsel la B®10). Tu tvéi preccasré zakuklené
housenky prvni generace, které neupadly do diapaumykterych velmi teplych oblastech
muze obalé vytvorit az ¢tyii generace r@n¢ (Asser-Kaiser a kol., 2010). Jedna housenka
obal&e jabl&éného poskodi, a tim i znehodnoti, zéjskivot az ti plody. U mladych plod
zpasobi jejich pedcasny opad. U pozfl napadenych plai dojde k jejich vyrazgSimu
zbarveni, sniZzeni kvality i chuti. Takové poSkozploidi muze byt gicinou sekundarniho
napadeni, fgdevSim houbovymi chorobami, itamoniliovou hnilobou jadroviiMonilinia
fructigena).Mykotoxiny, tj. sekundarni metabolitg¢dhto hub, kontaminujici plodyéhem

vegetace, sklizf) skladovanti zpracovani fedstavuji vazné riziko celoswvého ntitka,



neba’ ohroZuji bezpéost potravin, a tim maji negativni ekonomicky viia zenddélstvi a

zpracovatelsky gimysl (Prugar a kol., 2008).

Obr. 1: Dosgly jedinec obal&e jabl&ného. Fotografie: Alexandr Pasyh.

1.2.2Cytogenetika obalée jabletného

Genom obalke jabl&éného byl detaild charakterizovan teprve nedavno. Prvni
cytogeneticka studie &ita haploidni pdet chromosorin obalée n = 28 (Ortiz a Templado,
1976). Fukova a kol. (2005) provedli detailni amalkaryotypu tohoto vyznamnéhotgke
zameienou @edevsim na jeho pohlavni chromosomy. Preparatytick§ech spermatogonii
larev potvrdily, Zze komplement obake sestava zn = 28 elem&naniformniho tvaru.
Chromosomy byly roz#leny do g@ti skupin usp&adanych podle velikosti (Obr. 2a).
NejvétSim chromosomem je chromosom Z. N preparatechypawhich jader samic i sarihc
byl pozorovén bivalent, na jehoz koncich nedocltakelplné synapsi. Barveniiirem a
nasledna FISH s rDNA sondou, prokazalo, ze se jemlndblasti organizatér jadérka
("nucleolus organizer region”, NOR).

Ve vysoce polyploidnich jadrech somatickych #usamic byla detekovana pohlavn
specificka heterochromatinovéliska indukujici chromozomalni systémcemi pohlavi
WZ/ZZ typicky pro ¥tSinu zastupit fadu Lepidoptera (Traut a Marec, 1997; Lukhtanov,
2000). Bivalent WZ byl ve fazovém kontrastu v paempim jade identifikovan podle
heterochromatinové struktury chromosomu W nagjiei jeho repetitivni slozeni. Ta byla
potvrzena metodami CGH a GISH (Obr. 2b) (Fukovala R0O05) a FISH s W-specifickymi
malovacimi sondami ziskanymi laserovou mikrodisd€kcikova a kol., 2007). Klonovani a

sekvenovani fragmeintDNA ziskanych mikrodisekci W-specifického hetenmrhatinu
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identifikovalo sekvencétyr typi: (i) sekvence unikatni nebo s malymégeon kopii vazané
vyhradré na chromosom W, (ii) sekvence s malyméteon kopii vyskytujici se na
chromosomu W i Z, (iii) sekvence s velkym mnoZstvkopii vyskytujici se v celém
genomu, ale obohacené na chromosomu W a (iv) vs$ildgmeé sekvence s velkym
mnoZstvim kopii nachazejici séedevSim na autosomech (Fukova a kol., 2007). Takto
ziskana W-specifickd sekvence CpW2 poslouzila gozdko molekularni marker pro

uréeni samiiho pohlavi vagiek nebo ranych larvalnich instafFukovéa a kol., 2009).
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Obr. 2: Karyotypova analyza obale jabl&éného. &) Karyotyp samce obale jabl&éného
sestaveny ze spermatogonialnich metafaznich chamiosChromosomy jsou #a&zené
podle velikosti: EL - extra velké, L - velké, M tisdre velké, S - malé, D - t&ovitého
tvaru. Chromosom Z je ngjisim elementem v komplementu.¢itko - 3 um. Fevzato a
upraveno z Fukova a kol. (2005h) (Genomovan situ hybridizace (GISH) na satiich
chromosomalnich preparatech. Chromosomy byly pogingr DAPI. Saniii sonda
ozn&ena Cy3 {ervena) zvyraznila chromosom W. Pachytenni bivaM (ozna&en
Sipkou) je sparovan po celé délce. Chromosom Whs&icokolo delSiho chromosomu Z.
Prevzato a upraveno z Marec a kol. (2007).



Diky dostupnosti genomové BAC knihovny oli@gabléného bylo mozné sestavit
fyzickou mapu jeho chromosomu Z. Prvni vysledkya#tg zachovanou syntenii i feadi
gem vazanych na chromosom Z mezi oldala jablénym a bourcem morusovym (Nguyen,
2009). Sykorova (2011) testovala hypotézu o mozménstokaci genu pro
acetylcholinesterazu 1(Ace-), jejiz mutace jsou zodpsané za resistenci 8Hci
k organofosfatovym a karbamatovym insekticid na pohlavni chromosom Z ob&te
jableéného (Heckel a kol., 1998). Pomoci kvantitativniRP& Southernovy hybridizace se ji
poddilo potvrdit vazbuAce-1na pohlavni chromosom Z ob&te(Sykorova, 2011). DalSi
dikaz o této chromosomalnirgstavié prinesl ve své praci #a (2011). Ten pomoci
kvantitativni PCR a iimého fyzického mapovéani ukazal, Ze také Netchlezi v genomu
obalee jabl&ného na chromosomu Z. Oba tyto geny $tom v referednim genomu
bource moruSoveého nachazi na chromosomu 15. Pa@lrblaické mapovani metodou
BAC-FISH potvrdilo syntenii vSech génvazanych naijodni chromosom Z a jehdai

C. pomonstia s chromosomem 15 (Obr. 3). Déle odhalilo dele@zasahu asi

chr. Z
3 0,5 — 2,8 Mbp jejiz osudistava nejasny a jeigdmitem

B, i dalSiho vyzkumu. Studium fipuznych drubi obal&u také
chr. 15
i NM/ ukazalo, Ze kpopsané chromosomalnfespavid doslo
= o C. 1l
autosome ptfinejmenSim u spotmého pedka skupiny Olethreutinae
= (Nguyen a kol., 2012).
—  ldh-2 —
g ,;’;,%%‘},3\ / Obr. 3: Schematicky fehled pohlavniho chromosomu
R \ Z obalge jableéného Cp Chr.z), ktery vznikl fazi
chromoson odpovidajicich Chr. ZBm Chr.1) a Chr. 15Bm
Eé-hr;ﬂ%rf Chr.15) bource morusového. Delece o velikosti 5 Mbp mezi
Y— geny Ace-1 a IDH2 neni vyzn&ena. Ptadi geri zistalo
o s vyjimkouLdh zachovéano. fevzato a upraveno ze Sykorova a
_ Pgd% kol., 2011.
—  period
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Metody ochrany ovoce proti obaléi jable¢nému
Swétovym trendem je ziskavani ovoce s kvalitnimi odaptickymi viastnostmi, jako
je chu, vané a struktura. Blezitymi predpoklady jsou také jeho schopnosepravy a
skladovani. Mezi nejdeZit¢jSi jakostni znaky ovoce gatvybarveni plod, kiehkost a
derstvost. NormyCSN 46 3010 a ON 46 3012 &uji zékladni poZadavky na jakost
jadrového ovoce (Prugar a kol., 2008). Pt@ané druhy jadrového ovoce jsouileZité
charakteristické rysy dané adly, naf. chu’ a ving, které mohou byt napadenimagikcem
ovlivnény. Plody, které jsou scvrklé, vidi® a s nepevnou konzistenci se vyiji
Zdravotni stav plodl se posuzuje vizuatn Jadroviny napadené hmyzem, hnilobou, pléni
s velkym podilem strupovitosti jsou riguustné. Samdejmeé existuje kkolik zpasohi, jak
se Skidci, jako je obale jablezny, bojovat. Do neffmé ochrany séadi (i) alespd 100
metrova prostorova izolace od lihfhigotyli jako jsou zahrady, sklady ovoce apod., (ii)
podpora pirozere se vyskytujicich naggtel nap. lumki, lumika, chalcidek a sykor, nebo
(i) pouziti tzv. lapacich pds které se fikladaji na kmeny strofha slouzi k odchytu
dorostlych housenek (Hluchy a kol., 1997). Mezi odgt @fimé ochrany péat Gcinné
chemické pogsiky. Diky tlaku swtového trhu ale jejich pouzivani klesa, nébuohou
poSkozovat Zivotni prosdi a potencial) v podol& rezidui v plodech, také lidské zdravi.
Pouzivani insekticidl také ¢asem vede ke vzniku rezistenci, hawaci nejhojngji
vyuzivanym organofosfain a pyretroidm (Varela a kol., 1993; Knight, 1994), Proto se
neustale vyvijeji nové prastdky a technologie, které by #plaly poZadavky jak zdravotni,
tak ekologické. V satasné dob se vyuziva nafklad metoda naruSeni ighi pomoci
feromori (Moffit a Westigard, 1984). Ta je vSakidna pouze za ditych podminek a u
populaci s nizkym pdem jediné. DalSi zajimavou technikou je vypo#&st sterilniho
hmyzu "sterile insect technique”, SIT). Tato metgel@aloZzena na sterilizacijpnyslow
péstovaného hmyzu pomoci iontzdho zdeni. Hmyz je poté vypudh do sad, kde se
samci pé s divokymi samikami. Vzhledem k vaznému poSkozeni DNA spermii vdaki
jejich potomstvo Zivotaschopné. Tim dochazi k zastaristu populace Sidce (Azizyan a
kol, 2010; Vreysen a kol., 2010; Vreysen a Robinszf10). Dale se aplikuje bakterialni
postik Bacillus thuringiensisktery je nejdlezitéjSim bakterialnim patogenem vyuZzivanym
v biologické kontrole. Jehocinnost je vSak zrnmé snizena kratkym Zivotem &ttce. Mezi
dalSi zmisoby pati entomopatogenni hlistice, které mohou bytilikgvym narokim na
vihkost a omezené schopnosti disperze, pouzity gem boj proti listovym Skdcim.
Podobnd omezeni méa i vyuZiti entomopatogennich kejchZz perspektiva sgiva

piedevsim v kontroledanich SkKidci (Cross a kol., 1999).
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1.2.3Metoda ochrany ovoce pomoci CpGV

Virus granulozy obalee jabléného (‘Cydia pomonellagranulovirus”, CpGV), ktery
je sadé vyuzivan zejmeéna diky své vysoké selekéivivelké virulenci a Setrnosti k
Zivotnimu prostedi, pati mezi nejvyznamgjSi kontrolni bioagens obale jableéného
v organickém farmi@ni (Asser-Kaisser a kol., 2009). Viry granulézujsskupinou vif
napadajici vyhradnzastupcéadu Lepidoptera. Piatdo celedi Baculoviridae, pro kterou je
charakteristicky kulovity tvar s kruhovou dvouvl@kou DNA, jejiz délka se pohybuje v
rozmezi 100 az 180 kbp (Jehle a kol., 2006). Jéghabkluzni €liska ("occlusion body",
OB) uzaviraji vZdy jeden virion &inkového tvaru (,occlusion derived virion“, ODV).ad\¢
narozené larvy oratnpiijmou letalni koncentraci viru z povrchu kontamiaoych listi a
plodi. Travici soustavou se virus dostane az dedstiho steva, kde se granulinovy obal
rozpusti diky alkalickému pH (Jehle a kol., 2008Asled® uvolréné viriony projdou
peritrofickou membranou a splynou s mikrovily epitestedniho steva. Po vstupu do
buiky jsou viriony transportovany k jaderné memkia®enom viru pronikne jadernym
porem @imo do jadra, kde dochazi k jeho replikaci. Viriotddle pronikaji do hemocoelu
pies bazalni laminu (Hess a Falcon, 1987). Odtudn$ekde &ii pres hemolymfu a
trachealni spoje tkani do tukovéhdesa, trachedlnich bek, hypodermis a malpigickych
trubic. Infikovana larva je zp@atku leskla a festava fijimat potravu. V terminalni fazi
infekce ma ml&né zbarveni aglo zaiina postupdé kapalét. Cas, za ktery CpGV Zsobi
smrt jedince, je ovlivén koncentraci okluznicklisek v gipravku a také larvalnim stadiem
obale&e, ktery virus poz (shrnuto v Lacey a kol., 2008).

Znana vyhoda aplikace CpGV sggé v jeho vysoké specifit Okruh hostital
CpGYV je tvden, mimo obalé& jabl&ného, i jinymi druhy obatai, u kterych je vSak zita¢
snizena jeho virulence. Jiné druhy hmyzu ani obwatl tedy nejsou poskem CpGV
ohroZeni (shrnuto v Lacey a kol., 2008).¢ithu nevyhodou aplikace CpGV jeéthy Zir
zpasobeny larvou obate. Jeho vznik je v8ak nevyhnutelny, néholarvy musi dojit ke
kontaktu s oSéenym plodem. Po aplikaci CpGV vSak posttime snizujici se populaci
obal&e ubyva i mnozstvi zir Druha nevyhoda spiva v nutnosticastého opakovani
postiku s CpGV, ktera je nutna ki populainimu tlaku obal&e, ale také diky inaktivaci
viru sluné&nim z&enim (Lacey a kol., 2008). Aby bylo tedy dosazemjvyssSi mozné
acinnosti CpGV musi byt i@dem promyslena velikost davky, frekvence #&asavani
aplikace viru a bran v potaz ¢t generaci obate jabl&ného a pirodni podminky. Rén¢
je timto zgisobem chr&mo 2 az 3 miliod hektafi obhospod&vané plochy (Asser-Kaiser

a kol., 2007).
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K vyrobé¢ komegnich gipravki na ochranu sadovych str@me nezbytna stala
produkce znéného mnozstvi CpGV. To jgipravovano napklad zpracovanim larev, které
zentely na nasledky infekce CpGV, a tudizéletobsahuji virov&astice, které je mozné
extrahovat. Druhym Zisobem je replikace CpGw vitro (shrnuto v Lacey a kol., 2008).
V souwasné dob je v Evrog a USA registrovano & typa pripravki s obsahem CpGV.
Koncetrace viru je ve vSech komefch fipravcich v rozmezi 1 - 3,4 x f0OB/L. VSechny
piipravky vzniklé ped rokem 2000 obsahuji mexicky izolat viru s aamm CpGV-M.

VVVVVV

1.2.4Rezistence obalée jable¢ného proti CpGV

CpGV byl hojré vyuzivanym, dinnym a spolehlivym prostdkem pro ochranu pléd
jabloni ed obaléem jablénym. Tedy az do roku 2002, kdy byl ¥meckych sadech
zaznamenan pokles jehgimnosti. Od té doby byl stejny pokles zaznamenga Francii,
Italii a dalSich zemich Evropy (Berling a kol., 20&). Mezi lety 2003—-2006 byl véinacti
organickych sadech v jiznim ¢Wecku, které ohlasily neuspokojivé vysledky apléac
CpGV, proveden systematickygakum. Ten potvrdil vznik rezistence ob&ejabl&éného
k CpGV (Asser-Kaiser a kol., 2007; Eberle a kol008). Asser-Kaiser a kol. (2007)
provedla biologické testy n#inacti populacich obate jabl&ného z jiz zmiovanych sadl
z Némecka. Byly stanoveny igtdni letalni koncentrace {f), které u 11 populaci ukazaly
1000krat a u zbylych dvou dokonce 10 00Okrat ngsivost k CpGV ve srovnani se
senzitivnimi volg Zzijicimi i laboratorg@ chovanymi housenkami. Z jedné resistentni
populace byla zalozena linie CpR se 100krat vy&&stenci k viru ve srovnani se senzitivni
linii CpS. Ukézalo se vSak, Ze linie CpR stéle bbsala i senzitivni jedince. Proto bylo
potomstvo jednotlivych pérvystaveno selekimu tlaku diskriminujici koncentrace CpGV.
Z potomstva vykazujiciho nulovou mortalitu byly se®ny jednotlivé chovné pary. Po
dalSim kole selekce CpGV byla z potomstitgi rodin s nulovou mortalitou zaloZzena
rezistentni linie CpRR1. Také nezavislé studiumstentni populace ve Francii odhalilo
vice jak 13 000x sniZenou citlivost k CpGV (Berliagkol., 2009a). Takeé z této populace
byla ziskana laboratorni linie, jejiz citlivost GV byla snizena 60 000x (Berling a kol.,
2009a).
Dédiénost rezistencetki CpGV byla utena KiZzenim jednotlivych pdrsestavenych z linii
CpS a CpRR1. Vysledky ukéazaly, Ze rezistence jeokéda jedinym genem, ktery se
nachazi na pohlavnim chromozomu Z obelgabléného. Dominance alel tohoto genu,

ktery nebyl doposud identifikovan, je zavisla nan&entraci pouzitétho CpGV. U
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heterozygotnich samcs konstituci 2Z° se alela chovaipnizké koncentraci viru jako
dominantni a P vysoké koncentraci viru jako recesivni (Asserg@i a kol., 2007).
Mechanismus &li¢nosti rezistence je stejny bez ohledu na stupeistence dané populace
obal&e (Asser-Kaiser a kol., 2010). Diky tomu, Ze sestemce vyskytuje ha chromosomu
Z, dochazi k jejimu &ni v populaci rychleji, nez kdyby byla lokalizowana autosomu. To
je zpisobeno tim, Ze u samic matylurtenych chromosomalni konstituci WZ, nedochazi
k prekryti prosgSné recesivni mutace standartni alelou a je tugéfavena selekimu
tlaku (Vicoso a Charlesworth, 2006).

Rezistentni jedinci si tedy vyvinuli mechanismuterk je ed virovou letalni infekci
ochrani ve vSeché larvalnich instarech (Eberle a kol., 2008). Aslkaiser a kol. (2011)
zjistila, Ze mechanismus rezistence@pa v inhibici replikace viru v raném stadiu infekc
CpGV se §i po €le obal€e, ale neni schopen replikace v jakékoliviidei Také byla
odhalena vysoka specifita mechanismu rezistencbptnousenky linie CpRR1 byly
schopné blokovat virus CpGV-M, ale ne virus z (ke izolatu CpGV-112 ( Eberle a kol.,
2008).

V souwasné dob bylo v rekolika zemich Evropy zaznamenano vice nez 35 sadiovy
populaci obalée jabl&éného vykazujicich rezistencia® piipravkim na bazi CpGV-M
(Asser-Kaiser, 2007). Ta byla patrrzpisobenacastou a nad#mnou aplikaci posika
obsahujicich jediny izolat viru ze severniho MexiEpGV-M), ktery byl poprvé nasbiran a
popsan v roce 1964 (Asser-Kaiser a kol., 2007, R0Z@oho divodu je zapdebi ziskat
alternativni izolaty viru, které zpomali vznik aresii rezistence v populacich ohkzde
jabletného. Jednim z nich je izolat ziskany v Quebecunéida) pojmenovany CpGV-S,
ktery je obsazen v kom®rim pripravku VirosoftCP4 (Eberle 2010). Rezapanah a kol.
(2002) charakterizoval velky pet izolati CpGV z infikovanych housenek z iranu. Tyto
izolaty v provedenych testech prokazaly biologidk@enetické odliSnosti ve srovnani
s CpGV-M. Nekteré z nich by tedy mohly sehrafilezitou roli v kontrole rezistentnich
populaci (Rezapanah a kol., 2008).
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2 Cile prace

V sowasné dob jsou znamy fi¢iny vzniku rezistence obale jabl&ného Wdi
CpGV, jeji mechanismus i¢di¢nost. Doposud vSakies nemalé Usili gkolika védeckych
skupin nebyl pesrgé lokalizovan a identifikovan gen za rezistenci zodugny. Cilem této
prace je pedevsSim fispét k nalezeni genetické podstaty rezisten@eéi \CpGV pomoci

vazebného mapovani. Bilcile této prace zahrnuiji:

* lzolaci intronovych sekvenci z genomové DNA obalgabl&ného u linie citlivé
k CpGV (Krym-61) a linie u¢i CpGV rezistentn(CpRR1).

* Porovnéani sekvenci ziskanych z obou linii a idéw@ife polymorfisnd vyuzitelnych pro
vazebné mapovani CpGV rezistence.

»  Detekci nalezenych polymorfisirpomoci denatutai gradientové gelové elektroforézy
(DGGE) a restrikniho Stépeni PCR produlkit

* Navrh vazebného mapovani CpGV rezistence na chrmmoZ obalée jabl&ného.
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3 Material a metody

3.1 Material

Pro identifikaci a detekci polymorfisirbyly pouZity linie obalée jabl&éného CpRR1
a Krym-61. Linie CpRR1 obate jabl&éného rezistentni k CpGV-M byla poskytnuta Dr.
Johannesem Jehlem (Julius Kuhn-Institut, Darmsb&sihecko). Podrobnosti o linii CpRR1
viz kap. 1.2.5. Linie Krym-61 obale jabl&éného byla na naSem pracovisti zaloZzena ze
vzorku laboratorniho chovu udrZzovaného v labgidtddrdého v Institutu organické chemie
a biochemie AVCR v Praze od roku 1991. Linie pochazi z divoké pagmi nasbirané v
roce 1961 na Krymském poloostéov Rusku a adaptované na &lou vyzivu (Fukova a
kol., 2005).

3.2 lzolace DNA

Genomova DNA byla izolovana z housenek pggidh larvalnich instdra dosglych
samic a sanmicz jednotlivych linii pomoci komeniho kitu DNeasy® Blood & Tissue kitu
(Qiagen) dle navodu vyrobce. Koncentrace jednatlivivzorki DNA byla stanovena
spektrofotometrem Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)

3.3 Polymerasovaretézova reakce

Kodujici sekvence (CDS) studovanych gedzanych na chromosom Z byliepzaty
z préaci Sykorova (2011) a Nguyen a kol. (2012) (TBb Pozice introfi byla ugena
porovnanim CDS obate jabl&éného a gein bource morusového pomoci aplikace blastn
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Pro izolaci intravych sekvenci z obou linii obake
jablecného byly pouzity specifické primeryigvzaté nebo navrzené pomoci woln
dostupném programu Primer 3 (http://frodo.wi.mitkedRozen a Skatelsky, 2000) (Tab. I).
Specifity PCR produkt bylo dosaZzeno optimalizaci teploty nasedani pgciZitprimef
(Ta).

Kazda PCR reakce standartobsahovala 25 ng gDNA, 1 kx Taq pufr, 0,2 mM
dNTPs mix, 1 uM primery a 0,05 U/ul EXaq Hot Star polymerazy (Takara, Otsu,
Japonsko).
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Tab. I: Prehled pevzanych sekvenci ob&kejabl&éného vdzanych na chromosom Z a pouzitych specifitiyimet.

Gen Nazev primeru Sekvence primeru Produkt Intron Ta IGDeanBank Pivod
e o O TR C OO CT . wom s wC K77 Dalkova nepubtovan
nanchung mﬁmjgggggi giég??g?EJgTQ—S%%T%%Cg;ggg 520 bp 270 bp 63°C JQ771346 Dalikova, nepublikovano
dynamin gi“f;ﬂ;ﬂél g%ﬁ&%@gggggggg;ﬁgios 630 bp 320 bp 63°C JQ771349 Dalikova, nepublikovano
thioredoxin $§§::2:;82;11 g?g;ig?ggé@%ﬁ?%ﬁgg?;g?; G3 750 bp 460 bp 59°C JQ771345 Dalikova, nepublikovano
o OSSOl S ICOTCONCACKCGCTIMOSCCAT | s 20w 67 JQr7isss  Dalkors repulovs
isow fekor PGENG P STCCIOTMCCACCACCIICNS ooty <o 90 ma e
shaker gggﬂtmtgﬁ gg%g%?ég??ﬁé;gggg;ﬁi% 400 bp 200 bp 66°C  JQ771337  tato prace
shaker gggﬂt:mg:;ll g?gfﬁgﬁr’g‘g :g;géﬁ#ggééz <2500 bp <2500 bp 63°C JQ771337 tato prace
GABAreceptor gmgﬁgxﬁ;ﬁf gglgg:ggifégéggﬁ%iﬁ?;CCAB 530 bp 330 bp 57°C JQ771335 Nguyen a kol., 2012
O DN SSOMCICONONCIOOOCTTS  ssow  wow 63O i Nawenekol 01
ABC CmATPbc_sts1F 5 -CTCAAGACCAGCTAATGGACGTG-3 1000 bp 750 bp 67°C JQ771334  Nguyen a kol,, 2012

transportér F2

CmATPbc_sts1R

5-CCACACTTGCTACTGCTGGACGA-3’

2 |dentifikacni ¢islo cast&enych sekvenci génobalge jable&ného zvéejrenych ve

zveejrena.
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Geny byly amplifikovany v termocyklérech Master@rckep gradientS (Eppendorf),
XP Thermal cycler (Bioer Technnology Co., Ltd) aoBietra® Tpersonal (Scholler
instruments s.r.0.). Teplotni profil sestaval Zgeni denaturaceipteplot 94 °C trvajici 3
minuty a fticeti cykli denaturaceip94 °C o délce 30 sekund, nasedani primerajici 30s
(teplota nasedani pro jednotlivé pary pritngiz Tab. I) a syntézyipteplog 72°C. Doba
syntézy byla zavisla natekavané délce produktu. Zf&ecna syntéza probihala 5 minut p
teplot 72°C.

3.4 Gelova elektroforéza

Na 1,5% agarézovy gel v 1x TAE bylo naneseno 1 egkeru 1Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen, Carlsbad, USA) v 4x nanéSecinfryp (50% glycerol, 0,4%
bromfenolblue, 250 mM EDTA) a po 10 pl PCR produktlx nanasecim pufru. Gel byl
obarven v roztoku 1x GelRed (Biotium, Hayward, USA)x TAE a vizualizovan pomoci
elektronického UV transluminatoru Alphamager MINgICBioscientis (Ultra Lum, Inc.)
napojeného na digitalni kameru. Ygac piitomnosti jediného produktu byl zbytek PCR
reakce pecistetn pomoci kitu Wizard® SV Gelard PCR Clean-Up Syst@Pnomega,
Madison WI, USA) dle navodu vyrobce. Pokud byitgmny nespecifické produkty, byl
piislusny DNA fragment W§znut z gelu a extrahovan pomoci kitu Wizard® SMaBk
PCR Clean-Up Systém (Promega, Madison, WI, USA) rdigodu vyrobce. Vysledné
koncentrace vzofk byly stanoveny na spektrofotometru Nanodrop 200®efmo

Scientific).

3.5 Klonovani

Jednotlivé geny byly ligovany do vektoru Promeg&EpGT Easy Vector (Promega,
Madison, WI, USA) dle dopoteni vyrobce. Jednotlivé ligai sntsi obsahovaly 50 - 150
ng PCR produktu, 50 ng vektoru, 3 U/ul T4 ligazy & ligatni pufr. Objem reakce se
pohyboval v rozmezi 10 - 30 ul podle koncentraceyda produki. Ligace probihalaip
teplo€ 4 °C giblizné 14 hodin. Poté byla provedena transformace chegmick
kompetentnich buik E. coli kmene DH% teplotnim Sokem (tzv. "heat shock") dle
doporweni vyrobce. Transformované itky byly vysety na plotnu s 1,5% LB agarem
s 100 pg/ml ampicilinu, 350 uM IPTG a 35 mg/ml XtQdarostlé kolonie nesouci insert
byly preatkovany na novou plotnu.fRomnost plasmi@l s poZzadovanym insertem byla
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ovérena pomoci PCR s M13 univerzalnimi primery. Poaitilony byly inokulovany do 5
ml tekutého LB média se 100 pg/ml ampicilinu a in&vany po dobu 15 hodin iepace

za teploty 37 °C. lIzolace plasniidbyla provedena pomoci kitu NucleoSpinPlasmid
(Macherey — Nagel, Duren, éfecko) podle navodu vyrobce. Koncetrace viobyla

zmeiena na spektrofotometru Nanodrop 2000 (Thermo 8t@n

3.6 Sekvencovani

Ziskana plasmidova DNA byla osekvenovana v Labératenomiky Biologického
centra AVCR s pouzitim M13R a M13F univerzéalnich pririnerSekvence vektoru byly
detekovany ve volhdostupné aplikaci NCBI VecScreen (http://www.nolm.nih.gov) a
nasledd odstragny. Jejich identita byla potvrzena pomoci nastrofdastn
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Sekvence byly ayeny a zpracovany v programu BioEdit
Sequence Alignment Editor (lbis Biosciences, Cadgb a programu MagAlign
(DNASTAR, Wisconsin, USA). ftomnost polymorfism byla odhalena porovnanim
sekvenci daného produktu z linii Krym — 61 a CpR&KE v programu BioEdit.

3.7 Restrikéni Stépeni PCR produkti

V programu BioEdit byly vytvieny pro sekvence jednotlivych linii restitk mapy.
Porovnanim d&hto map byly vybrany SNP v cilovych mistech réstrich enzyni.
Restrilkéni enzymy byly zvoleny tak, abyé&gily odliSné u obou linii a aby vysledné
fragmenty bylo moZno rozpoznat na agar6zovém gPlouZité restrikni enzymy s
charakteristickou cilovou sekvenciagtusnym pufrem jsou uvedeny v Tab. Il.

Jednotlivé sipici reakce obsahovaly 500 ng PCR produktu, 1x @uf® U/ul restriéniho
enzymu. K vybranym enzyim bylo gidano 100 pg/ml bovine serum albumin dle
doporweni vyrobce (viz Tab. Il). 8pici reakce standardmprobihala 1 hodinuipteplog

37 °C u vSech enzyim Vyjimkou byl enzymFatl, jehoz teplotni optimum je 55 °C.

Vysledek byl vizualizovan na 2% agardzového gelu.
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Tab. II': Pfehled pouzitych restréaich enzyni a jejich charakteristickych znak

Gen Restriktaza Skpici misto Pufr
thioredoxin BspH 5'TGATCA 3 1x NEBuffer 4
nanchung HpH 5'CCGG 3 1x Tango
dynamin Nrui 5" TCGCGA 3 1x Buffer O
ABC transportér F2 Fat 5'CATG 3 1x NEBuffer 2

3.8 Denaturaéni gradientova gelova elektroforéeza (DGGE)

Pro detekci polymorfisiin pomoci DGGE byl vybran gethioredoxin na zaklad
vyskytu rékolika SNP a moznérfiomnosti kratké inzerc& delece v sekvencich rezistentni
a citlivé linie a gerdynaminna zéklad pritomnosti gkolika SNP a vhodné délce sekvence.
Primery pro DGGE byly navrhovany v programu FastPQ&lendar a kol., 2011).
Forwardové primery se vyzdéavaly gitomnosti tzv. "CG svorky" (5-CGCCCGC-
CGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGLLCCG-3), jejiz funkpeiva v udrzeni
DNA ve dvouettzcove forn¢ diky velkému mnoZstvi vodikovychistki mezi CG pary.

Dvojice pouzitych forwardovych a reverznich pringou zaznamenany v Tab. lll.

Tab. Ill : Prehled primeit pouziych pro DGGE.

Gen Néazev primeru Sekvence primeru Produkt Iy
thioredoxin TrxDGGEFZF 5-GTCTGTGAAGATCAAGGGTCCCGCT-3' 400 bp 57°C
TrxDGGER1 5"-CCGAGAGGTTTGACTGCCCATATTTG-3'
TrxDGGEFZ 5"-GGAAACATGCATATCATCACAACACCTC-3' 500 bp 57°C
TrxDGGER2 5"-TGAACTCGCCCATGTTGGTAGTGG-3'
dynamin CpDGGE_Dyn_F1 5"-GTCCACGCACTTGAGGCACG -3' 520 bp 61°C

CpDGGE_Dyn R1  5-CAAGATGGAGTTCGACGAGAAGG -3'

*CG — svorka5-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG-3°

Intronové sekvencéhioredoxinua dynaminubyly amplifikovany pomoci PCR (viz kap.
3.3.2). Pro zvySeni specifity reakce do ni bylidl@no 0,01 mg/ml 100x BSA.

Déale byly smichany amplikony z rezistentni i céivinie v pon¢ru 1:1. Pro
vytvoieni heteroduplexu byla DNA denaturovana 5 mirfu9g°C a renaturovana: (i¥ip
55 °C 50 minut (Dalikova M, Blazkova B; Ustnikhi), (ii) pri 4 °C 60 minut (Beaufils a
kol., 2012). Bmito zpisoby byl vytvden heteroduplex pro analyzu polymorfism
metodou DGGE.

Pro gipravu gradientového polyakrylamidového gelu byl§ipmveny zasobni

roztoky I (0,15 g/ml akrylamid, 0,02 g/ml bisakrplad v 1x TAE) a Il (0,15 g/ml akrylamid,
0,02 g/ml bisakrylamid, 0,336 g/ml avina a 0,32 % formamid v 1x TAE). Ty byly poté
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pouzity k vytvdeni ttizych koncentréich gradieni polyakrylamidového gelu. Ke kazdému
ztéchto roztok byly piidany polymerizujici latky a to 5,72 mM N,N,N',N'-
tetramethylethylendiaminu a 2,25 uM persulfatu anébro.
Separace probihala v elektroforéze TV400-DGGE (SRULAS) v 1x TAE pufru pi
teplog 60 °C @i napeti 230 V @iblizné 4,5 hodiny. Poté byl gel barven pomoci 0,2 ng/ml
ethidium bromidu v 1x TAE pufru. Dokumentace bylmyedena pomoci elektronického

UV transluminatoru Alphamager MINI Cell Bioscien{ltra Lum, Inc.) napojeného na
digitalni kameru.
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4  Vysledky
4.1 lzolace intronovych sekvenci

V této praci byly pouzity d¥ linie obal€e jabl&ného, linie Krym-61 senzitivni
k CpGV a rezistentni linie CpRR1 vykazujici 100xzemou citlivost k CpGV (Asser-
Kaiser a kol., 2007). Z vyizolované genomové DNAlipei obou linii bylo celkem
ziskano 11 intronovych sekvenci (viztilBha 1). Po vzajemném porovnani byly
identifikovany jednonukleotidové polymorfismy u 1@vojic intronovych sekvenci.
Sekvence gendiacylglycerol kinazybyly zcela identické. V sekvenci getlioredoxinu
byla vedle SNP odhalen&ifpmnost inzerce/delece o velikosti 8 bazi. Z liGieRR1 byl
amplifikovan dalSi produkt o velikosti 2000 bp, ¢¢hpivod bude dale testovan.iide se
jednat o nespecificky produkt, paraldigpolymorfismus v délce intronové sekvence (Obr.
4). Také v sekvenci genu-laktat dehydrogenazyyly vedle SNP detekovany é&v

inzerce/delece o velikosti 3 bp a 4 bp.

1 Kb marker 1 2

1,000 bp - ‘
m“
650 bp - -

se

Obr. 4: PCR amplifikace genthioredoxinlinii CoRR1 a Krym-61 obate jabl&ného.1 -
CpRR1, nadbytay produkt ozn&na Sipkou2- Krym-61.

4.2 Restrikéni Stépeni PCR produkti

Pro sekvence obou linii byig silico vytvoreny restrikni mapy, které byly vzajensn
porovnany. Naslednbyly vybrany restrikni endonukledzy pro detekci vybranych SNP
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(Tab. 1IV). Po Stpici reakci byly ziskané fragmenty separovany 8a agarézového gelu.
Timto zpisobem byla ofena pitomnost sledovanych jednonukleotidovych polymaonfis
v intronovych sekvencich.

V piipact genu thioredoxin S€pil enzym BspH fragment dle atekavani, ¢cimz
potvrdil pritomnost sledovaného SNP mezi liniemi CpRR1 a K6inm-V gipack linie
CpRR1 doslo také ke&teni druhého produktu v nezndmém cilovém ¢n(idbr. 5). PCR
produkty ABC transportéru F2obou linii byly enzymentatl nasSgEpeny jencast&né.
Vysledné fragmenty se vSak mezi liniemi liSi a oddaji atekavanym velikostemsimz
potvrzuji gitomnost sledovaného SNP (Obr. 6).

Enzym Nrul oproti atekavani negpil fragment genudynaminani u jedné z linii
(Obr. 7) EnzymHpall u genu nanchungstpil bez rozdilu v obou liniich (Obr.7). To
naznguje, Zze zji&ny rozdil v intronovych sekvencich byl gmben chybou polymerazy

pii PCR amplifikaci¢i sekvenaci.

Tab. IV: Prehled pouzitych restrénich endonukleaz, get aiekavanych a pozorovanych

Sttpnych mist.

Ocdekavané fragmenty

Gen Restriktaza CPRR1/Krym-61 Vysledek

Thioredoxin Bspll 750 /220 bp, 530 bp Srltl)zuk?‘éfen’ nespecificky

Dynamin Nru 530 bp, 100 bp/ 630 nedi, SNP nepotvrzen
380 bp, 140 bp/150 bp, 180 bpsttpi bez rozdilu, SNP

Nanchung HpH 140 bp nepotvrzen 1/1

ABC transportér Eatl 250 bp, 330 bp, 420 bp/580 bpSNP  owfen, cast&né

F2 420 bp Stépeni 2/3
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1 Kb marker 1 2

2 000 bp -

1000 bp -

500 bp -

Obr 5.: Sipeni fragmentu genthioredoxin (750 bp) linii CoRR1 a Krym-61 restriktazou
BspH (1, 2). 1 -CpRR1.2 —Krym-61. Druhy produkt linie CPRR1¢&geny v neznamém

mis& ozna&en Sipkou.

1 Kb marker 1 2

1000 bp -

650 bp -

400 bp -

300 bp -

200 bp -

Obr. 6: Stépeni fragmentu genABC transportér F2(1000 bp) linii CpRR1 a Krym-61
restriktdzouFatl (1, 2). 1 —-CpRR1.2 —Krym-61. Slak viditelny fagment (400 bp) linie

Krym-61 ozng&en Sipkou.
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1Kbmarker 1 2 3 4

1000 bp - |
650 bp - |

400bp - |

200 bp -

100 bp -

Obr. 7: Restrikni Sgpeni fragmentu geénnanchung(520 bp) adynamin (630 bp) linii
CpRR1 a Krym-611 - Hpall St¢peni genwnanchunglinie CpRR1.2 — Hpall Stépeni genu
nanchunglinie Krym-61. Slak viditelné fragmenty (140 bp) gemanchunglinii CoRR1 a
Krym-61 ozn&eny Sipkami.3 — Nrul S&peni genudynaminlinie CpRR1.4 - Nrul S&peni
genudynaminlinie Krym-61.

4.3 Denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza

DGGE vyuziva toho, Ze denaturace dvousroubovice D&lAilre ovlivnéna jejim
sekvernim slozenim, dokonce i pouhymi jednonukleotidovyamignami (Nollau a kol.,
1997). Heteroduplexova vldkna DNA sec¢mau disociovat jiz H nizké koncentraci
denaturaniho ¢inidla, zatimco vlakna homoduplexu a#i gkoncentraci vysSi. Na
denaturanim gradientovém gelu by tedy éln byt mozné po obarveni rozlisit
heterozygotni i oba homozygotni genotypy na zakjejich nizné mobility (Kwok a Chen,

2003).

Pro metodu DGGE bylo nutné amplifikovat sekvenaeaximalni velikosti 550 bp.
Za timto &elem byly navrzeny dva pary specifickych prifhgrsekvenci genthioredoxin
(730 bp) a jeden par pro gegnamin Forwardové primery obsahovaly tzv. ,CG svorku*
(sekvence bohata na CG péry). Koncefmtragradient denaturujich latek byl vytem
pomoci formamidu a né@viny a pohyboval se v rozmezi 10 — 80 %. PomodR Pé&akce

byly amplifikovany homoduplexy sekvenci gefx a Dyn obou linii. Nasled& byly
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vytvoieny heteroduplexy, které v naSem experimeiagtavuji genotyp heterozygota. Na
polyakrylamidovém gelu bylo mozné rozliSit homodayy od heterodupléx neba
vlakna homoduplex disociovala az ip vySSi koncentraci denaturujicich latek diky
spravnému sparovani bazi na rozdil od heteroduplexterého prokhla disociace tive
nasledkem fitomnosti nesparovanych bazi ("mismatches") (Opbf)8Teplota reasociace
nentla na vysledek vliv (Obr. 8, 9). K rozliSeni homgnyi bude teba dalSi optimalizace
metody. OdliSna mobilita heteroduplexu na den&nirgradientové gelové elektroforéze
vSak potvrzuje fitommnost polymorfisi mezi okkma liniemi. Analyza dvou fragmeint
genuTrx umoziuje porovnani mobility heteroduplexu obsahujicitbmze SNP (Obr. 8b)
nebo také kratkou inzerci/deleci (Obr. 8c). Ze sén je patrné, Ze fppomnost
inzerce/delece vyrazrevysuje rozliSovaci schopnost DGGE. Jak je vSdkt\na gikaldu

genuDyn samotné SNP k uggnému rozliSeni heterozygastasi (Obr. 9).
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Obr. 8: DGGE fragmentu genthioredoxinizolovaneho z linii CpRR1 a Krym61 ob&de
jablecného. Fragmenty byly amplifikovany pomoci pritndrxDGGE F1 a R1 (fragment |,
1-4) a F2 a R2 (fragment II, 5-8) Fragment 1 1- heteroduplex DNA linii CoRR1+Krym-
61 renaturovany ip teplog 55 °C,2 — homoduplex DNA linie CpRR13 — homoduplex
DNA linie Krym-61. 4 - heteroduplex DNA linii CpRR1+Krym-61 renaturoyapii teplot

4 °C. Fragment 115- heteroduplex DNA linii CoRR1+Krym-61 renaturovapny teplot 55
°C, 6 — homoduplex DNA linie CpRR17 — homoduplex DNA linie Krym-618 -
heteroduplex DNA linii CpRR1+Krym-61 renaturovaniy feplo€ 4 °C.b) Detail DGGE
fragmentu I. c) Detail DGGE fragmentu Il. Fragm#nibsahuje inzerci/deleci, ktera snizuje
mobilitu jeho heteroduplexu na denattmém gradientu.
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Obr. 9: DGGE fragmentu gendynaminizolovaneho z linii CpRR1 a Krym61 obé&te
jablezného.1- heteroduplex DNA linii CoRR1+Krym-61 renaturovaniy teplo& 55 °C,2 —
homoduplex DNA linie CpRR13 — homoduplex DNA linie Krym-614 - heteroduplex
DNA linii CpRR1+Krym-61 renaturovany ip teplo& 4 °C. Heteroduplexy oztiany
Sipkami.
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5 Diskuze

Obale jableiny, Cydia pomonellaje jednim z nejvyznangsich Skidci jadrového
ovoce, u kterého se vyvinula rezistence k SirokéleSkchemickych i biologickych
insekticidi. Doposud byly zaznamenany rezistence k aréenatDDT, karbamdim,
organofosf&im, pyrethroidm, diflubenzuronu, &kterym mikrobialnim insekticiim
a CpGV (shrnuto v Reyes a kol., 2011). Virus gramylobalée jabl&éného (CpGV) je
sadd hojn¢ vyuzivan diky své vysoké virulenci, selektivia Setrnosti k Zivotnimu
prostedi. Od roku 2002 jsou vSak zaznamenavany poklésyasti zgisobené vznikem
rezistence obate jabl&éného k CpGV (Asser-Kaiser a kol., 2007). Mezi hiapficiny
vzniku rezistence p#t piilis ¢asta aplikace CpGV a homogenita dostupnyiibravki,
které zpravidla obsahuji stejny izolaiyedem z Mexika (CpGV-M). Bylo prokazano, Ze
za vznik rezistence zodpovida jediny gen s dominaacislou na koncentraci viru a jeji
rychlé Sfeni v populaci je zisobeno jeho vazbou na chromosom Z (Asser-Kaiseil.a k
2007; Asser-Kaiser a kol, 2010). Vzhledem k tome,pbstiky s obsahem CpGV pét
mezi nejvyznargSi prostedky kontroly obalée jabl&ného v organickém zeftklstvi, je
pochopeni genetické podstaty rezistence k CpGoké pro jeho efektivni kontrolu.

Za pivodni aredl rozgéni obalée jabl&éného je povaZzovana jihovychodni Evropa
(Barnes, 1991; Franck a Timm, 2009), odkud se tibzii celé Evropy a dale na africky a
americky kontinent. Usjzh takto rozsahlého rozghi obalée jabl&éného spsiva v jeho
schopnosti adaptace n@&né klimatické podminky a noveé zivné rostliny, gkladaji jim
zpasobené Skody na meikach a vlasSskych rechach (Thaler a kol., 2008). Rychlé
rozSiteni tohoto Skdce téndt do celého sita je spojeno s aktivni migraci jedin¢kratké
vzdalenosti) a recentnim exportem infikovaného evdo celého sita (pasivni transport
na velké vzdalenosti) (Franck a Timm, 2009), cd@zenbyt jednou ziicin nizké genetické
diferenciace populaci obgke

Geneticka uniformita populaci ob&éejabl&éného byla potvrzena mnoha vyzkumy.
Fuentes-Contreras a kol. (2008) provedli vyzkunptfpulaci obalke jabl&ného ve dvou
hlavnich sadi@kych oblastech v Chile zalozeny na analyze pomuodirosatelifi.
Vysledky odhalily nizkou genetickou variabilitu mepopulacemi (~0,2 %). Nizka
genetickd rozdilnost byla prokdzana i u 33 populaaiiznych geografickych oblasti
Evropy analyzou mikrosatelita mtDNA markery (Gund a kol., 2012). Mikrosateljspu
vhodné k &mto analyzam, nebojsou neutralnimi markery reprezentujici procesy
genetického driftu a mutaci (Franck a kol., 200Na. druhou stranu,fppouziti markei
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pro rezistence Wi pesticicim, které naopak odrazi setek procesy, H studiu genetické
struktury populaci obade jabl&ného, byla odhalena vysoka variabilita (14,44%) imez
zkoumanymi populacemi v iranu (Khaghaninia a k&0Q9) i 27 sadech ve Francii, Italii,
Arménii a Chile (Franck a kol., 2007). Genetickoariabilitu ovliviuje i geograficka
vzdalenost populaci, klimatické podminky (relatiwtiikost, teplota, nadniska vyska)
(Khaghaninia a kol., 2009) a lidsky faktor, nagplikace insekticidl (Thaler a kol., 2008).
Tato prace se zabyva hledanim polymorfismezi rezistentni linii obate jabl&ného,
CpRR1, a senzitivni linii, Krym-61. Zvolena linier'yfn-61 pochazi z materialu ziskaného
v roce 1961 na Krymském poloostigwa je tedy patmgeneticky odliSna od séasnych
evropskych populaci. Jako molekularni markery lwtgto studii zvoleny SNP, nebgsou

v genomu velmi frekventované a jsou stabidldény v populaci (Brookes, 1999).

Déle byly testovany metody pro detekci ziskanychPSkestrikni Seépeni PCR
produkfi (RFLP-PCR) a denatutai gradientova gelova elektroforéza (DGGE). Ziskané
vysledky ukazuji, Ze metoda DGGE dokaze na denatimagradientovém gelu odliSit
heterozygotni genotypy od homozygotnich diky jejghazreé odliSné rychlosti disociace.
Rozdily mezi intronovymi sekvencemi vSak nejsoua ze&, dostatec velké, k odliSeni
samotnych homodupléx ZvySeni citlivosti metody, nadppouzitim kratSich fragmeint
bude gednttem dalSiho studia.

Také metoda restrékhiho Sépeni PCR produktv mistech nesoucich SNP (RFLP-
PCR) dokazala potvrditifftomnost vybranych SNP. Pouziti této metody je ugakovano
n¢kolika faktory, jako je naifiklad nizky p@et vhodnych SNP nebo fin&m nar@nost
nekterych restriknich enzyni. Detekce SNP timto Agobem mohou komplikovat i chyby
polymerazy pi amplifikaci a sekvenaci nebo polymorfismus slealodho SNP nejen mezi
ale také uvnitjednotlivych lini. Nicmén pouzité metody potvrdily dostateou genetickou
diferenciaci mezi liniemi Krym-61 a CpRR1 a po i@tiné optimalizaci je bude mozné
pouZzit i genetickém mapovani rezistence k CpGV.

Rezistence kiznym chemickym latkdm jiz byla U&n¢ mapovana u &kolika
motylich druti. Prvni vazebné mapovani genu zodjumého za rezistenci u motyl
provedl Heckel a kol. (1998). Pomoci allozynovyclarkei se jim podélo u mary
Heliothis virescens zamapovat acetylcholinesterdzu zodfsmou za rezistenci k
organofosf&im. S pomoci AFLP markér pak bylo provedeno vazebné mapovani
rezistence k Bt toxinu u z#&gxntka polniho,Plutella xylostella (Heckel a kol. 1999) a

mury Trichoplusia ni(Baxter a kol., 2010), resistence k fenvaleratniuwy Helicoverpa
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armigera (Wee a kol., 2008hebo rezistence ke spinosadi uxylostella(Baxter a kol.
2010a). Mapovani rezistence ke spinosadB. wylostellabylo pak recenth pouZito k
demonstraci noveéhofistupu zalozeného na novych sekwgmneh metodach, tzv. RAD
sekvencovani ("restriction-site associated DNA"aXtr a kol., 2011b).

Na zaklad téchto praci bylo navrZzenotikeni rezistentni linie CpRR1 a citlivé
Krym-61 dle schématu na Obr. 11, jehoz vlastni pdeni bude igdmitem mé diplomové
prace. Budou vythvi@ny pary skladajici se ze samice linie Krym-61 maalinie CpRR1.
Vylihlé housenky jednotlivych pér se budou skladat z heterozygotnich sans
hemizygotnich samic. Nasledovat budowtmp KiZeni rezistentnich heterozygotnich
sama@ z F1 generace s rezistentni hemizygotni samicie CpRR1. Zptné Kizeni samic
z F1 generace nebudou provad. Vzhledem k sawii achiasmatické meiose by nebyla
informativni (Traut, 1977). Potomstvo &pého Kizeni se bude skladat z homozygotnich
sam@ a hemizygotnich samic rezistentnich k diskrimiciujkoncentraci CpGV-M a
heterozygotnich samic a hemizygotnich samic ktéto koncentraci senzitivn
Diskriminujici koncentrace CpGV-M ipkteré je rezistence recesivni, byla Asser-Kagser
kol. (2007) stanovena nasd-= 5,8 x 10 OB/mL. Z jednotlivych parentalnich méam
z prezivSiho potomstva bude vyizolovana genomova DNAkteré budou dale pomoci
PCR amplifikovany kratké polymorfni Useky. Jedndeokidové polymorfismy aifjpadné
inserce/delece budou poté detekovany pomoci mel8GE a RFLP-PCR (viz vyse).
Nasled bude provedena vazebna analyza, na jejimz zaklade mozné vymezit oblast,
kde se gen zodpeeny za rezistenci obale jabl&éného k CpGV vyskytuje.

V této praci se pod#do zjistit polymorfismy v 10 z 11 studovanych iatrovych
sekvencich linii CpRR1 a Krym-61 obéde jabl&éného. Dale byly testovany metody
RFLP-PCR a DGGE schopné identifikovat SNP a inZdetece v ziskanych sekvencich
Ziskané poznatky umozni vazebnou analyzu resist€pé&V. S jeji pomoci bude mozné
vymezit oblast nesouci gen zodpovidajici za rezistk CpGV. Genetické zamapovani
resistence k CpGV umozni, spéh s dostupnym referénim genomem bource
morusového, identifikaci kandidatnich gepro dalSi vyzkum. Jejich studium umozni
pochopeni vzniku resistence k CpGV na molekulandvii a v konéném disledku

prispeje k dlouhodob udrzitelné kontrole obate jable&éného.
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Obr. 11: Navrh KiZeni po genetické mapovani rezistence k CpGV-Mnetaobalée
jablezného ZZR z rezistentni liniecCpRR1 bude kiZen se santkou obalée jabléného
Z5W z citlivé linie Krym-61 (P). Nasledd bude provedeno zmé WKiZeni )
heterozygotniho samce®Z® z F1 generace s rezistentni samiéWzZ z linie CpRR1.
Potomstvo zftného kiZeni B,) se sklada z homozygotnich san#®z® a hemizygotnich
samic Z'W rezistentnich k diskriminujici koncentraci CpGVavheterozygotnich sarfha
hemizygotnich samic k této koncentraci viru semsitih. Posled& jmenovani po aplikaci
diskriminujici koncentrac€pGV-M (¢ervena Sipka) umiraji nebo nejsou schopni kukleni.
Imaga B generace, tj. samci genotypliZ® a samice genotypu™# budou zamraZena pro
pozckjSi detekci SNP.
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6 Souhrn

Obaleg jableiny, Cydia pomonella, je hospadfly velmi vyznamny Skdce
piedevsim jadroveho ovoce, ale také meékua viasskych fechi. K zamezeni vysokych
ekonomickych ztrat pouzivaji sadd@iroké spektrum insekticid Jednou z alternativnich
metod k chemickym latkdm je aplikace st na bazi viru granulézy obale jabl&ného
(CpGV), jehoz vyhody spidvaji ve velké virulenci, vysoké selektivita Setrnosti k
Zivotnimu prostedi. Od roku 2002 byly v Evréaznamenanyifpady rezistence obale
jablecného wici CpGV, za kterou je zodpeédny jediny gen vazany na chromosomu Z.
V této préci bylo ziskano 11 intronovych sekveraiigvazanych na chromosom Z obade
jableéného z linii Krym-61 a linie CpRR1, ktera je k CpG¥Zzistentni. | fes zn&nou
uniformitu genetické struktury evropskych populatial&e byly v €chto sekvencich
identifikovany ¢etné polymorfismy. Dale byly testovany metody detekziskanych
polymorfismi, RFLP-PCR a DGGE. Bylo navrzendiZeni jedind obou linii, na jehoz
zaklad bude mozné vymezit oblast, kde se nachazi genox®dpy za rezistenci obale
jableiného wici CpGV a tim vyznam& prispét k poznani genetické podstaty této

rezistence.
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8. Priloha 1: Sekvence s vyzganymi SNP a inzercemi/delecemi. Intronové sekvence
jsou tené zvyrazreny.

>Dynamin_Cydia pomonella_ CpRR1/Krym-61

CTATTGAGGGTTCCGGCTCTGCACAAATCAACACCAATGAGT TG BUHEEAABGATC
AACCGGCTCTTCCACGAGAGGTTCCCCTTCGAGATCGTCAAGATGSBGATBBAGGA
GCTGCGGCGCGAGET] GCCTTCGCTATCCGGAATATCCACGGTATCAGGGTACGTGGA
CGTTAGGAAACTGAAATGGGGTTGATTGGAGAAACTAGCTTAAGABGAGECTGTC
ACGGAAACGGGTGACGTACAGCGAGCTGTGAAATTGCATGAATTGAATABAGCTA
TTAGAAGCATTTCTAATCACTTGCAATACAXALCAITTTCTAGGTGTCCTTAATCGGAC
CTCAGCACTCTTACTTGGTACAATCGTAGATTCAGTTAACTIGARTCCGAAAATIC/
TITTATTGTAAAGAGATACCTGCTGATGGTCATTTAACCATTTATAABGBTBAAATGG
TTCCATATTI[G/T]TTGCAGGTGGGGTTGTTCACGCCTGACATGGCGTTCGAGGQLCATCG]
IT ]JGAAGAAGCAGATCGGGCGGCTGAAGGAGCCGTGCCTCAAGTGAGBIEGATGC
AGGAGCTCTCCAACGTCGTCCGCATCTGCACTGAG

>DGK_Cydia pomonella_CpRR1/Krym-61

CTTCTGCAAATTGATGAGGCGGGACGCGGCCATTTGTGCTGATCTAGBABCACCT
GCATATATCCGTAGCAAGTTTTTATTTAATTAGGTCCCTTTTGCAGORTIACAGGTT
TGAGTGTTTCGCACEATCTCTAGGATACGGTCATCGAAAGATGGGGCTAAGAAAATATCA
TCGCCCCTGGTTCCTCCCCAAAAATTCGTCCCACCCATGAATGATGAASTACGAC
AATCCCCTGCAGTTCTGGCAGCGGTA

>Nanchung_Cydia pomonella_CpRR1/Krym-61

AGCTTCTATCTCGTGGTCGGTGCGGTCAAATGCGCCATAATAGTGGBAGAAAGCG
ACATGAGGAACATGGCCATGATGCTCTCCATGGGCGACGGCATARBGTIENGTCG
TCCACGCCCTCTGGIT |IGTGT[ T/C] CGGATTGTCGAACGACAGGAAGATTATGTAATAC
GCTGAAAATATTTACAAGCTCTATCAGACTCGGATCAAAATTTTTATAQRECATCG
ACACACGTTATTTACGTAATATTTACGATGGGTACTAGCTATTTTAZBRBATACACT
CAGTI[A/G]JAAACTATAAGTTCATCCATGGATAAATCCAAAAACAGTTAAAGACBAATA
AAAGATTGATTGCAAATTAATTTGTTAACCGGTGTTAGTTAACATTIAAABAAATAT
CGAGCATAATATTAGCCGTAATGAGACGTAGAGAAAAGCCCATCACAAL]ICACTA
GATAAATGCAGACGAACCGCAGCAAGTCACCCATCACCATTCTG
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>GABAr_Cydia pomonella_ CpRR1/Krym-61

TGGATTAGGTAGTATCCCATGGACCGAACAAATTGTATCTCGCAGBAGWYTAATT
TCCTGTGGAAAATATTCAAATATACATTAATTTAGTCCTGCAGAAGTGAGGTABGATA
TTTAATTGCAATCACAAATCAAATTTCAATAAAATCGATCTTATAAFBRAACAAACG
AATTGTATGE/TJTTTGCTATGTTTATATGATTTTAATAGACAGCATACGAGTGTTAATTA
CATTAATACTAGTATAATCACACCACTCTATCGTGTTTTTTTTGTGEARATBAAAGCA
GGACGTGAAAAGAATCGTGACTGTTTTTGTCCAGTGTTAAAGGTAGTEGACTTGT
TATTTATGGGTTAATTCCCCCGCABTAGTCGTGAGGGAGATCTCCATGGCTCGCTGGCG
ATGGCCGAGGACCTTGAACTGCGGCAGCGACACTTCACTCGACABARITSGGGC
CCTCGTTCCATTTGTATCGGATGTCCCGCATGGTGTAG

>LDH_Cydia pomonella_CpRR1/Krym-61

AGGGCGAGATGATGGACTTBG]|GCACGGCTCCGCCTTCATGAGGAACGCCAAGATACA
AGCCAGCAAESTGAGATCAAACACTTGCTAACGTTTCACATTAACAGCATGCTTCTGATT
CATCCAATTTGGGTTGGTTCGAATTTAATATGTTTTGTGTTATGTTGEIIERCTGAAC
CACAAAACTGAGTTCAGACTIG/A—-]AT[ G/AJATATGGGCAACTAGGTCAGTTTATT
GCTGACGTGGACGACCATCATGTCATCTTTACACAACTAACTGAAMATRERAAGTA
TTTTACCCGTAACAATATAGAGGTA[
ICCTAJATAATTTCATCAAAGGCCATCTTCGTCTTAAATCTTTGAAATACATAGAATA
GGTAGGTTTTATGAGGCCTAAAATTTACTTAATATCATTTTGAAACKGRHATTTAA
AGTAGGTACCTAGTTATTAATATGTTGTAATGATIATCATACAGATTATTCGATATCG
GCGGGATCGAAGATCTGCATCGTGACGGCGGGCGTGCGGCAGCGABAIBGGACT
CGACCTGGTGCAGCGCAACACCGATGTACT

>Shakerintron1l_Cydia pomonella_ CpRR1/Krym-61

GTCGTTCGTTTGAAGGGAGAGGTTTCTCTTCTTCCTTTATGAAACCTTCACTGTAA
TAGACGTTATATAAATTTGTTCAATATTCCTATAAAGTAACTACAAGRICTATTTC
TACAAAATCATGAACAGGCAATTCTCAGTAATTCTAAACACACTARETBTGTTGTT
CTTGAAAAATGGAATA[T ]TTATAAAAAAAATATATATATAGGTATATAAATTGCCAAAA
TTTGGTGTGTAUGGAATTTGTTGGTGGCTTGCTCGCCAAGTTCGTAAAACTTAATTTCCTC
CGAGAATACGTCCAGCGGAACATTGACCGGACGCCGCAGTCGTCCGCC
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>Thioredoxin_Cydia pomonella_CpRR1/Krym-61

CTCTGTGAAGATCAAGGGTCCEBTI[GACAAGGGCCCCAAGTCCGTGAAGCTGTTCATC
AACCAGCCGCGCACGTTGGACTTCGACCAGGCCTCTGGGAACACBTRRGTGET
TGGATGAGTACTTCTAGTCAACTACGCTGTTGGACATATGTCCCCCCAASTAM
GAACTGCB/A]JAACTCCTAGTATGCTGCACTCCATTGCTTGCTGGCAAATTIGAGT
TGGGAL/T]TTCTGGGCTTCCGTTATGTACAGACTTAT] JACTAAATAATTACTAAGG
CAGCTATTTCTATTCTAGAAGTACCTAAATAATAAGTACTTITAGAAACATGCATATC
ATCACAACACCTCAAATATGGGCAGTCAAACCTCTEEGATCAAACGCRTCTCTCT
[ JCGG[CA/-—]AT[ CAAA/TGGITTTGGGGTTGGGGGGACTATAAAGGAGCC
CACTGGTTAACCGTCCGCTATCGGCTTGTCAATTAGAACAAAAAGITIGATA JGA
ACTGACAGGCCGATACCGTCCAGTGGACTGTAATCAGTGGGCCUGITANBATA
CATTAACCTAACATTCCCACTTCCGAGCACTCCAAACGACGTGGAAGGCAACCCGATCC
CCCTCAAGTTCGTAAAGTTCCAAAGCGTCCAGAACATCCAGCTGREGHTIMACCAG
TC[G/T]GGCGGCGACGTGACGCAGATCGACCACCTGGCGTTCTATGIBIAIGGTC

[ C/GJCCACTACCAACATGGGCGAGTTC

>ATPbc_Cydia pomonella_ CpRR1/Krym-61

CTCAAGACCAGCTAATGGACGTGTACGAGCGCCTGGACGAGCTBOBCGGGGCAA
GCCCGCGCGGCCAACATCCTGAACGGTCTCGGCTTCACCAAGGBBBREGEGCAC
CAAAGACTTCTCCGGABBCACTTTTAAGGCGCCATTCATTTATTACATAAGCCGATTTA
GTCGACGGTGT|CJTTATTTTTTCTTACAAGAGAGTGGGACAGGTTGATAGTTCTTACGT
AATATCACAAACAT/T |GCACAAAGTTAAGATTATGCTTTGGAAAAGCGCGAGCATTCTTC
ACTTCTTTCGGCTTGGTCAAACTATTATTGTAACAACACATTTTCARBTCGAGCTGT
TTTCAC[G/A]CTTTAAATATCAAGTTCCTCCAAGGCTGTGGAATATGCTACCTGATGAGA
TTTCTC[G/T]JAGGGTCTACAGTATGAGTTTCTGCAAAAAACCGGACARGTGPATC
GGACTCGCCCACCGAGGGTTCCGTACTTTTTAGTATTTGTTGTTATASTEEAAATA
CATCATCTGTGAAAATTTCAACTGTCTAGCTACCACGGTTCATGAGBTAGETGACA
GAC[A/G]GACGGACGGACAGCGAAGTCTTAGTAATAGGGTCCCGTTTTACGIAO GG
GG[C/A]JACCCTAAAAAGGAGTGTACAGATTTATAAAGGIGAGCCGTA[/C]GCTTG
TG[G/T]TGCCA[T/A]CGTCGTGGTAAAAAAAAATGTGTTGTGTGTTGATATCAACTTGAA
ATTTCTAACTCTACTTTAAATTTATATACTGATTACTGATGCACTGBBGBTCAAGTC
ATTTTCAACTCGE/A]JGAGATTTCGAGGTTCGAATGTGGGTTCTAACTCTAACTATAACGT
ATCATTTTGTAAE/A ]C AGGGTGGCGTATGCGTATAGCGTTAGCACGCGCGCTGTACGTGA
[ /A ]GC[ -/C JACACTTGCTACTGCTGGACG
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>RpS23_Cydia pomonella_  caste ¢na sekvence CpRR1/Krym-61

TG[T/CJTW[ A/T JATTCATTACTAAACGAATGGC|T [CGACTTTCACTTCAAATAAGGT
TAAAAAACTGACTTTCGAGGEA[ | GGCCAACAATTGATTTTAAATAAAAATGATTTTGA
TACATTTTAAGTTTACATTTAGAGAAGACAAGTAACCTCAATAATAGAARGAATTAA
GAGTCACACGACGAACACAAAAGAGGATTTGTGTGATTCTCAAGTAATRAGGTGA
GATAGTACAACTGTTTTAGTCCTATCAAAAAAAAGACCATATAATGXOGABACATGT

T[ A/T JAGCCATTAACGCCCATCACATACAAAGCGATAATATACCAAAAGATRATAA
GGAATCTTAAGATAATATATAGTTTGGTATACTACAATTTTAGTATSTCIATTTCAC
AATGTATATGCTATACAGACAGCGATATATATTTTGGTAATGTTGAEKGGEIGCTCAA
CTATACTATTGGTACATATATTAATATATATTTTCACTCTGTGAAGAGGDAGTAGGT
AATGGAGAAATCAGATACACAACATAGGTACTAAGGTTGACATTCATRRMXGAACT
TCTGTCTTGTTCAGGTTAAATGAATTTACTGCCGGTGTTTAATACABNACT CGAGC
AAATTTC[TTA/CAT]A[ AAAG/TCTAAG[ A/GITGTAAATCCATGCTTCGTGAAATAACA
GCATGGTTGAAAATGTCCACCATGGRIGAA[ A/C]TGACAAGACATGGTTATTAGAA
GATAAAGAGAAAACCTAAAAAAATATGTGTGCTACATTAATATTGTUACASCTGTA
TGATGACAAAGAGAGTAATATTGGGTTTAATGATTTTATCCAACATTAATTAACAT
TATTTAACAGGTCACTTACATAACTATTGGCAATTATTTAACCCAAGAGAGTACAGA
TGCATAGCTAACAGCTAAGTAAATAATTTCGCATTGGTTAATATAANEBENGATAT
GAAATATATAAAATAAAGTGIG [TTTAAGTAACAACAAGCATATTTCAGCTGTACATTCC
AGTCGTCCTCAAAGTTACTBRAJACTACTACTTTTAACAGTAATGCCACAGCAGGTAAAA
TCCAACACAATAGTTTCAGCTACAGTTGAACCTGACCATAAATTGGAARRAAGGT

IT]

>Shaker_Intron2_Cydia pomonella_ CpRR1/Krym-61

GTCATCATTAGCTTCCCGTCACTTAWI{
JAAAATAGCTTTTACACCATTTTCGATAGAGAAAGTTCCAGTTTTTOAGTCGATGTTT
AGGCATGATTGCAATATGTTGAATCACGTCGTAGTGTCCATGTCERAIARACTC
TGTAGGTTTCTGTTACGTATTAAGTATTACTTTCAGTTCAACTTGACTABATTCGAT
TAAAGTGCAAGA]G]CCGAGAAGAGATGTGTTGTTTATCTTTATATTGTTTGGATCTCCG
TAGTTTATGTCACTCTAAACGATTATAAGATGGCCAATGCGTTTTAATAGGACTTA
AACTGCATGTAGTTGCTGGCGCTAAACTCAATATGCAACGCGATAMATLEIGAATT
TCAGAAACAATAAAAAGCTAGCGAGTGTGAAAGGTGATGAATGAMTRGTTAATA
ATCTTATTTTGCTCTGCGAATGGTCI [TCTATACGATAATAACTATTTCTTATGAGAAC
GTTATATTGGTTTTAATAATTATGTTATGTAGGAGTATGTGCAAGTHGEATGTATTA
GGTATGTACATGAATACATCAATCGAGTAACGCATGTTCACCGTCATAGCGITTT
CATTACCTACATCATAGATTGATCTTTCAATCGTAGCTTAATCTTGICIAMTGTTA
CGCGTAGATACAATCGGTAATAAAGTAATGAATATGGTTGTCTAMIBSCGTGTTC
TCGTMMAGGCCGGTTGGAGTGTGGGGGAAAATTGTCGGTTCGCTGTGTE®EEATEIEC
CTCACCATCGCGCTGCCGGTGCCCGTCATCGTCTCCAACTTCA
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>|DGF_Cydia pomonella_  caste ¢na sekvence CpRR1/Krym-61

CCGCCCCAATCTACGCCCCACAGAACCGCAATCCCCTGTTGAAGTGAITTTCT
TACTGGTGAGTCTCTCCTCGTGGGTTTACGAGTACTTGCACTCTADMAGITACACA
GCCCTTTCTACGCCGAATAGAACCGAGATCCCTTTTTTAATGTCOCACTOIGSAACT
AGGTGCATATTCTACTTAGAGATTGAATAACCCTTTAAGATBJGLCTACACCGCTCC
CCATCTTTACATGCACAATGGGGATGTCCCTGTATTTAAAATAAGTARRAOCATTCA
CGAAATGAAGCAGTAGACCAGCAGCAC]
IAJCACAAAATATTACAAAAACCTAGACCGCAGTTATTTTCAGACACAMATTITAATA
AATCCGAAAGAACTACATATGTATAAAGAGTAGGTAATTTGTTTTEATATAGATTT
CATAGTGGCTAATACAGTTCGAAAAAAGAATTTGACTGTGATTTGEBTAGAACTAC
CCTATTTGTATTATTCTCACATGGTGCTGCAAACGGAGCTATGCOGITERAMMACACC
AACTACCAACGTGAAAAGCAGGACCGATTACAATTTGTGAACTATGTSBCGATTCGG
AGGAGTCTTTTGCTTACCGAAAAAGAAAAGAAGGAAAAATTACCANGREKAITTCAG
AGCTGTTATCGAACAGCACCCTCTGTTACATATGCCTAGACCGCTORGGIRACH
IG]GTGGCATGGGTCGARALC/ATT]TCC[ C/T]JAAGTATATGGCAAGGCTTCCTCAAAGC
TTGGGCCGCCCACTGAGCCCAGAGGATACTGGTTCGATTCTAGQNCTIEENCGCCT
TGGTCATTTTTCCTTCGTATATAACATTCCTTTCGGTTTATGGTTTATAGAGTCTAC
TTGAAATAATACATATTAAAATATTTTCATTGAGAGTAATTTAATGTAREITTTTTT
TCAAGTTGGTTTTTTTGTAGATTTTTTTGAGAGTTCCCCAGGTCATRAXKTITATGAT
ATTCCGTCAGGCTTCAGCA/IIBECCGCCAGCACCAAGATTGTTCTCGGCATCGCCACCTAC
GCCCGCACCTGGAAGCTTGATAGTGACAGCGAAATCTCAGGCGTHICCROBTAGA
CGGAGCCGGTGAAGCTGGTCCTTACACCA
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