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UvoD
1.1 Aphididae

Aphididae, neboli mSice, patii spolu se sesterskymi skupinami Adelgidae a Phylloxeridae
do skupiny Aphidoidea (Hemiptera) (Havill a Foottit, 2007). Jednd se o hmyz parazitujici
prevazné na krytosemennnych rostlinach v temperatni zén€, avSak jejich rozSifeni je
celosvétoveé. Dokazi migrovat na velké vzdalenosti hlavné diky pasivnimu pfenosu vétrem.

Msice se podobné jako jiné skupiny hmyzu (napi. Cervei nebo cikady) zivi tim,ze
nabodavaji rostlinnou tkan Gstnim Gtvarem, tzv. styletem a saji floémovou tekutinu, ze které
ziskavaji potiebné ziviny. Rostlindm vsak neSkodi jen samotnym vysdvanim zivin, ale
predevsim pienosem fady rostlinnych vira, které posléze Casto rostlinu zahubi.

Déle se mSice vyznacuji svymi slozitymi zivotnimi cykly, které zahrnuji stfidani
hostitelskych rostlin a stfidani pohlavniho a nepohlavniho rozmnozovani. Takovy cyklus, ve
kterém se objevuji jak pohlavni tak nepohlavni formy rozmnozovani se oznacuje jako
holocyklus. Béhem holocyklu se v jedné fazi, vétSinou na podzim, objevuji samecci, po
zbytek roku se samiCky rozmnozuji partenogeneticky. Oproti tomu pii anholocyklu

k pohlavnimu rozmnoZovéani nedochazi vibec.

1.1.1 Partenogeneze

Partenogeneze je formou nepohlavniho rozmnozovani, pfi kterém se z vajicka vyviji
jedinec, aniz by vajicko bylo oplodnéno spermii. Vyskyt tohoto druhu nepohlavniho
rozmnozovani je zndm predevSim u rostlin a hmyzu, ale byl zaznamenan i u vysSich
zivocicht jako jsou naptiklad nékteti Zraloci (Chapman a kol., 2008).

Rozlisujeme nékolik forem partenogeneze. Méné dokonalym druhem partenogeneze je
tzv. sperm-dependentni partenogeneze (napi. u rybek zrodu Poecilia). V tomto ptipadé je
pareni nutné pro indukci embryogeneze, ale samc¢i geny nejsou nijak vyuzity (Heubel a Plath,
2008). Telytokni partenogeneze je typicka pro hmyz a rozd¢luje se na dva typy — apomixis a
automixis. Pfi apomixis neoplodnéné vajicko prodélava jedno déleni podobné mitdze, které
vede k vyvoji potomstva zcela identického s matkou, zatimco pii automixis dochazi
k normalnimu meiotickému déléni a ndslednému obnoveni diploidity u potomstva (Nokkala a

Golub, 2006). Jednim ze zastupcli apomixis jsou praveé msice.



1.2 Aphididae vs. Adelgidae

Jak uz bylo feceno, jednou ze sesterskych skupin msic jsou Adelgidac nebo také
korovnice, které¢ jakozto skupina fytofadgniho hmyzu sdili se msicemi fadu spole¢nych znakt a
vlastnosti. Jednim takovym znakem jsou jejich komplikované genera¢ni cykly vyznacujici se
cyklickou partenogenezi. Tento typ asexualniho rozmnozovéni, kdy se potomstvo vyviji
z neoplodnéného vajicka, poskytuje msicim a korovnicim mnoho vyhod jako napf.
kolonizovani novych oblasti prostfednictvym jednoho jedince, rychlé namnozeni za vhodnych
podminek ¢i nezavislost rozmnozovani na poméru obou pohlavi v populaci. Sexualni
rozmnozovani vSak v tomto piipad€ rozhodné neni méné dulezité, protoze hraje vyznamnou
roli pfi obménovani genotypu (rekombinace alel) a zarovén omezuje Sifeni mutaci a repetic
(Haag-Liautard a kol., 2007).

Korovnice se od msSic odliSuji vedle specifickych morfologickych znaka také svymi
hostiteli, které u nich pfedstavuji vyhradné nahosemenné rostliny, a pak zachovanim oviparity

po cely zivot.

1.3 Diuraphis noxia

Diuraphis noxia je msice parazitujici na obilninach jako jsou pSenice, jemen, zito, oves
nebo Triticale (pSeni¢no Zzitny hybrid). Nékdy se pro jeji oznaceni pouziva nazev ,,Russian
wheat aphid® neboli ruskd pseni¢na msice, pravdépodobné z diivodu jejiho domnélého mista
pivodu — jizniho Ruska. D. noxia se z oblasti jihozapadni Asie a Sttedomoii rozsitila do jizni
Afriky, dale pak do Mexika, USA a Kanady a dnes je jeji vyskyt patrny po celém svété
v oblastech péstujicich obilniny (Havelka, Gstni sdéleni).

Diky rozsadhlym Skoddm na urodach obili po celém svété s velkym dopadem hlavné na
zemé 3. svéta se tato mSice stala v posledni dob€ ¢astym namétem pro fady vyzkumt, a proto

také ziskala titul ,,mSice roku 2009%.

1.4 Chromosomy msSic

MsSice, stejné jako jini zdstupci Hemiptera nebo napt. Lepidoptera maji holokinetické
chromosomy. Tento typ chromosomii bez lokalizované centromery vykazuje kinetickou
aktivitu po celé ose chromosomu nebo jeji vétsi ¢asti. DalSimi vlastnostmi téchto
chromosomil je vétSi odolnost vi¢i ionizacnimu zafeni a schopnost zachovani vzniklych

fragmentl diky kinetické aktivité ve vSech ¢astech chromosomu. Pravé zachovani fragmentii



vzniklych pfi chromosomalnich zlomech zptsobuje chromosomalni polymorfismy, které byly
pozorovany u ptirodnich populaci msice Myzus persicae v Japonsku (Blackman a Takada,
1977).

Mnozstvi chromozomi u mSic je zna¢né variabilni, pohybuje se v rozmezi od 2n = 8 do
2n = 40, pficemz nejcastéjsi je pocet 2n = 12 chromosomu (Gut, 1976). Pocet chromosomu
vSak muze zna¢né kolisat i mezi druhy jednoho rodu. Napf. u druht z rodu Neuquenaphis se
pohybuje u diploidnich samic od 6 do 16 (Blackman a kol., 2003).

Dalsi pfic¢inou chromosomalni abnormality ¢i polymorfismu je vedle zachovéni
fragmentii také vyskyt tzv. B chromosomt, nadpocetnych chromosomi, které se pomérné
¢asto objevuji u mnoha rostlin a zivocichli a jsou povazovany za samostatné, parazitické
elementy, které se nefidi Mendelovymi zdkony dédi¢nosti.

U druhi rodu Euceraphis byly objeveny nadbyte¢né chromosomy, které se v§ak od jinych
B chromosomil li§i svou stabilitou velikosti a poctu. Tyto vétSinou heterochromatické
elementy svym vzhledem a chovanim béhem spermatogeneze pfipominaji chromosom X
(Blackman, 1988).

Vznik B chromosomid miZe byt rlzny (Camacho a kol., 2000 ex Maryanska-
Nadachowska, 2004). Nejc¢astéji je jejich ptivod odvozovan od autozomt, nicméné u msic
vznikly nejspis prostym Stépenim chromosomu X na dvé nebo vice ¢asti (Blackman, 1995 ex
Maryanska-Nadachowska, 2004) a oznacuji se tedy jako nadbyte¢né nefunkéni chromosomy

X (Blackman, 1988).

1.5 Metody karyotypové analyzy mSic

Karyotypové analyza je zna¢n€ ovlivnéna charakterem msicich chromosomt, které jsou,
jak uz bylo uvedeno, holokinetické. Tento druh chromosomt postradd primarni i sekundarni
konstrikei, které v jinych ptipadech mohou odlisit jednotlivé nehomologni chromosomy.
V tomto ptipadé¢ je tedy pfinosné vyuziti cytogetickych metod jako jsou selektivni barveni a
hybridizace in situ pro ziskani markert pro jednotlivé chromosomy.

Jednou z téchto metod je barveni dusi¢nanem stiibrnym (silver staining). Tato technika
specificky znaci oblast organizatoru jadérka (NOR), kterd obsahuje geny pro rRNA a
zodpovida za tvorbu jadérka.

Barveni stfibrem bylo pouzito napt. u msice Aphis sambuci, kde odhalilo NOR vzdy na
jednom konci u dvou nejdelsich pohlavnich chromosomd, ale také vytvofilo prouzky po celé

délce vSech chromosomii. K vytvofeni takovéhoto vzoru doSlo diky charakteru



holokinetickych chromosomd, jejichz strukturu podobné jako u polytennich ¢i meiotickych
chromosomil utvaii nestejnomérné skupiny zrn (Manicardi a kol., 1998).

Dalsi tzv. ,,prouzkovaci* technikou je C-pruhovani, pii kterém se pozitivné barvi bloky
heterochromatinu. Tato metoda odhalila u msice Aphis pomi (2n=8) ¢tyii heterochromatické
pruhy lokalizované na chromosomu X, zatimco autozomy nevykazovaly zadné znamky
pozitivniho barveni. Dals$i barveni preparatii oSetfenych C-pruhovanim, tentokrat pomoci
fluorochromt (DAPI, CMAj;), odhalilo charakter téchto prouzkii, a sice Ze veétSi Cast
heterochromatinu tvofi oblasti bohaté na AT pary (barveni DAPI), zatimco jen jeden
z prouzkli lokalizovany na telomefe kazdého chromosomu X sestdvd z DNA bohaté na GC
pary (Criniti a kol., 2005).

Pfi studii chromosomii msice Acyrthosiphon pisum (2n=8) vznikly po aplikaci C-
pruhovani a nasledném barveni DAPI dva heterochromatické bloky na obou koncich
chromosomil X a na druhém paru autozomd, zatimco po barveni CMA; vznikl jen jeden GC
bohaty pruh, a to vzdy na jednom konci obou chromosomi X (Bizzaro a kol., 2000). Toto
potvrzuje pifevahu AT bohatého heterochromatinu jako tomu bylo u A. pomi.

Preferencni lokalizace heterochromatinu na pohlavnich chromosomech msic je mozna
partenogenetickych oocytil, coz je povazovano za zaklad pohlavni determinace samct u msic
a zaroven ma nejspiS velké mnozstvi heterochromatinu a malé mnozstvi genli na
chromozomech X sviij vyznam pii genové kompenzaci mezi samicemi (XX) a samci (X0).
(Orlando, 1974; Blackman, 1987 ex Bizzaro a kol., 2000).

Dalsi z metod pro ziskani cytogenetickych markeri je fluorescen¢ni hybridizace in situ
(FISH), ktera umoznuje lokalizaci specifickych sekvenci pomoci znacenych sond. Béznymi
markery pro FISH pouZivanymi u nemodelovych druhti, u kterych nejsou k dispozici napf.
knihovny umélych bakteridlnich chromosomti (BAC) nebo celochromosomové malovaci
sondy, jsou genové klastry. Jedna se hlavné o klastry gentl pro ribosomalni RNA, ale také pro
histony, kter¢ jsou velmi konzervativni a diky své velikosti i snadno lokalizovatelné.

DalSimi sondami, které se ¢asto pouzivaji pii FISH, jsou sondy telomerické, které slouzi
k detekci telomerické DNA tvofenou tandemem repetitivnich sekvenci. Tyto sekvence mohou
byt vysoce konzervativni, napt. sekvence (TTAGGG), se vyskytuje u vSech obratlovct,
nicméné v nékterych skupinach hmyzu se predpokladana pivodni sekvence (TTAGG), lisi uz

v ramci ¢eledi (brouci) (Frydrychova a Marec, 2002). Mimo to mohou tyto sondy také odhalit



pfipadné intersticialni telomerické sekvence, které pak mohou dokéazat néjakou dévnou fuzi
chromosom.

Ptikladem msSice, u které byly pouzity sondy pro lokalizaci genli pro ribosomalni RNA
(28S rDNA, 5S rDNA) a sondy pro lokalizaci telomerické repetice (TTAGG), je A. pisum.
rDNA sondy spolu s barvenim stiibrem a CMAj barvenim potvrdily vyskyt genii pro rRNA
v oblasti jedné telomery u kazdého chromosomu X. Telomerickd sonda zanechala
hybridiza¢ni signaly na obou koncich vSech chromosomt (Bizzaro a kol., 2000).

Stejné jako v pfedchozim ptipadé i u A.pomi FISH s rDNA sondou (pro 28S rDNA)
oznacila misto vyskytu rDNA v oblasti jedné telomery kazdého chromosomu X (Criniti a

kol., 2005).



2 CILE PRACE

Korovnice (Adelgidae, Hemiptera), sesterskd skupina msSic, jsou z cytogenetického
hlediska velmi malo prozkoumané. Divodem toho je zfejmé obtiznost piipravy preparatd
z vaji¢ek pokrytych voskovou vrstvou a moznost sbéru téchto vaji¢ek jen po omezenou dobu
roku.

Cilem mé prace byla optimalizace cytogenetickych technik vyuZivanych pro sestaveni
karyotypu na modelovém organismu msice zhoubné (Diuraphis noxia) ze sesterské skupiny
Aphididae.

Dil¢imi ukoly bylo:

1. Pfiprava preparatii mitotickych chromozomi ,,spreading* technikou z embryi msice.

2. Otestovani klasickych a fluorescencnich technik barveni chromozomalnich preparata.

3. Lokalizace klastri rDNA gent a lokalizace telomerické repetice (TTAGG), na

chromozomech pomoci techniky FISH.



3 MATERIAL A METODY
3.1 Pouzity hmyz

Pro pokusy byly pouzity msice Diuraphis noxia zlaboratorniho chovu, a sice
partenogenetické samice chované pii teploté 20°C a fotoperiodé 18/6, jejichz potomstvo tvoii
vyhradné samice a dale pak samice chované pii teplot¢ 15°-17°C a fotoperiodé 12/12, které
produkuji potomstvo obojiho pohlavi.

Dal§imi zkoumanymi organismy byly vybrané druhy koronic (Adelgidae), které byly
nasbirany a uréeny Ing. Janem Havelkou, PhD. - Adelges tardus (v Ceskych Budgjovicich),
Adelges laricis (ve Strmilov¢) a Dreyfusia prelli (v Buchlovicich).

3.2 Priprava preparati mitotickych chromozomu

Preparaty z D. noxia byly pofizeny zembryi viviparnich samic pomoci ,,spreading*
techniky. Embrya byla nejdiive vypitvadna z téla samice ve fyziologickém roztoku, poté byla
pfenesena na cca. 7 minut (max. 10 minut) do hypotonického roztoku (0,075M KCl) a posléze
byla ponechana nejméné 15 minut v Cerstvé pripravené fixazi Carnoy (ethanol-chloroform-
kyselina octova, 6:3:1). Po nafixovani byla embrya (1 embryo na preparat), nejlépe Casna
stadia, pfenesena do kapky 60% kyseliny octové na podloznim sklicku, které bylo pfedem
ocisténo v kyselém ethanolu (1% HCl v 96% ethanolu). Na podloznim skle pak byla
jednotlivd embrya rozmacerovana pomoci wolframovych jehel. Po maceraci byla sklicka
polozena na histologickou ploténku vyhitdtou na 45°C, kde byly builky rozptyleny
posouvanim odpartujici se kapky pomoci wolframové jehly. Preparaty pak byly odvodnény
v alkoholové tadé (70%-80%-96% ethanol, po 30 sekund v kazdém) a nésledné skladovany
pii—20°C.

V ptipadé korovnic byly preparaty piipraveny znakladenych vajicek téméf stejnym
postupem. Vajicka byla nejprve hypotonizovana v hypotonickém roztoku s detergentem (10
ml 0,075M KCI + 2ul detergentu Joy) po dobu max. 10 minut, pak byla pienesena do fixaze
Carnoy na minimaln¢ 15 minut a macerovana v kapce 60% kyseliny octové na podloznim
skle. Buiikky byly na sklicku rozptyleny vysSe popsanym zpiisobem, preparaty byly nasledné

odvodnény v alkoholové fad¢ a uskladnény piti -20°C.



3.3 Barveni dusi¢énanem stfibrnym

Tato metoda byla provedena podle prace Manicardi a kol., 1998. Chromozomalni
preparaty byly vyjmuty z -20°C a odvodnény v alkoholové tadé€. Poté byly inkubovéany po
dobu 30 minut v 0,2M HCI pii pokojové teploté a oplachnuty vodou. Po oschnuti byla na
preparaty pfenesena barvici suspenze na krycim skle, na které byly pfedtim pomoci sklenéné
tyCinky naneseny a smichany 2 kapky 50% AgNO; (5g/10 ml dest. H,O) a 1 kapka 2%
zelatiny (2 g praskové zelatiny na 100 ml destilované H,O a 1 ml kyseliny mravenci).
Nasledovalo vlastni barveni, které probihalo na riiznych sklech po riznou dobu (1. sklo — 30
minut, 2. sklo — 45 minut a 3. sklo — 60 minut) za U¢elem stanoveni doby optimdlniho
nabarveni. Pak bylo kryci sklo spolu s pfebytecnym barvivem odmyto proudem tekouci vody
a po oschnuti byly preparaty prohlizeny pod svételnym mikroskopem Zeiss Axioplan 2 (Carl
Zeiss, Jena, Némecko). Cernobilé digitalni fotografie preparat byly pofizeny chlazenou CCD
kamerou F-View a programem AnalySIS Software a zpracovany byly v programu Adobe

Photoshop, verze 5.0.

3.4 Barveni DAPI

Barveni pomoci DAPI (Sigma-Aldrich) sestavalo z téchto krokli: promyti v 1% Triton X/
1x PBS (PBS — 0,15M NaCl, 0,05M NaH,PO., pH 7,4; Triton — Sigma-Aldrich) 5 minut pii
RT, barveni 15 minut pti RT v DAPI v 1% Triton X-100/1x PBS (vysledna koncentrace
DAPI — 100 ng/ml), promyti 3 minuty v 1% Kodak PhotoFlo/1x PBS pii RT, promyti 1
minutu pii RT v 1% Kodak PhotoFlo/miliQ H,O. Na zavér byla skla zakapnuta 20 pl antifade
DABCO (Sigma-Aldrich), zakryta krycim sklem, jehoz okraje byly uzavieny lakem na nehty
a po zaschnuti byla pozorovdna pod fluorescencnim mikroskopem Zeiss Axioplan 2.
Cernobilé digitalni fotografie preparati byly pofizeny chlazenou CCD kamerou F-View
s prislusnym fluorescencnim filtrem a programem AnalySIS Software a zpracovany byly

v programu Adobe Photoshop, verze 5.0.

3.5 Fenol-chloroformova izolace DNA

Na izolaci genomové DNA bylo pouzito cca. 40 samic mS$ice D. noxia, které byly
zhomogenizovany v 500 pl extrakéniho pufru o slozeni s vyslednymi koncentracemi: 100mM
NaCl; 10mM Tris-HCI1 o pH 8,0; 50mM EDTA o pH 8,0; 100 pg/ml proteinazy K; 0,5%

Sarkosyl (pfi¢emz proteinaza K byla pfidana az tésné pted pouzitim). Homogenat se nechal 2



hodiny inkubovat pti 37°C a poté k nému bylo pfiddno 10 pl Rndzy A (o koncentraci 10
mg/ml) a smés se nechala dal$i hodinu inkubovat pti 37°C. Po inkubaci nasledovalo piidani
500 pl fenolu, vortexovani 15 s a centrifugace 15 minut pti 5000 g. Vrchni faze vznikla
béhem centrifugace byla pfenesena do ¢isté mikrozkumavky a spolu s 500 pl fenolu byla opét
zvortexovana 15 s a centrifugovana 15 minut pii 5000 g. Vrchni faze byla nasledné pfenesena
do cist¢é mikrozkumavky a kroztoku bylo pfidino 400 pl smési fenol-chloroform-
isoamylalkohol (25:24:1). Nasledovalo opét vortexovani 15 sa centrifugace 15 minut pii
5000 g. Dalsim krokem bylo opét pieneseni vrchni faze do ¢isté mikrozkumavky, zaliti 400 pl
smési chloroform-isoamylalkohol (24:1), vortexovani 15 s a centrifugace 15 minut pti 5000 g.
Dalsi vznikla vrchni faze byla v Cisté mikrozkumavce zalita 1/10 objemu 3M octanu sodného,
promichéna a zalita 7/10 objemu isopropanolu a znovu promichdna. Nakonec byla tato smés
zcentrifugovdna 10 minut na nejvyssi rychlost, ¢imz se vytvofil pelet obsahujici DNA. Ten
byl posléze jesté 2x promyt 1 ml 70% ethanolu pii centrifugaci 5 minut na nejvyssi rychlost,
osusen a rozpustén ve 20 ul miliQ H,O.

Koncentrace vyizolované DNA byla zméfena na fluorimetru DyNA Quant (Hoefer,
Jolliston, Massachusetts). Vysledna koncentrace byla 447 ng/ul. Cistota DNA byla ovéfena
kontrolni restrikéni reakci o objemu 10 pl s nasledujicimi komponenty: 0,5 pl enzymu EcoR 1
(Takara, Otsu, Japonsko), 1 pl pufru H, 1 ul DNA a 7,5 ul miliQ H,O. Tato smés byla po
dobu jedné hodiny inkubovana pfti teploté 37°C a nésledné elektroforeticky separovana v 1%
agar6zovém gelu. Spolu s nast€épenou DNA byl na gel nanesen i vzorek nestépené DNA,
ktery mél ukéazat, zda DNA neni fragmentovana a zda je ve vzorku pfitomna kontaminace
RNA. Takto ziskana DNA byla pouzita jako templat pro PCR reakce a pro Southernovu
hybridizaci.

3.6 18S rDNA sonda a histonové sondy H3 a H4

Neznacena 18S rDNA sonda byla zhotovena pomoci polymerazové fetézové reakce
(PCR) s primery 18S-Ins-forward primer: 5’-CCTGAGAAACGGCTACCACATC-3’ a 18S-
Ins-reverse primer: 5'-GAGTCTCGTTCGTTATCGGA-3‘(Generi Biotech, Hradec Kralové,
Ceska republika), které byly navrzeny v praci Perrot a Minnot, 2004. 25 ul této reakce
obsahovalo oba primery o vysledné koncentraci 0,5uM, smés dNTP s celkovou vyslednou
koncentraci 0,2mM, 1x Ex Taq pufr, 2U Takara Ex Taq HS DNA polymerazu (Takara) a 100
ng templatové DNA. Reakce probihala pfi téchto podminkach: poc¢ate¢ni denaturace 3 minuty

pii 94°C, 30 cykla zahrnujicich denaturaci 1 minutu pii 94°C, annealing 1 minutu pti 51°C a



extenzi 1,5 minuty pii 72°C. Zavérem probéhla extenze 10 minut pii 72°C. Jako templatova
DNA byla pouzita celogenomova DNA zD. noxia vyextrahovana klasickou fenol-
chloroformovou izolaci DNA. Vysledny PCR produkt byl pouzit pro elektroforetickou
separaci na 1% agar6zovém gelu, kde vytvofil prouZzek o ocekavané velikosti cca 1 kbp. Ten
byl vyfiznut a vyextrahovan pomoci kitu QIAquick Gel Extraction (Qiagen GmbH, Hilden,
Némecko), a nasledné pouzit jako templat pro vyrobu sondy pomoci PCR se znacenymi
nukleotidy. SlozZeni reak¢éni smési bylo stejné jako u prvniho kola PCR, pouze zasobni roztok
nukleotidli mél nasledujici slozeni: ImM dGTP, ImM dATP, ImM dCTP, 0,65mM dTTP,
0,35mM biotin-dUTP (jednotlivé neznac¢ené nukleotidy byly vyrobeny firmou Takara, biotin-
16-dUTP a digoxigenin-11-dUTP jsou od firmy Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Némecko).

Sondy pro geny koédujici histony H3 a H4 byly ziskdny pomoci PCR s primery
navrzenymi v praci Pineau a kol., 2005 (histon H4) a primery podle Cabrero a kol., 2009
(histon H3). Koncentrace jednotlivych slozek reakéni smési byla stejna jako v ptipadé vyroby
18S rDNA sondy. Priibéh reakce se skladal z pocatecni denaturace 5 minut pii 95°C, po které
nasledovalo 30 cyklt obsahujici denaturaci 15 sekund pti 94°C, annealing 15 sekund pii 48°C
pro H3 nebo pii 58°C pro H4 a extenzi 1 minutu pii 72°C. Na zavér ptisla extenze 7 minut pii
72°C. Produkty PCR byly elektroforeticky separovany na 1% agardézovém gelu, vyizolovany
z gelu a naznacCeny biotinem nebo digoxigeninem (DIG) stejnym zpisobem jako v pfipadé

18S rDNA sondy.

3.7 Telomericka sonda (TTAGG),

Pro vyrobu hmyzi telomerické sondy byla pouzita metoda beztemplatové PCR (Sahara a
kol., 1999) s nasledujicimi komponenty: primery TELO 1 a TELO 2 svyslednymi
koncentracemi 0,5uM, 1x PCR pufr, smés dNTP s koncentraci 0,8mM a 2 U/ul Taq
polymerazy. Reakce probihala v téchto krocich: pocate¢ni denaturace 90 sekund pii 94°C, 30
cyklt obsahujicich denaturaci 45 sekund pii 94°C, annealing 30 sekund pti 52°C a extenzi 60
sekund pti 72°C. Zavére¢nd extenze trvala 10 minut pti 72°C. Vychozi PCR produkt byl
precistén etanolovou precipitaci a znacen biotinem metodou Nick translace pomoci kitu
BioNick Labeling System (Invitrogen, Life Technologies Inc., San Diego, Kalifornie).
Telomerickd sonda (TTAGG)n znacena digoxigeninem pro Southernovu hybridizaci byla
poskytnuta Magdou Vitkovou (sonda byla zna¢ena pomoci kitu DIG DNA Labeling and
Detection Kit (Roche Diagnostics GmbH) podle manualu vyrobce).
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3.8 Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

Metodika FISH byla provedena s mensimi obménami podle postupu v publikaci Sahara a
kol.,1999. Chromosomalni preparaty byly vyjmuty z -20°C a ihned odvodnény v alkoholové
fad€ (po 30 s v 70%, 80% a 96% alkoholu). Po oschnuti byly preparaty uréené pro hybridizaci
s 18S rDNA,H3 nebo H4 sondou vystaveny piedptsobeni Rnazou A (2 pg Rnazy A v 100 pl
2x SSC) po 1 hodinu pti 37°C a oplachnuty ve dvou kyvetach s 2x SSC (1x SSC: 0,15M citrat
sodny, 0,015M NacCl, pH 7,0) po péti minutach za pokojové teploty. VSechny preparaty byly
pro snizeni pozadi dale inkubovany v 5x koncentrovaném Denhardtové roztoku (50x
Denhardttv roztok: 1% Ficcol, 1% polyvinylpyrrolidon, 1% hovézi serum albumin) 30 minut
pfi 37°C. Nasledovala denaturace skel v 70% deionizovaném formamidu (Sigma-Aldrich,
Inc., St. Louis, Missouri, USA) v 2x SSC 3 minuty a 30 vtetfin pii 68°C. Pro zastaveni
denaturace byla skla ponofena do ptfedchlazen¢ho 70% ethanolu (-20°C) na 1 minutu, dale
pak na 30 sekund do 80% ethanolu a na 30 sekund do 96% ethanolu.

Hybridizacni smés byla pfipravena smichanim 50 ng znacené sondy s25 pug DNA
lososich spermii (Sigma-Aldrich), poté byla precipitovana 3M octanem sodnym (1/10 objemu
hybridizaéni smési) a pfedchlazenym 100% ethanolem (2,5 objemu hybridizacni smési) pii -
80°C po dobu 1 hodiny. Pak byla smé&s 20 minut centrifugovana pii 13000 rpm. Po
centrifugaci byl slit supernatant a k peletu bylo ptidano 200 pl pfedchlazeného 70% ethanolu.
Vzorek byl znovu centrifugovan pii 13000 rpm po dobu 15 minut a pak byl zbaven
supernatantu. Vznikly pelet se nechal oschnout v mikrozkumavce s otevienym vickem do
termostatu s teplotou 37°C. Po pfidani 5 pl 100% deionizovaného formamidu se pelet nechal
30 minut rozpoustét pii teploté 37°C. Nasledovalo pfidani 5 pl 20% dextran sulfatu v 4x SSC
a denaturace vzniklé smési pti 90°C po dobu 5 minut. Poté se smés rychle zchladila vloZzenim
na 3 minuty na led. Po promichani a centrifugaci byla hybridizacni smés piipravena pro
naneseni na dobfe oschla sklicka. Na kazdé skli¢ko ptiSlo 10 pl denaturované smési, vSe bylo
prikryto krycim sklem (24x32mm), jehoz okraje byly zalepeny lepidlem Rubber cement.
Hybridizace probihala 16-20 hodin v termostatu pti 37°C v nepruhledné krabicce s filtracnim
papirem navlh¢enym 2x SSC.

Druhy den byla skla vyjmuta z termostatu, zbavena kryciho skla (nejprve se odstranil
Rubber cement pomoci pinzety, pak sklicko kratkym namocenim do prvni praci 1dzné€) a
promyvana 3x5 minut v 50% formamidu v 2x SSC pufru pii 46°C, 5x2 minuty v 2x SSC
pufru pfi 46°C, 3x5 minut v 0,1x SSC pufru pii 62°C. Nakonec byla skla inkubovana

minimalné 5 minut v 4x SSC pufru s 0,1% Tween 20 ve tmé pii pokojové teploté (RT). Po
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zablokovani reakce pomoci 2,5% BSA (bovinni sérovy albumin) v 4x SSC ve tmé pii RT po
dobu 20 minut byly hybridizacni signaly detekovany streptavidinem konjugovanym
s fluorochromem Cy3 (Jackson ImmunoRes. Labs., Inc., Burlingame, Kalifornie) v 2,5%
BSA v 4x SSC (100 pl 2,5% BSA; 0,1 pl streptavidinu Cy3) 30 minut pii RT. (Pokud byly
hybridizovany dvé sondy, jedna znaCena biotinem a druhd digoxigeninem, bylo sloZeni
prvniho barviciho roztoku nasledujici: 100 pul 2,5% BSA v 4x SSC, 0,1 ul streptavidinu-Cy3,
4 pl AntiDIG mysi protilatky.) Nasledovalo prani preparati 3x3 minuty v 4xSSC s 0,1%
Tween 20 ve vodni 1azni vyhtaté na 37°C. Na dalsi zablokovani reakce pomoci 2,5% BSA
v4x SSC 10 minut ve tmé pii RT navazovalo zesileni signalu inkubaci v biotinilovaném
antistreptavidinu (Vector Labs., Inc., Burlingame, Kalifornie) v 2,5% BSA v 4x SSC (2 ul
biotinilovaném antistreptavidinu, 50 pl 2,5% BSA v 4x SSC) 20 minut ve tm¢ pii 37°C. (Pro
dvé rizné znacené sondy: 2 pl biotinilovaném antistreptavidinu, 4 pl DIG-znac¢ené anti-mysi
protilatky, 50 ul 2,5% BSA v 4x SSC.) Skla byla dale prana 3x3 minuty v 4x SSC s 0,1%
Tween 20 pii 37°C a opét blokovana 10 minut ve tmé pii RT pomoci 2,5% BSA v 4x SSC.
Poté pfiSla dalSi detekce streptavidinem-Cy3 20 minut ve tmé pii 37°C (pro dvé rizné
znaCené sondy: 100 pl 2,5% BSA v4x SSC, 0,1 pl streptavidinu-Cy3, 4 ul protilatky
AntiDIG znacené Fluoresceinem) a prani 3x3 minuty v 4x SSC s 0,1% Tween 20 pii 37°C.
AntiDIG mysi protilatka, DIG-znacena anti-mysi protildtka a protilaitka AntiDIG znacena
Fluoresceinem byly soucasti kitu Fluorescent Antibody Enhancer Set for DIG Detection
(Roche Diagnostics GmbH).

Posledni fazi bylo barveni DAPI podle vySe uvedeného postupu, pozorovani pod
fluorescen¢nim mikroskopem Zeiss Axioplan 2 a zdokumentovani pomoci CCD kamery F-
View s piislusnymi fluorescenénimi filtry a programem AnalySIS Software. Cernobilé

digitalni fotografie byly pak zpracovany pomoci programu Adobe Photoshop, verze 5.0

3.9 Southernova hybridizace

Tato metoda byla pouzita pro zjisténi piitomnosti telomerické sekvence (TTAGG), v
genomu D. noxia. Celogenomova DNA byla nastépena pfi restrikéni reakci, ktera obsahovala:
smes restrikénich enzymt Hinf I (New England Biolabs) a Rsa I (New England Biolabs) (od
kazdého 5 U), 2 ul pufru 10x NEBuffer 4 a 1 pg DNA. Celkovy objem reakce byl 20 ul a
inkubace probihala ptes noc pfi 37°C. Nastépena DNA pak byla elektroforeticky rozdélena na
1% agar6zovém gelu v TBE pufru (45mM Trisborat, ImM EDTA) s velikostnim markerem
DNA Molecular Weight Marker I1I, DIG-labeled (Roche Diagnostics GmbH). Pro depurinaci
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dlouhych fragmentti byl gel s DNA ponoifen na 10 minut do 0,25M HCI. Poté nasledovalo
promyvani v denaturacnim roztoku (50mM NaOH; 0,15M NaCl) 2x 15 minut pii RT a
v neutralizaénim roztoku (50mM Tris-HCI; 0,3M NaCl; pH 7,5) opét 2x 15 minut pii RT.
(Mezi jednotlivymi inkubacemi v roztocich byl gel vzdy oplachnut destilovanou vodou.)
Ptenos DNA z gelu na nylonovou membranu Hybond N+ (GE Healthcare) byl proveden
pomoci kapilarniho pienosu v tzv. sendvicovém mistku s 20x SSC pufrem jako pfenosnym
médiem a probihal vice nez 15 hodin (pies noc). Poté byla membrana oplachovana 5 minut
v 6x SSC pufru a po kratkém oschnuti byla zafixovana v Stralinker UV crosslinkeru
(Stratagene, La Jolla, USA). Nasledovalo oplachnuti membrany v 2x SSC a prehybridizace 30
minut pii 42°C v prehybridizacnim roztoku (5 ml 10% SDS, 40 ml 2,5M NacCl, 10 ml 50x
Denhardtova roztoku, 40 ml formamidu, 0,2 ml 0,5M EDTA, 1 ml 1M Tris-HCI). Po
odstranéni prehybridiza¢niho roztoku byla membrana ihned zalita hybridizacnim roztokem
(6,5 ml prehybridiza¢niho roztoku a 100 ng denaturované sondy znacené alkali-labilnim
digoxigeninem) a ponechana 3 hodiny hybridizovat pti 42°C. Po odstranéni hybridiza¢niho
roztoku byla membrana promyvana 2x 5 minut pii RT v promyvacim pufru I (2x SSC, 0,1%
SDS) a 15 minut pii 68°C v promyvacim pufru II (0,2x SSC, 0,1% SDS). Poté nasledovala
chemiluminiscencni detekce, kterd obsahovala: promyvani v promyvacim pufru I (0,3%
Tween v 1x TBS) 5 minut ptfi RT, inkubaci v blokovacim roztoku (5% odtu¢néné suSené
mléko v Ix TBS) 30 minut pti RT, inkubaci v roztoku Anti-DIG-AP (70 ml blokovaciho
roztoku, 7 pl Anti-DIG-AP (Roche Diagnostics GmbH)) 30 minut pfi RT, promyvani 2x 15
minut promyvacim pufru III pii RT a inkubaci v detekénim pufru (1M Tris-HCI, 1M NacCl)
2-5 minut pii RT. Nakonec byla vlhkd membrana vlozena do hybridiza¢niho sacku s ptiblizné
40 kapkami roztoku chemoluminiscen¢niho substratu pro alkalickou fosfatdzu CDP Star,
Ready-to-use (Roche Diagnostics GmbH) a inkubovana 5 minut pfi RT. Okraje sacku byly po
vymackani pfebytecného substratu zataveny. Chemiluminiscence na membrané byla snimana
pomoci CCD kamery LAS-3000 Lumi-Imager (Fuji Photo Film. Europe GmbH, Diisseldorf,

Némecko).
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4 VYSLEDKY

4.1 Priprava chromosomalnich preparati korovnic, barveni DAPI a FISH
s telomerickou sondou

Preparaty s mitotickymi chromosomy korovnic byly pfipraveny z nakladenych vajicek,
ktera byla pred vlastni ,spreading technikou hypotonizovana v hypotonickém roztoku
s pfidavkem detergentu, ktery se osvéd¢il pfi naruSeni povrchové voskové vrstvy vajicek.
Testované druhy byly Adelges laricis, A. tardus a Dreifusia prelli. Nékolik preparatt kazdého
druhu bylo obarveno DAPI a jednotlivé mitézy zdokumentovany kvilli ndslednému odectu
chromosomil a sestaveni karyotypu (Pfiloha: Obr. 1-3). Z kazdého druhu bylo odecteno
minimalné 20 mitdz, nicméné pocet chromosomu v diploidni sadé nebylo mozné jednoznacné
urcit vzhledem k tomu, Zze chromosomy maji tendenci se fadit do fetizkovych utvara, ve
kterych nejsou patrné konce jednotlivych chromosomi. Pocet chromosomil v hodnocenych
mitézach A. laricis (Pfiloha: Obr. 1a) se pohyboval v rozsahu 2n = 17 - 21 s nejCastéjSim
poctem chromosomi 2n = 20, u A. tardus (Ptiloha: Obr. 2) se pocet chromosomi pohyboval
v rozsahu 2n = 18 - 22, s nejcastéjs$im poctem 2n = 20, a kone¢né u D. prelli (Ptiloha: Obr. 3)
byly zjiStény hodnoty v rozsahu 2n = 16 - 20, pfi¢emZ nejcastéj$i pocet byl 2n = 18. Pro
vizualizaci koncovych c¢asti chromosoml v fetizku byla pouzita metoda FISH s hmyzi
telomerickou sondou (TTAGQG),. Pfitomnost telomerické sekvence byla potvrzena slabymi
hybridiza¢nimi signaly (Pfiloha: Obr. 1b), které¢ vSak nebyly pozorovany na vSech koncich
chromosomil, a proto piili$ neptispély k vyteSeni dané¢ho problému.

Dalsi pokusy jiz byly provadény na modelovém organismu ze sesterské skupiny z diivodu

nedostatku materialu — vajicek, jejichz sbér je mozny jen v omezeném ro¢nim obdobi.

4.2 Priprava chromosomalnich preparati z embryi Diuraphis noxia

Pro piipravu preparatti mitotickych chromosomu z D. noxia pomoci ,,spreading* techniky
byla pouzita Casnd stddia embryi zt¢l viviparnich samic. Sami¢i embrya byla pofizena
z partenogenetickych samic chovanych uméle pii fotoperiodé 18/6 a teploté 20°C, zatimco
samCi emrya byla vyjmuta ze samic chovanych pfi fotoperiodé¢ 12/12 a teploté 15 — 17°C .
Poté byly nékteré preparaty obarveny DAPI za Ucelem pozorovani mitéoz a odecteni
chromosomil. Pocet chromosomil u preparatii samic byl 2n = 10 sestavajici z jednoho paru

malych chromosomil, tfi pari chromosomi prostfedni velikosti a jednoho paru velkych
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chromosomil. U samcich preparati byly pozorovany chromosomy o celkovém poctu 2n = 9,
stim Zze jeden zparu nejvétSich chromosomt chybél, zcehoz vyplyva, ze nejvetsi
chromosomy jsou chromosomy X. Jelikoz chromosomy po barveni DAPI nevykazovaly
znamky obarvenych blokd heterochromatinu, byly za ucelem rozliSeni tfech pari

chromosomil prostiedni velikosti pouzity nasledujici metody.

4.3 Barveni preparata z D. noxia dusi¢énanem stfibrnym

Jednotlivé preparaty mitotickych chromosomu z embryi viviparnich samic byly oSetfeny
barvicim roztokem po rizn¢ dlouhou dobu za ucelem zjisténi optimalni doby nabarveni.
Optimalni dobou bylo 60 minut, kdy byly prouZzky nejintenzivnéj$i. U takto obarvenych
preparatti samic s 2n=10 byly pozorovany silné¢ obarvené oblasti NOR na jednom konci
kazdého chromosomu X (Pfiloha: Obr. 4-5). Na ostatnich chromosomech byly zfetelné
prouzky po celé délce, ty ale diky své pravidelnosti neumoznily od sebe odlisit tii pary

homolognich chromosom prostfedni velikosti.

4.4 18S rDNA sonda a histonové (H3, H4) sondy u D. noxia

FISH s rDNA sondou byla aplikovdna nejprve na preparaty mitotickych chromosomu
samic, kde podobn¢ jako pfi barveni stfibrem oznacila na jednom konci oba chromosomy X
(Ptiloha: Obr. 6a,b), ¢cimz bylo prokazano, Ze tyto chromosomy nesou shluk genli pro 18S
rRNA. Pro ovéfeni domnénky, Ze tento par homologl pfedstavuje pohlavni chromosomy X,
byla sonda pouzita na chromosomalni preparaty samct (2n=9). Tim, Ze zde signal vykazoval
jediny nejvétsi chromosom bez homologniho partnera (Ptfiloha: Obr. 7a,b), byla potvrzena
pritomnost NOR na chromosomech X.

Pro hybridizaci s histonovymi sondami byly pouZity preparaty mitotickych chromozomil
samic. Na chromosomech byly po hybridizaci s H4 sondou pozorovany velmi slabé signaly,
které nemély, jak tomu v jinych piipadech bézn¢ byva, formu shlukt, ale byly nestejnomérné

rozptylené (Ptiloha: Obr. 8). Hybridizace se sondou H3 se nepodatrila.
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4.5 Telomericka sonda u D. noxia

Stejné jako u korovnic i u D. noxia byla pouzita telomericka sonda. Ta vSak ani pfi
jednom z pokust nejevila zndmky hybridizace (Pfiloha: Obr. 9a), z ¢ehoz bylo usuzovano, ze
v telomerické DNA je bud’ pouzivan jiny motiv nebo jsou jednotlivé repetice preruSovany
jinymi vmezefenymi sekvencemi a tudiz jsou pfili§ kratké pro navadzani sondy (FrantiSek
Marec, ustni sdéleni). Jako pozitivni kontrola byl pii FISH pouzit preparat pachytennich
chromosomii motyla Ephestia kuehniella (Pfiloha: Obr. 9b), ktery se stejnou sondou
perfektné hybridizoval.

Aby bylo zjisténo, zda u tohoto druhu msice sekvence (TTAGQG), skutecné neni, byla
genomova DNA zD. noxia otestovana pomoci Southernovy hybridizace shmyzi
telomerickou sondou (TTAGG),. Zaroven byla se sondou hybridizovana i pozitivni kontrola
(genomova DNA z E. kuehniella) a negativni kontrola (lidska genomova DNA) (Pfiloha:
Obr. 10a). Vysledek této hybridizace nasledné potvrdil nepfitomnost hledané sekvence
vgenomu D. noxia. Sonda rovnéz nehybridizovala k negativni kontrole, zatimco

vizualizovala hledanou sekvenci u pozitivni kontroly (Ptiloha: Obr. 10b).
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5 DISKUZE

5.1 Aphididae vs. Adelgidae

MsSice a korovnice jsou dvé sesterské skupiny z nad¢eledi Aphidoidea, které poji podobny
zpisob zivota (fytofagie a stfidani partenogenetické a sexudlni faze), z cytogenetického
hlediska napt. pritomnost holokinetickych chromosomu. Zatimco mSice jsou cytogenetiky
relativné zkoumany, korovnice zlstavaji z tohoto hlediska na okraji zdjmu. Hlavnim divodem
je zfejm& kombinace obtiznosti pifipravy chromosomaélnich preparati z vajicek korovnic a
sezonni vyskyt téchto vaji¢ek v pfirod€. Oproti tomu piiprava chromosomalnich preparati
z embryi viviparnich msic je pomérné¢ snadnd. Navic se msSice mohou chovat uméle v
laboratofi, kde se dd pomoci zmény podminek (fotoperioda, teplota) navodit produkce
sexudlniho potomstva, hlavné samct, coz se hodi napt. ke studiu pohlavnich chromosomi a

meiozy.

5.2 Chromosomy korovnic a msice D. noxia

Pocet chromosomt u vybranych druhti korovnic (Adelges laricis, A. tardus a Dreyfusia
prelli) se pohyboval kolem 2n = 20, ale pfesny pocet se nepodafilo stanovit z nékolika
divodi. Jednak maji tyto chromosomy tendenci se fadit do jakychsi fetizki, ve kterych nelze
urCit konce jednotlivych chromosomi, a pak je také mozné uvazovat o vyskytu B
chromosomi, jak je tomu napf. u nékterych msic (Blackman, 1988). Dal§im moznym
divodem kolisani poctu chromosoml v pozorovanych preparatech korovnic je samotna
pfiprava chromosomadlnich preparati, protoze k homogenizaci vajicka je zapotfebi vétsi
razance, ktera mozna zpusobila pfilisné rozehnani chromosomui od sebe. U msice D. noxia

problémy s odectem chromosomt nebyly.

5.3 Telomericka sonda u korovnic a u msice D. noxia

Telomericka sekvence (TTAGG), je pivodnim motivem clenovct (Vitkova a kol., 2005)
a byla nalezena u vétSiny hmyzu, vcetné obou zkoumanych msic (Frydrychova a kol., 2004;
Bizzaro a kol., 2000; Spence a kol., 1998). Hybridizace (TTAGG), sondy s chromosomalnimi
preparaty vybranych druhti korovnic byla prokézéana signaly, které sice nebyly pfili§ vyrazné,

nicméné¢ prece jen poukazovaly na piitomnost dané¢ sekvence. Slabé hybridizacni signaly
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mohly byt zpisobeny piitomnosti cytoplazmy, ktera branila priniku sondy na vSechna cilova
mista. Dal$i moznosti je pocinajici nahrada teloerické sekvence (TTAGG), za alternativni
mechanismus, jako jsou napf. transposony Het-A a TART u Drosophila melanogaster
(Pardue a DeBaryshe, 2003), kdy repetice (TTAGG), postupné ztrati svou funkci a zmizi.
Oproti tomu u msice D. noxia hybridizace prokazana nebyla a naslednym otestovanim
genomové DNA této mSice Southernovou hybridizaci bylo zjisténo, ze sekvence (TTAGG),
se v jejim genomu nevyskytuje. Protoze v jinych pracech zabyvajicich se chromosomy msSic
tato sekvence prokazana byla (Spence a kol., 1998; Bizzaro a kol., 2000), je mozn¢, Ze u mSic
je vyskyt ptivodni telomerické sekvence (TTAGG), stejn¢ heterogenni, jako napi. u broukd,
kde je u nekterych druhti zfejmé ztracena a druhotné nahrazena jinym motivem (Frydrychova

a Marec, 2002).

5.4 Distribuce rDNA a gent pro histony H3, H4 u mSice D. noxia

Ob& metody, FISH s 18S rDNA sondou a barveni dusicnanem stfibrnym, bé&zné
pouzivané k lokalizaci NOR potvrdily u D. noxia vyskyt téchto oblasti na jednom konci
kazdého chromosomu X. Stejné vysledky s vyskytem NOR na chromosomech X byly
vyhodnoceny 1 v jinych pracech na mSicich (Manicardi a kol., 1998; Bizzaro a kol., 2000;
Criniti a kol., 2005). Z toho by se dalo usuzovat, ze chromosomy X nesouci NOR jsou pro
msice typické.

Barveni dusi¢nanem stfibrnym kromé oznaceni NOR vytvofilo na vSech ostatnich
chromosomech po celé jejich délce prouzky, stejné¢ jako tomu bylo u chromosomil v praci
Manicardi a kol., 1998. Na rozdil od této prace vSak tyto prouzky neumoznily rozliSeni
nehomolognich chromosomtl, protoZe jejich rozlozeni na jednotlivych chromosomech bylo
ptili§ pravidelné. Pfi¢inou vzniku prouzkového vzoru na chromosomech je granularni
charakter holokinetickych chromosomu (viz kapitola Metody karyotypové analyzy msic).

Dals$imi sondami, které¢ byly aplikovany na chromosomalni preparaty za ucelem ziskdni
pottebného markeru byly sondy hybridizujici s geny pro histony H3 a H4. Histonové geny
tvoii komplexni soubor zahrnujici rizné mnozstvi kopii, které jsou shlukovany do jedné ¢i
vice oblasti chromosomu (Cabrero a kol., 2009). Histony, a to zvlast¢ H3 a H4, jsou vysoce
konzervované mezi eukaryotnimi organizmy, a proto mohou slouzit jako dobry
chromosomalni marker. U chromosomt msice D. noxia vsak hybridizaci nevznikly o¢ekavané

shluky, ale slabé signdly, které byly rozprostfeny rizné na chromosomech. To muze byt
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zpusobeno tim, ze histonové geny v tomto ptipad¢ nemaji ptili§ velké mnozstvi kopii a ty se
vyskytuji v genomu spise samostatné nez ve shlucich.
6 ZAVER

Tato prace zabyvajici se hledanim vhodnych chromosomalnich markerti pro sestaveni
karyotypu msice zhoubné (Diuraphis noxia) slouzi pro optimalizaci cytogenetickych a
molekularné cytogenetickych technik, které mohou byt nasledné vyuzity pii studiu
chromosomil korovnic, sesterské skupiny msic.

Chromosomalni preparaty byly pfipraveny jednak z vajicek vybranych druhti korovnic
(Adelges laricis, A. tardus a Dreyfusia prelly) a posléze také z embryi viviparnich samic
msice D. noxia. Preparaty mitotickych chromosomii korovnic neposkytly dostacujici
informaci pro odecet chromosomu, protoze v pozorovanych mitézach mély chromosomy
tendenci vytvaret fetizky, u kterych nebyly zfejmé konce jednotlivych chromosomi. Pro
objasnéni tohoto problému byla pouzita FISH s telomerickou sondou. Jelikoz je sbér vajicek
pottebnych pro tvorbu preparatli omezen na urcité rocni obdobi, byla pro hleddni dalSich
chromosomalnich markerd pouzita msice zhoubna (D. noxia) z laboratorniho chovu.

Hledanymi markery byly klastry gent pro ribosomalni RNA, které byly lokalizovany u D.
noxia pomoci FISH s 18S rDNA sondou a barvenim dusi¢nanem stiibrnym, pficemz ob¢
techniky potvrdily vyskyt shlukii téchto genii na jednom konci chromosomti X. Dal$im
pouzitym markerem byl klastr geni pro histon H4. Ten vSak nebyl pozorovadn jako
ptedpokladany shluk, nybrz jako roztrouSené signaly.

Telomerickd sonda v podobé sekvence (TTAGG), byla aplikovana jak u zastupct
korovnic, tak u D. noxia a odhalila u korovnic slabé hybridiza¢ni signaly, svédcici o
ptitomnosti této sekvence, zatimco u D. noxia sonda nehybridizovala. Naslednym

otestovanim Southernovou hybridizaci s touto hmyzi telomerickou sondou bylo potvrzeno, Ze

hledana sekvence u D. noxia neni.
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8 PRILOHA

Obr. 1-3. Obrazky mitotickych chromosomil korovnic barvenych DAPI (modra barva). Obr.
la Adelges laricis. 1b chromosomy A. laricis zpracované metodou FISH s telomerickou
sondou (TTAGG), znacenou biotinem (Cervend barva), Sipky znac¢i chromosomy vytvarejici
fetizky. Obr. 2 A. tardus Obr. 3 Dreyfusia prelli.
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Obr. 4-5. Obrazky jader samice mSice D. noxia (2n = 10) po barveni dusi¢nanem stéibrnym.
Obr. 4 sipky ukazuji na pohlavni chromosomy X s tmavé obarvenymi oblastmi NOR. Obr. §
Sipka ukazuje na tmavé obarvené oblasti NOR na chromosomech X, které spolupracuji na
tvorb¢ jadérka.
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Obr. 6-7. Obrazky mitotickych jader D. noxia zpracovanych metodou FISH s 18S rDNA
sondou znacCenou biotinem (Cervend barva) a obarvenych DAPI (modra barva). Obr. 6a
sami¢i mitotické chromosomy, 2 nejvétsi chromosomy X nesou signdly 18S rDNA sondy.
Obr. 6b samici prometafdzni mitotické chromosomy nesouci signal na chromosomech X.
Obr. 7a sam¢i mitotické chromosomy nesouci signal na chromosomu X. Obr. 7b samci
prometafazni mitotické chromosomy se signalem na chromosomu X.
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Obr. 8-9. Obrazky jader zpracovanych metodou FISH a barvenych DAPI (modra barva).
Obr. 8 obrazek mitotickych chromosomi ze samice D. noxia s H4 histonovou sondou
znacenou biotinem (Cervend barva). Obr. 9a obrazek mitotickych chromosomti samice D.
noxia s telomerickou sondou (TTAGG), znacenou biotinem (Cervena barva). Obr. 9b obrazek

pachytennich bivalentd E. kuehniella (pozitivni kontrola) se stejnou telomerickou sondou
(TTAGG), .
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Obr. 10a, 10b. Obrazky potizené b&hem Southernovy hybridizace telomerické sondy
(TTAGG)n s genomovymi DNA msice D. noxia, motyla Ephestia kuehniella (pozitivni
kontrola) a c¢lovéka Homo sapiens (negativni kontrola). Obr. 10a obrazek gelu z
elektroforetické separace gDNA po restrikéni reakcei s restriktazami Hinf | a Rsa I. Obr. 10b
obrazek membrany s chemoluminiscenénim signalem. U D. noxia a H. sapiens (negativni
kontrola) nedoslo k hybridizaci.
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