Jiho&eska univerzita v Ceskych Bud&jovicich

Prirodovédecka fakulta

Cytogeneticka analyza satelitni DNA u predivky

Yponomeuta cagnagella

Bakalai'ska prace

Tomas Strobl

Skolitel: RNDr. Petr Nguyen, Ph.D.

Ceské Budg&jovice 2023



Strobl T., 2023: Cytogeneticka analyza satelitni DNA u ptedivky Yponomeuta cagnagella.
[Cytogenetic Analysis of Satellite DNA in Spindle Ermine Moth Yponomeuta cagnagella.
Bc. Thesis, in Czech] — 33 p., Faculty of Science, University of South Bohemia, Ceské
Budégjovice, Czech Republic.

Annotation

Satellite DNA has been somewhat neglected topic when it comes to studies on Lepidopteran
genetics. This thesis therefore attempts to shed some light on the distribution of a few
already known satDNAs in the karyotype of the spindle ermine moth (Yponomeuta
cagnagella, Hubner, 1813). This examination was performed predominantly by visualisation
of satellite clusters via fluorescence in situ hybridization on Y. cagnagella chromosome

preparations.
Cestné prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem autorem této kvalifika¢ni prace a Ze jsem ji vypracoval pouze s pouzitim

pramend a literatury uvedenych v seznamu pouzitych zdroju.

V Ceskych Budgjovicich dne 12. 4. 2023

Tomas Strobl



Podékovani

Rad bych timto zptsobem podékoval v prvé fadé svému vedoucimu, Petru Nguyenovi, za
jeho neocenitelnou pomoc, Casté a uziteCné rady a také nesmirnou trpélivost, kterou se mnou
behem prace v laboratofi i pfi sepisovani mél. Mé mnohé diky patii také Anné Volenikové,
nejen za vybér a poskytnuti pfistupu ke zkoumanym satelitnim sekvencim, ale také za
vysvétleni nezbytnych informatickych nastroji a Monice Hospodarské za to, Ze mi pomohla
vyporadat se s nejednou z komplikovanych metod potfebnych pro dokonceni prace.
Samoziejmé nelze opomenout ani pomoc ze strany kolegyni Xenie a Anet, jejichz ochota
pomoct a poradit v jakykoli den v tydnu, mne dodnes nepifestava udivovat. Samoziejmeé
dékuji timto i vSem ostatnim kolegim a kolegynim jak z nasi, tak i jinych laboratofi za
vSudypfiitomnou pratelskou atmosféru i prilezitostnou radu. V neposledni fadé patii ma
vdécnost také mé rodin€ a pritelkyni, bez jejichz neochvéné duvéry a podpory bych tuto

bakalafskou praci jen stézi dokoncil.

Finan¢ni podpora

Prace byla financovana z projektu GACR 20-20650Y.



Obsah

T UIVOU. et e e a e s et et e s e e s e s et e s s s s es s s s s e ettt 1
1.1 StudOVany OFZANISIMUS. .....cc.erueerereerreeerientite it et st ereese ettt ebe st e sbesb e esa s esse s ensessenses 1
1.1.1 EKOLOZIE AIURNU......eiiiiiiiiiiiiiiii ittt e 1
1.1.2 TaXONOMICKA POZICE ...uveuuerueeeeietienteieeaieiieie ettt st s s s e st saas s ssae s 2
1.1.3 Karyotyp a genom predivek.........ccociviiiiiiiiiiiiii i 3

1.2 Satelitni DINA ..ottt et saa e s s n e a e et r e nees 4
1.2.1 K1aSifikace SAtElitll.....c..coueeieerieerieeeeeie ettt st eaa e 5
1.2.2 Historie objevu SatDINA ......cccooiiiiiiiiiie e 6
1.2.3 Uplatnéni poznatkd o satelitni DNA...........ccooiiiiiiiiiiii e 7

2 CHlE PIrACE ...ttt ettt h e s 9
3 Material @ MeEtody ..........ccceviiiiiiiiiiiiiiiiii e 10
3.1 StudOVANY OFGANISIMIUS. ....ecueeureureetereiesteiiestieie et e esaessebe s bbb esse s s e s asse s ene s 10
3.2 12018C8 DINA ...ttt 10
3.2.1 Izolace Metodou CTAB .....cooiiiiiiiieiiece e 10

3.3 Polymerazova fet€zova reakce (PCR) .......cccooiiiiiiiiiiiii 11
3.4 BIEKLIOfOrEZa ..ottt st 12
3.5 KIONOVANT @ SEKVENACE ...c..veiiiieiieeeie ettt sttt 13
3.5.1 Srovnani vysledka s referencnimi sekvencemi ..........ocooeeeveiiiiiiiniiiiinicies 14

3.6 Piiprava sond pro in situ hybridizace pomoci znacent ,,nick translaci®........................ 14
3.7 ChromoSOmMAINT PIEPATALY ......eeerveerruerieiiiiiite ettt ettt e a e s 15
3.8 Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) .......cccooooiiiiiiiiiiiii 15
3.8.1 Analyza vysledku FISH.......ccccocciiiiiiiiiiiiiii e 16

B VYSIEAKY ... s 17
4.1 Vysledky kontroly eleKtrofOorézou..........ccooveviviiiiiniiiiiiiiii e 17
4.2 Vysledky srovnani s referencni SEKVENCi ..........ooooeveiiiiiiiiniiies 18
4.3 Vysledky fluorescencni hybridizace in SItU.........ccoceeiiiiiiiiiiiiiiiie e 19

S DESKUISE ...ttt ettt ettt et et ea e s st h b e as bbb e ae e s e naaenateens 22
6 ZLAVEY ...ttt et s e a e eb e ea e 26
7 Seznam POuZité HEEratury.............ccccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 27

S PFIIONY ... 32



1 Uvod

1.1Studovany organismus

Druhem, na néjz jsem se v této praci zaméfil, je predivka brslenova, Yponomeuta cagnagella
(Hibner, 1813). Tento drobny motyl je zhruba 20-25 mm velky. Jeho charakteristickym
rysem je bilé zbarveni hlavy a pfedniho paru kfidel, opatfeného nekolika fadami Cernych
teCek. Druhy par kiidel je vyrazné tmavsi, hnédy az tmavé Sedivy. Larvy jsou bledé Sedé i
nazloutlé, opét stmavymi teCkami podél boku, zatimco jejich hlava je Cerna. (Meyrick

1895).

1.1.1 Ekologie druhu

Vv

ostatni druhy tohoto pestrého rodu svym rozsifenim zasahuji po celé palearktické oblasti a na
jthovychodé pies jihovychodni Asii do Australie a na Novy Zéland. V Novém svété se
ptirozené vyskytuje pouze jediny druh, Y. multipunctella (Turner et. al. 2010).

Tak jako pro kazdy druh rodu Yponomeuta, je 1 pro tyto drobné motyly zcela zasadni jejich
zivna rostlina, tu pro né predstavuje brslen (Euonymus) (Roessingh et. al. 2000). Diky své
schopnosti prezit a dokoncit vyvoj na vice druzich tohoto rodu, dokazaly predivky v 60.
letech minulého stoleti prezit neumyslny transport na severovychod Severoamerického
kontinentu a rozsirit se tam na okrasnych dfevinach. Druh, ktery se zda byt jejich primarni
zivnou rostlinou a je tedy i nejvice zasazen v jejich americké oblasti rozsifeni, je brslen

evropsky (Euonymus europaeus) (Hoebeke 1987).

Predivky brslenové se rozmnozuji jedenkrat ro¢né€, pficemz kladeni vaji¢ek probiha v 1été€,
typicky ve druhé poloviné Cervence. Samicky kladou vajicka v kompaktnich shlucich na
vétvicky vhodné hostitelské rostliny. Jedna sniska zpravidla obsahuje 25 az 50 vajicek a
larvy se lihnou jiz v srpnu. Vylihlé larvy vSak prezimuji ukryté pod zbytky prazdné snusky
pokryté tuhou vrstvou zaschlého ochranného sekretu, ktery samicka produkuje pii kladeni.
Zimovani konc¢i pocatkem jara a larvy se na rostliné mnohdy krmi spolecné, pfiCemz snovaji
sit zhedvabi. Ta jim slouzi jako castecna ochrana pred vlivy prostiedi a predaci.
V nékterych piipadech mohou rozsahlé a komplexni hedvabné sité€ predivek obsahnout celé
vétve zivné rostliny. K zakukleni dochézi v €ervnu a pfeména v dospélce trva priblizné 14

dna. Kokony si larvy spradaji bud'to ve zbytcich ochranné sit€ nebo u zemé€ pod nizsim



rostlinstvem v piipadé, ze hostitel byl jejich aktivitou zbaven vétSiny listi a neposkytuje tedy

jiz dostate¢ny ukryt (Hoebeke 1987).

Obrazek 1: Predivka brslenova (Yponomeuta cagnagella, Hiibner, 1813). a — larva predivky

(autor: Beentree). b — jedinci zakukleni na zivné rostliné (autor: Rasbak). ¢ — dospélec druhu

(autor: Sarefo).

a a ¢ stazeno z webové stranky https://en.wikipedia.org/wiki/Yponomeuta_cagnagella; 10. 4.
2023, b stazeno z webové stranky https://es.wikipedia.org/wiki/Yponomeuta_cagnagella;

10. 4. 2023

1.1.2 Taxonomicka pozice

Skupina Yponomeutoidea, v Ceské klasifikaci zpravidla oznaovand jako nadceled,
odvozuje své jméno praveé od rodu Yponomeuta, jehoz predstavitelem se zabyva tato prace.
Z hlediska taxonomie se Yponomeutoidea nachazi pobliz baze kladu Ditrysia, v ramci fadu
motyld (Lepidoptera). O néco kontroverznéjsi je vSak jeji presnéjsi umisténi. Ve star§ich
studiich byla za jeji sesterskou skupinu povazovana nadceled” Gracillarioidea (Heikkil4 et.
al. 2015). Nov¢jsi studie, zejména ty zalozené na genetickych datech se vsak priklanégji
k nazoru, ze Gracillarioidea je spiSe vnitini skupinou Yponomeutoidea, jez by se timto stala
parafyletickou. Navzdory témto a podobnym drobnym nesrovnalostem, je vSak wvnitini

struktura Yponomeutoidea relativné dobfe znama (Yang et. al. 2019).

Samotny rod Yponomeuta se v poslednich letech dockal bliz§iho zkoumani, zejména jako
jeden z modelovych organismu pro evoluci fytofagniho hmyzu. Zvlasté zajimava je na
predivkach brslenovych jejich hostitelska preference. Jejich momentalni preferovana zivna
rostlina, brslen evropsky (Euonymus europaeus), totiz patii do Celedi Celastraceae, stejné

jako hostitelské druhy vétSiny ostatnich zastupct rodu. Tato preference vSak muze


https://en.wikipedia.org/wiki/Yponomeuta_cagnagella
https://es.wikipedia.org/wiki/Yponomeuta_cagnagella

predstavovat az druhotné navraceni Y. cagnagella a jeji blizké ptibuzné Y. irrorellus

k ptivodni skupiné zivnych rostlin poté, co se spolecny predek evropskych druhti adaptoval
na rostliny z Celedi Rosaceae. Domnivame se tak na zaklad¢ zjisténi, ze predivky obou
zminénych druhll vykazuji vnimavost k benzaldehydu (CsHsCHO), coz je latka produkovana
rostlinami z Celedi Rosaceae, nikoli vS§ak Celastraceae (Roessingh et. al. 2007). Dalsi
podobny hostitelsky posun byl zaznamenan u jiné dvojice evropskych druht, Y. rorrellus a
Y. gigas, které se z zivnych rostlin ¢eledi Rosaceae presunuly na Celed’ Salicaceae. Ackoli
fylogeneticka pozice neékterych druht v ramci rodu Yponomeuta je stale nejista (zejména
uvnitt kladu Y. cagnagella — Y. irrorellus), ptibuzenské vztahy se jiz podaftilo z vétsi Casti

uspokojiveé vytesit (Turner et. al. 2010).
1.1.3 Karyotyp a genom predivek

Predivky, coby zastupci motylt jsou rodem se samici heterogamii (Sahara et. al. 2012).
Karyotyp nékterych predivek, véetné Y. cagnagella vSak navic vykazuje pomérné neobvyklé
usporadani, kdy se haploidni pocet chromosomi (n) lisi o jedna mezi zastupci riiznych
pohlavi. Je to zptsobeno tim, Ze tyto predivky disponuji dvéma riznymi chromosomy Z, a
tudiZ je jejich vysledny diploidni karyotyp 2n=62 (4Z1Z1Z2Z>) u samce a 2n=61 (Y WZ1Z,)
u samice, kde pohlavni chromosomy v meidze tvori trivalent (Nilsson et. al. 1988). Stejné
jako u vétsiny ostatnich motyla je chromosom W u samic v interfaznich jadrech
rozpoznatelny jako pohlavné specifické heterochromatinové télisko, patrné v jadre po valnou

cast bunééného cyklu (Hora et. al. 2019).

Chromosomy piedivek brslenovych a motylti obecné, jsou holokinetické, to znamena, Ze tzv.
kinetochor, proteinova struktura, jez se béhem dé€leni pfipojuje na délici vieténko, mize byt

velmi rozsahly a pokryvat vétsi ¢ast chromosomu (Wolf et. al. 1997).

Na slozeni genomu predivky brslenové se prozatim zaméfovalo jen relativné malo studii. To

je zieymé alespon z ¢asti zapficinéno tim, ze jeho sekvence byla sestavena teprve nedavno.

Velikost genomu piedivek brslenovych patti s délkou vice nez 700 Mbp mezi dal§imi
doposud studovanymi motyly k t€ém vétsim. Naptiklad v porovnani s notoricky znamym
modelovym organismem, bourcem moruSovym (Bombyx mori, Linnaeus, 1758), ktery
disponuje genomem zhruba o 200 Mbp kratSim, predivky skute¢né vynikaji. Taxonem, ktery
je jim vtomto ohledu podstatné blizsi, je kupiikladu mara z cCeledi vakonoSovitych
(Psychidae) Eumeta variegata (Snellen, 1879) s genomem taktéz mirné piekracujicim

hranici 700 Mbp (Volenikova et. al. 2022).



Pro naSe ucely je také dulezity obsah repetitivnich sekvenci v genomu Y. cagnagella.
Celkovy objem repetic v genomu predivky dosahuje témér jedné poloviny (presnéji
46,75 %), pticemz pouhych 0,57 % tvoti znama satelitni DNA. V pfipadé€ podilu repetitivni
DNA na celkovém objemu genomu je variabilita ostatnich motyli podstatné vyssi nez
v pfipad¢é jeho absolutni velikosti. Z toho vyplyva, ze zhruba polovicni obsah repetic
predivek se v tomto ohledu pfili§ nevymyka (u jiz zminéného B. mori representuji repetice

46,8 % genomu) (Volenikova et. al. 2022).

I pfes to je vSak potfeba dodat, ze dostupnost osekvenovaného genomu zcela zdsadnim
zpusobem usnadiuje dals$i navazujici vyzkum. Mezi potencialni aplikace takto ziskanych
poznatkd patii mimo jiné studium exprese vybranych gena dualezitych pro ekologii druhu,
jako napriklad téch, podilejicich se na produkci hedvabi. Stejné tak i moznost lepsiho
porozumeéni taxonomii a v neposledni fadé i lokalizace a bliz§i prozkoumani strukturnich
elementt, mezi néz nalezi i satelitni DNA (Volenikova et. al. 2022). Napiiklad pravé
piiprava specifickych primerd, vyuzitych v této praci, by nebyla bez predchozi sekvenace

mozna.
1.2 Satelitni DNA

Vétsina sateliti, které nalézame mezi zivocCichy i rostlinami, vykazuje relativné uniformni
délku monomeru bud’'to mezi 150 a 180 bp nebo mezi 300 a 360 bp. Jiz na téchto hodnotach
je patrny zajimavy jev, a sice, ze v prub&hu ¢asu prochazeji satelity evolu¢nimi zménami, jez
mohou v mnoha pfipadech zpusobit slouceni repetic v delsi celky. To znamena, Ze repetice,
které pozorujeme v genomech organismi dnes, mohly vzniknout v minulosti slou¢enim

star§ich a kratSich monomeru téze sekvence (Garrido-Ramos 2017).

Spolecné s transpozibilnimi elementy je satelitni DNA zodpovédna za znaCnou Cast
variability v eukaryotnich genomech, pfi¢emz tyto dvé slozky v nékterych pripadech tvoii az
jednu polovinu DNA pfislusného organismu (Lopez-Flores & Garrido-Ramos 2012). I pres
asociaci s klicovymi strukturami v burce a dilezitou roli, kterou zastavaji v jejich fungovani,
vykazuji tyto satelity znacnou sekvencni rozmanitost, jez se z evolucniho hlediska utvari
velmi rychle. Takto dynamické zmény v konstituci satelitnich klastri mohou byt pohanény
nékolika riznymi molekularnimi mechanismy, jako je napftiklad ektopicka rekombinace

(Louzada et. al. 2020).

Dal§i zasadni vlastnosti satelitni DNA, je jeji role pfi chromosomalnich prestavbach.

Napriklad ve studii Adega et. al. (2008) autofi uvadi pravdépodobnou korelaci mezi
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chromosomalnimi pfestavbami a lokalizaci satelitni DNA. V daném piipad€ klastry satelitni
DNA kolokalizovaly s misty na chromosomech, kde dochazelo v evolu¢ni minulosti ke
zlomim ¢i fuznim udalostem. Toto pozorovani nasvédCuje, ze vétsi akumulace satelitni
DNA na urcitém misté, maze vyrazné€ navysit frekvenci prestaveb daného chromosomu a
potencialné prispét 1 k reprodukénimu oddéleni druhu (Louzada et. al. 2020 a Adega et. al.

2008).

Presto, ze vétSina informaci o satelitnich sekvencich pochazi zvyzkumu taxona
s monocentrickymi chromosomy, v posledni dobé se zejména diky rozvoji sekvenacnich
metod a navazujicich bioinformatickych nastroji podafilo nashromazdit i jisté mnozstvi
poznatki o obecnych vlastnostech satelitti u skupin s holocentrickymi chromosomy jako jsou
praveé motyli. VétSina znamych satelitnich sekvenci preferuje vyskyt v heterochromatickych
oblastech genomu, coz je velmi dulezité pravé u motyld, disponujicich silné

heterochromatinizovanym chromosomem W (Véchtova et. al. 2016).
1.2.1 Klasifikace satelitu

Mluvime-li o satelitech, ¢i satelitni DNA, mame typicky na mysli dobfe rozpoznatelné,
opakujici se sekvence nukleotidii uspofadané v tandemech. Takové tandemové usporadané
repetice, 1ze rozdélit do tfi, poptipadé péti velkych kategorii. Mikrosatelity predstavuji
nejkratsi typ repetic, s délkou typicky do 5 bp. Vyznacuji se vysokym poctem opakovani a
také vysokou variabilitou vtomto poctu, a to 1 vramci jednoho biologického druhu.
Minisatelity jsou druhou velkou kategorii, s nékolikrat delSimi repeticemi, pohybujicimi se
kolem hodnoty 15 bp na délku. Posledni, a pro ucely této prace nejpodstatnéjsi, jsou satelity.
Disponuji nejdelSimi repeticemi v fadu nizS§ich stovek bazi. Zaroveri, na rozdil od
predchazejicich dvou kategorii maji tendenci se shlukovat do velkych seskupent, takzvanych

klastrt, jez mohou dosahovat délky blizici se az 100 Mbp (Charlesworth et. al. 1994).

Kromé tii zakladnich typt satDNA rozliSujeme jest€ tandemové se opakujici geny a
krypticky jednoduché repetice. Mezi tandemové se opakujici geny patfi zejména ty,
s vysokou mirou exprese, které jsou v genomu zpravidla potteba ve velkém mnozstvi kopii.
Typickymi priklady tandemové se opakujicich geni muzou byt ty, kodujici pro produkci
rRNA (viz. nize) anebo histonovych proteini. Krypticky jednoduché repetice jsou na rozdil
od vSech ostatnich, dfive uvedenych kategorii netandemické, pfitomné ve vétsi casti
genomu, a navic vétSinou postradaji TA-obohaceni. Existuje zaroven nazor, ze krypticky

jednoduché repetice mohou byt dusledkem pfirozené organizace genomu spise nez vlastni



kategorii entit oddélitelnych od okolni nahodné usporadané sekvence. Dale se jimi zde tedy

nebudeme zabyvat. (Tautz 1993).

Ribosomalni DNA, je ptikladem jednéch z nejcastéji studovanych tandemové se opakujicich
genu. Jeji distribuce je v zasad€ podobna, jako u satelitnich sekvenci v tom smyslu, ze ma
tendenci tvofit detekovatelné klastry na nékterych chromosomech, nazyvané regiony
organizatora jadérka (nucleolar organiser regions ¢ili NORs). Vyznamnym rozdilem mezi
rDNA a vétsinou béznych satelitd vSak je, Zze v haploidnim genomu daného druhu se jen
ziidkakdy vyskytuje vice nez dva NORs, pficemz poCty mezi 4 a 11 byly zjistény opravdu
pouze vyjimecn€. Rizny pocet, a hlavné velikost NORs u raznych druhtt motyld je navic
voditkem k tomu, Ze tyto oblasti DNA se mohou v ramci genomu rozsifovat ¢i pfemistovat.
Predpoklada se, ze hlavnim mechanismem Sifeni rDNA je ektopickéd rekombinace, nicméné

tato hypotéza zatim nebyla vyznamnéji podporena (Nguyen et. al. 2010).
1.2.2 Historie objevu satDNA

Vysoce repetitivni sekvence DNA, usporadané v tandemech, byly poprvé objeveny a
popsany na mysich poCatkem 60. let. Protoze ze satelitni DNA se sklada podstatnd cast
genomu nékterych organismi, muze do jisté miry prispét k feSeni takzvaného , Paradoxu
hodnoty C*. Tento paradox v zasadé predstavuje otazku, proc velikost genomu organismu
nevykazuje korelaci s jejich zdanlivou komplexitou. Satelitni sekvence DNA, ackoli v tomto
ohledu jisté podstatné, vSak samoziejmé nemohou byt pokladany za pfic¢inu paradoxu. Je
nicméné znamo, ze obsah sateliti v genomech raznych skupin organismi vykazuje
mimotadné vysokou variabilitu, jez nutné nevypovida o jejich ekologickych vlastnostech ani
taxonomickém postaveni. Mezi zivoCichy se naptiklad obsah satelitnich sekvenci pohybuje
v rozmezi 0,5 az 50 %. Dokonce i v genomech blizce ptibuznych druhti se mize jejich obsah
vyrazné ménit. Kupfikladu u riznych druhd rodu Drosophila se mize jejich zastoupeni lisit
az o dva fady: Zatimco D. erecta disponuje pouze pulprocentnim obsahem satDNA
v genomu, u D. virilis tato hodnota dosahuje az 50 %. Octomilky tak predstavuji plny rozsah
variability v zastoupeni satelitni DNA mezi zivocichy, a to v ramci pouze jediného rodu

(Garrido-Ramos 2017).

Satelitni DNA byla objevena metodou gradientu hustoty v kapaliné (buoyant density
gradient) a to jiz v dobé, kdy se teprve zacinala pouzivat. Pii této metodé genomicka DNA
obvykle formuje béhem centrifugace vrstvicku, jejiz poloha zavisi na podilu jednotlivych

typu bazi v sekvenci. Z toho vyplyva, ze AT obohacené sekvence se usazuji na mirné odli§né



hladin€ nez zbytek genomu. Prokaryotni DNA, ziskana z bakterii, vykazovala pouze
jednotny, dobfe ohrani¢eny signal, zatimco DNA eukaryot, jez obsahuje pravé AT
obohacené repetice, zpravidla tvofila signal bud’to s jednim velmi §irokym nebo Castéji se
dvéma peaky. Sekundarni peaky signalu byly nazvany , satelitni“. V pozdé&jsich letech, kdy
jiz s rozvojem sekvenacnich metod bylo mozno piesné urcit slozeni takto pozorovanych
sekvenci, se nazev prenesl na samotnou DNA a k té se od té doby typicky referuje jako

k satelitni DNA (Tautz 1993).

Prvni sekvence satelitni DNA, uspé$né izolovana ze zastupce fadu Lepidoptera, se nazyva
MBSAT]I a byla popsana u miry zelené (Mamestra brassicae, Linnaeus, 1758). Jedna se o
repetici o velikosti 234 part bazi s navySenym obsahem adeninu a thyminu. Podobné jako
mnohé dalsi satelitni sekvence, se 1t MBSAT1 vyskytuje ve shlucich, a to na obou pohlavnich
chromosomech miury. Satelitni sekvence je v genomu M. brassicae hojné rozsifena a zabira
zhruba 1,9 % jeho celkové délky. Diky zvySenému obsahu AT bazi, jez ¢ini piiblizné€ 60,7 %
satelitu, neni prekvapivé, ze oblasti vyskytu MBSATI1 se piekryvaji s oblastmi
heterochromatinu na obou zminénych chromosomech. V télnich bunkach mury se satelit za
normalnich  okolnosti netranskribuje (Mandrioli et. al. 2003), coz s nejvyssi
pravdépodobnosti  souvisi pravé stendenci AT-bohatych sekvenci zpusobovat
heterochromatinizaci, pfipadné s aktivnim selekénim tlakem na potlaceni prepisu kvili

potencialnim Skodlivym efektim satelitniho transkriptu (Ting et. al. 2011).
1.2.3 Uplatnéni poznatki o satelitni DNA

Popis a znalost repetitivnich sekvenci DNA jako jsou satelity ¢i mikrosatelity mize kromé
mapovani struktury genomu, nalézt uplatnéni i v taxonomii, ¢i pii studiu genetické diverzity
organismi. Na zakladé odlisnosti v usporadani ¢i délce repetic, popiipad€ i na zaklade
jednonukleotidovych polymorfismi (single nucleotide polymorphism, SNP) v sekvenci
jednotlivych monomert, 1ze nalézt specifické poznavaci znaky cili ,,markery®. S vyuzitim
téchto markerti je nasledné mozné spolehlivé identifikovat riizné druhy organismi, jejich
poddruhy nebo populace, které by se jinymi zptsoby jen tézko odliSovaly. Tyto a podobné
identifikacni metody je samoziejmeé mozné aplikovat jak na zivoCichy, tak rostliny 1 dalsi

eukaryota (Soriano et. al. 2011).

I pres to, ze satDNA je takzvané nekodujici a neobsahuje tedy informace k syntéze proteind,
muze studium toho, za jakych podminek a v jakém rozsahu je transkribovana, vyznamné

prispét k nasemu pochopeni mnoha pochodi uvniti bunék zivych organismt (Kuhn 2015).



Satelitni sekvence se za normalnich okolnosti v genomu ZzivoCichll téméf neexprimuji a
k uplnému, ¢i alespon dostatecnému potlaceni jejich exprese je mnohdy zapotiebi nékolika
prekryvajicich se mechanisma. I k tomuto pravidlu samoziejme existuji vyjimky, ac¢koli jsou
velmi vzacné. Jednou takovou vyjimkou je plicni tkan dospélci a mnohé embryonalni tkané
u my$i (Mus musculus, Linnaeus, 1758). Buiiky téchto tkani nékteré své satelitni sekvence
exprimuji, ackoli zdaleka ne v mnozstvi, v jakém se to déje za patologickych podminek.
RNA jednotlivych satelit jsou navic zcela odlisné posttranskripcné upravovany (Ting et. al.

2011).

Jakéakoli vyrazngjsi exprese je naopak zcela bez vyjimky pfiznakem chorobnych zmén dané
bunky a nadmérnou expresi u jistych satelitnich sekvenci 1ze pokladat za velmi spolehlivy
indikator, poukazujici na rozvoj rakovinného bujeni. U mnoha typt mysi rakoviny dokonce
mnozstvi transkriptu normalné potlacenych sateliti dosahuje az 3600nasobku transkriptd
nékterych housekeeping gent. Co se tyCe lidskych satelitnich sekvenci, zda se, ze
mechanismy pro jejich represi, stejné jako jejich nahlé | probuzeni® ve specifickych liniich
rakovinnych bunék, je analogické k tém, pozorovanym u M. musculus, a to i presto, ze

nekteré rodiny satelitni DNA jsou druhoveé specifické (Ting et. al. 2011).



2 Cile prace

Vzhledem k tomu, ze vysoce repetitivni ¢asti genomu mnohdy predstavuji nemaly problém
pfi jeho sestavovani, neni snadné ziskat o satelitech pfili§ mnoho novych informaci
(Véchtova et. al. 2016). Pravé proto jsou jakékoli nové udaje o pozici sateliti v karyotypu
druhu a potencialni odvozeni jejich ptipadné funkcni povahy velmi dulezité a podnétné pro
dalsi studie. Snaha o rozsifeni poznatka o konkrétnich satelitech u druhu Y. cagnagella byla

tedy 1 hlavni motivaci pro vybér tématu této bakalarské prace.

V karyotypu motyli se zpravidla nachazi jen velmi malo heterochromatinu, jehoz valna cast
je pritomna bud’to na chromosomu W, tedy pouze v samicich, anebo v dalSich oblastech
bohatych na repetice jako jsou napfiklad terminalni oblasti na koncich chromosomu
(Carabajal Paladino et. al. 2019). I pfes velky vyznam skupiny se vSak studiu satelitni DNA

u motylt do nedavna nevénovalo piili§ mnoho pozornosti. (Véchtova et. al. 2016)

Nicméné dobife znamé distribuce heterochromatinu spoleéné s obecnou tendenci satelitni
DNA vyskytovat se hojné v heterochromatinizovanych oblastech genomu (Carabajal
Paladino et. al. 2019), otevira pro tuto praci zajimavou piilezitost. Ziskani informaci o
distribuci nékterych znamych sateliti na chromosomech piedivky brslenové (Yponomeuta
cagnagella, Hibner 1813), mize v budoucnu pomoci pii zkoumani jejich role v karyotypové

evoluci.

Cilem této bakalaiské prace je proto analyza distribuce tfi riznych satelitnich sekvenci
predem identifikovanych in silico v genomu studovaného organismu. Tyto satelitni sekvence
jsou oznaceny Ycag_sat_clll, Ycag_sat_cl24 a Ycag_sat_cl27 a doposud nebyla jejich
pozice ani potencidlni rozlozeni v genomu pifesné znamy. Za ucelem vizualizace
sledovanych sateliti bude pfipravena fluorescencné znacena sonda odpovidajici sekvence.
Tato sonda bude nasledné aplikovana na chromosomalni preparaty predivky pii takzvané

fluorescencni in situ hybridizaci (viz kapitola 3.8).

Urceni polohy klastra satelitni DNA v ramci karyotypu, miZze byt v budoucnu prospésné
zejména pro navazujici studie, zabyvajici se nékterou z mnohych potencidlnich funkci téchto

zajimavych a donedévna zanedbéavanych repetic.



3 Material a metody

3.1 Studovany organismus

Vzorky tkané pouzité pro izolaci DNA, stejné jako pro vytvofeni chromosomalnich
preparatd pochazely z jedinct druhu Yponomeuta cagnagella (Hibner, 1813) z nizozemské
populace. Housenky byly sbirdny v Amsterdamu na jafe roku 2018 prof. Peterem
Roessinghem (University of Amsterdam, Nizozemi). VSechny vzorky byly az do pouziti

uchovany v mrazaku pfi teploté -80 °C.
3.2 Izolace DNA

DNA byla izolovana z larvalnich tkani zbylych po zhotoveni chromosomalnich preparatu, tj.
larva bez stfeva a gonad. Tyto byly po prudkém ochlazeni tekutym dusikem uchovavany

v mrazaku pii teploté -80 °C do samotné izolace.
3.2.1 Izolace metodou CTAB

Pro ziskani genomoveé DNA byl pouzit protokol vyuzivajici
hexadecyltrimethylamoniumbromid, zkracené CTAB. Metoda je vyhodna zejména proto, ze
umoziuje extrakci DNA o vysoké koncentraci 1 Cistot€¢ a v neposledni fadé pfi ni také
nedochazi k pfiliSnému naruSeni struktury, a tudiz je mozné extrahovat i velmi dlouhé

fragmenty DNA vhodné k dal§imu uziti (Murray & Thompson 1980).

Izolace DNA probihala podle protokolu adaptovaného z prace Winnepenninckx et. al.
(1993). V kratkosti: tkan€ jednoho jedince byly zality 2mL extrakéniho pufru (100mM Tris
HCI, 1,4 M NaCl, 40mM EDTA, 2% CTAB, 0,2% 2-merkaptoethanol, 0,1 mg proteindza K
(Sigma-Aldrich), pH 8) a homogenizovany pomoci sterilni sady sklenénych homogenizatort
s tloucky. Takto homogenizované vzorky byly poté inkubovany pfes noc v extrakénim pufru

pti teploté 37 °C za stalého a pomalého michani.

Druhého dne bylo ke vzorkim pfidano stejné mnozstvi chloroformu a nasledovala
centrifugace pifi maximalnich otackach (13 400 rpm) pfi teploté 4 °C a po dobu 10 min.
Vodni faze byla odebrana a ulozena do nové zkumavky, nacez bylo pfidano 10 pg RNazy A
(Sigma-Aldrich) a nasledovala opét inkubace pti 37 °C, tentokrat na 30 min. V dal§im kroku
se ke stavajicimu obsahu zkumavky ptidaly jesté 2/3 objemu isopropanolu a smeés byla

ponechana pii pokojové teploté po dobu 2 nebo 2,5 hod, dokud nedoslo k vysrazeni.
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K oddéleni srazeniny od supernatantu poslouzilo dalsi kolo centrifugace pii 4 °C a
maximalnich otackach po dobu 15 min. Pelet byl poté promyt dvakrat studenym 70%
ethanolem, a po oschnuti resuspendovan v 50 ul vody. Aby doslo ke snadn€jSimu rozpusténi,

vzorky byly dikladn€ protiepany a skladovany v lednici pfi teploté 4 °C.

Koncentrace ziskané DNA byla nasledné zjisténa pomoci pfistroje Qubit 3.0 a absence
zasadnich kontaminantt jako napf. proteind ¢i RNA byla ovéfena pomoci spektrofotometru

Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific, USA).
3.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce, zkracené PCR je proces, pii némz dochéazi k mnohanasobné
replikaci sekvence DNA slouzici jako templat. K ohraniCeni pozadované sekvence se
vétsinou vyuziva specifickych oligonukleotidi zvanych primery, jez umoziuji jeji

preferencni amplifikaci (Guyer & Koshland 1989).

Klasickd PCR vyuzivajici Taq (Thermus aquaticus) polymerazy, byla poprvé popsana a
pouzita roku 1987. Vyuziti tohoto enzymu oproti star§i metod¢ zahrnujici polymerazu
z Escherichia coli ptinasi fadu vyhod pramenicich zejména z jeji termostability. PCR v této
nove¢jsi podobé, je napriklad metodou nesmirné citlivou, schopnou amplifikace templatu
vyskytujiciho se v jediné kopii uvniti vzorkll s vysokou koncentraci jinak nezadoucich
sekvenci DNA. Stejné tak umoziiuje namnozeni cilové sekvence o minimalné Sest ¢i sedm

radu v ¢asovém horizontu, jez se typicky pohybuje v jednotkach hodin (Saiki et. al. 1988).

Primery pro jednotlivé satelity byly navrzeny v programu Geneious Prime (verze 2023.0.2,
Biomatters, Auckland, Novy Zéland) a syntetizovany firmou Generi Biotech s.r.o. (Hradec
Kralové, Cesko). Idealni nasedaci teplota riznych primert se ligila a byla zjisténa na zakladé

doporuceni vyrobce a optimalizovana experimentalné gradientem teplot v cykléru.

Ptiprava reakci byla provadéna na ledu, reakéni mix mél vzdy objem 50 pl a skladal se
z 1x One Taq reakcniho pufru Quick-Load (New England Biolabs, USA), 25 U/ml One Taq
DNA polymerazy Quick-Load (New England Biolabs), 0,2 uM obou primert (viz tabulka I)
a 0,2 mM smés obsahujici kazdy ze Ctyf nukleotida. Jako templat bylo vyuzito
20 ng genomové DNA nebo 5-10 ng v ptipadeé amplifikaci jiz izolované sekvence) DNA.
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Tabulka I: Pfehled pouzitych primert a jejich nasedacich teplot

Cilova Veikost | Nasedaci |, Forward“ Primer ,,Reverse” Primer
sekvence | PCR teplota (5°-39) (5°-39)

produktu
Ycag_sat_ | 661 bp | 50 °C CCTCCTTCAAGAAAA | TTCAGGGTGAGAAACT
cl24 CAAAA TATC
Ycag_sat_ [ 739bp |49 °C CAAAATTTTCACGTA | ATGAAGCCGATTTTTG
cl27 GCTCT AATT
Ycag_sat_ | 179 bp - Pouzity znacené oligonukleotidy
clll

Program prubéhu reakce v termocykléru byl zahajen denaturaci pii teploté 94 °C po dobu 5
minut (v pfipadé prvotni izolace satelitu z genomické DNA) respektive 30 sekund (pfii
amplifikaci jiz izolované sekvence). Nadale se jiz pouzity program neliSil. Pfistroj; dale
navazal 30 az 35 opakovanimi cyklu slozeného z denaturace pii 94 °C po 30 s, nasedani
primert pii 49-50 °C (viz tabulka I) po 1 minutu a syntézy produktu pii 68 °C taktéz po
I minutu. Kone¢na faze programu obnéSela prodlouzenou syntézu pii 68 °C po dobu

5 minut.
3.4 Elektroforéza

K provedeni elektroforézy bylo vyuzito 1,5% agar6zového gelu v 1xTAE pufru (40mM Tris,
20mM kyseliny octové a ImM EDTA o pH 8). Byl pouzit velikostni standard PCRBIO
Ladder I (PCR Biosystems, Velka Britanie). K separaci fragmenti dochazelo pti napéti 70
V a po jejim dokonceni byl gel obarven v roztoku ethidium bromidu o koncentraci 1 pug/ml.

Gely byly dokumentovany pomoci UV fotodokumentacniho zatizeni.

Metoda elektroforetické separace byla vyuzita k né€kolika ukonim v zasadé kontrolniho
charakteru. Jednalo se konkrétné o kontrolu funkcnosti primert, velikosti PCR produktd,

efektivity Nick Translace a zjiSté€ni potencialni kontaminace RNA.
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3.5 Klonovani a sekvenace

Metodu klonovani bylo zapotiebi provést za ucelem potfizeni vhodné sondy pro
fluorescencni in situ hybridizaci (FISH), zatimco osekvenovani produktu urceného ke

znaceni poslouzilo jako spolehliva kontrola spravného provedeni tohoto kroku.

Prvnim krokem klonovani byla ligace PCR produktu specifickych primerti do bakterialniho
vektoru. PCR produkty byly nejprve precistény pomoci soupravy Wizard SV Gel and PCR
Clean-up System (Promega, USA) dle navodu vyrobce. Nasledné byly ligovany do vektoru
pGEM-T easy (Promega, USA). Slozeni ligacni smési o objemu 10 pl bylo tedy 50 ng
vektoru, 50 ng precisténého PCR produktu a 3 U T4 ligazy v Ix liga¢nim pufru. Inkubace
probihala pfes noc (zhruba 18 hodin) v lednici pfti teploté 4 °C.

Vneseni plasmidd do kompetentnich bun€k bakterie Escherichia coli kmene DH5a probihalo
pfidanim 1,5 pl produktu liga¢ni reakce k 50 pl suspenze bunék. Buiiky byly predtim
skladovany v mrazaku pfi teploté -80 °C a pred transformaci byly rozpustény na ledu. Smeés
vznikla pfidanim liga¢niho mixu ke kompetentnim buikam byla nejprve inkubovana 30
minut na ledu a poté podrobena tepelnému Soku pii 42 °C po dobu 90 sekund. Nasledovalo
dvouminutové ochlazeni na led¢ a pfidani tekutého LB média o objemu 800 pl. Buriky byly

poté inkubovany zhruba 60 minut pfi 37 °C za mirného tfepani.

Bunky byly vysety na Petriho misky s 1,5% bacto agarem (VWR Life Science, USA) v LB
médiu  (Duchefa Biochemie, Nizozemsko) s ampicilinem o finalni koncentraci
100 pg/ml, 0,35 mM IPTG (isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid) a 50 pg/ml X-Gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-galactoside) pro tzv. modrobilou selekci (Messing et. al.

1977) a kultivovany ve 37 °C do dalsiho dne.

Pozitivni kolonie byly druhého dne pfeneseny na nové sterilni Petriho misky s ampicilinem a
LB agarem. Ve stejném kroku byly zaroven odebrany vzorky pfislu§nych kolonii a pouzity
jako templat pro PCR reakci. Agarové plotny s preockovanymi bakteriemi byly inkubovany
pii 37 °C do dalsiho dne. Misky s narostlymi koloniemi byly zapecetény parafilmem M a
uchovany pii teploté 4 °C.

Po ovéteni pomoci PCR byly kolonie z ptedchoziho kroku sterilné inokulovany do tekutého
media. Bylo pouzito LB medium o objemu 3 ml sampicilinem o finalni koncentraci
100 pg/ml. Inkubace probihala po dobu zhruba 16 hodin pii teplote 37 °C a za stalého

ttepani o frekvenci 180 rpm. Po skonceni inkubace byla z odstfedénych bakterii izolovana
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plasmidova DNA pomoci kitu NucleoSpinPlasmid (Macherey-Nagel) dle protokolu vyrobce.
Byly vybrany dva klony od kazdého PCR produktu a pouzity k pfipravé sekvenacnich reakci
dle pokynt poskytovatele sluzby SEQme s.r.o0. (Dobiis, Cesko).

3.5.1 Srovnani vysledku s referen¢nimi sekvencemi

Ziskané sekvence byly nejprve z obou stran ofiznuty na zakladé kvality v programu
BioEdit. Nasledné byla vytvorena konsensus sekvence, ve které byla pomoci online nastroje
VecScreen (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) identifikovana a poté v BioEditu ofiznuta

sekvence vektoru.

Poslednim krokem bylo srovnani kazdého ze sateliti s referencni sekvenci, coz bylo

provadéno v programu Geneious Prime (verze 2003 0.2).
3.6 Priprava sond pro in situ hybridizace pomoci znaceni ,,nick translaci“

Sondy pro fluorescencni in situ hybridizaci byly pfipravovany pomoci takzvané , nick
translace®, pfi které dochéazi v molekule DNA k vytvafeni jedno-fetézcovych zloma diky
aktivité enzymu DNazy 1. Jedno-fetézcové zlomy jsou poté rozpoznany DNA polymerazou
I, ktera diky své exonukleazové aktivité odstrani nukleotidy smérem ke 3° konci sekvence a
syntetizuje nové vlakno, do kterého jsou inkorporovany znacené nukleotidy (Rigby et. al.

1977).

Pouzity reakéni mix o objemu 40 pl se sestaval z nasledujicich slozek: Mix dNTP obsahujici
kazdy ze Ctyt nukleotidd (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) o finalni koncentraci 0,5 mM
s vyjimkou dTTP, jez byl pfitomen pouze v koncentraci 0,1 mM, 0,02 mM Cy3-dUTP (Jena
Bioscience, Némecko), 10 mM 2-merkaptoethanol, 1x nick translation pufr (0,5M Tris-HCI,
pH 7.5; 50 mM MgCl2; 0,05% BSA (hovézi sérovy albumin)), 20 U DNA polymerazy I
(ThermoFisher Scientific, USA), 0,01 U DNazy I (ThermoFisher Scientific, USA) a 2 pg

zna¢ené¢ DNA amplifikované s pomoci polymerazové tetézové reakce (viz kapitola 3.3).

Znaceni probihalo vzdy po dobu 1 hodiny pii teploté 15 °C, coz odpovidalo délce znaceného

useku a délka vyslednych fragmenta byla ovéfena na gelu pomoci elektroforézy.

Reakce byla ukoncovana pfidanim 4 pl 10x loading bufferu (250 mM EDTA, 5,9 mM
bromphenol blue, 50% glycerol). Produkt reakce byl do dal§iho pouziti uchovavan

v mrazaku pii teploté -20 °C.
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Vyse popsanym zpusobem byly znaceny sondy pro lokalizaci sateliti Ycag_sat_cl24 a
Ycag_sat_cl27. V pfipadé satelitu Ycag_sat_clll bylo jako sond pouzito dvou
oligonukleotidii znacenych Cy3, jez dohromady tvofily celou délku zminéného satelitu.
Oligonukleotidy byly objednany od firmy Generi Biotech (Hradec Kralové, Cesko) a jejich
sekvence byly nasledujici:
5 GGTTTCATGTCATATTATAATTGATTTATTTAAAATACTTTAGAGTCTATGCAA
TCATAATTTTGCATTTCCAGCCTGTTAGAAATTCGT 3¢ a

5 TTTGCTGCAATACGTCGCCCAGAAAGAAACTCTGGAGAGATTTTTCTCACAAA
TTATTTGTCAGCTCCGCTTTTTCACAAAAACTGAAT 3¢

3.7 Chromosomalni preparaty

Sklicka s chromosomalnimi preparaty mi byla pro ucely této prace laskavé poskytnuta

Petrem Nguyenem a az do pouziti ulozena v mrazaku pii teploté -80 °C.
3.8 Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

Metoda fluorescenc¢ni in situ hybridizace byla v této praci vyuzita k lokalizaci jednotlivych
repetitivnich sekvenci na chromosomech studovaného druhu. Sklicka s chromosomalnimi

preparaty byla pred zahajenim samotné FISH podrobena dvéma typim piedptisobeni.

Prvni predpiisobeni RNazou A ma za cil odstranit z preparatu RNA, jez by mohla ovlivnit
vysledek hybridizace. Béhem né& dochédzi k inkubaci preparatu v roztoku RNazy A
(200 pg/ml, Sigma-Aldrich, USA) 1 hodinu ve 37 °C a naslednému omyti preparati dvakrat
po dobu 5 minut ve 2x SSC. Druhym uzitym pfedptisobenim byla inkubace v 7x Denhartove

roztoku o teploté 37 °C, za stalého tfepani po dobu 30 minut.

Denaturace probihala 3 minuty a 30 sekund pfi teploté 68 °C za pouziti 70% formamidu
ve 2x SSC. Thned po skonceni denaturace bylo provedeno odvodnéni etanolovou fadou (po 1
minuté ve studeném 70% a v 80% a 100% etanolu o pokojové teploté). Nasledné byl
aplikovan hybridiza¢ni mix, ktery na kazdé sklo obsahoval 150 ng sondy znacené
fluorochromem Cy3 (viz kapitolu 3.5) spole¢né s 25 ug komeréné dostupné sonikované

DNA z lososa (Sigma-Aldrich, USA).

Pted aplikaci byl hybridizani mix pfesrazen vysolenim po ptidani 1/10 objemu 3M octanu
sodného a 2,5nasobku absolutniho etanolu. Vysrazena DNA byla centrifugovana po dobu
20 minut pfi 14 000 rpm a 4 °C. Po odstranéni supernatantu byl pelet promyt vychlazenym

70% etanolem a znovu 10 minut centrifugovan za vySe zminénych podminek. Ziskany pelet
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byl rozpoustén v 10 ul 50% deionizovaného formamidu a 10% dextran sulfatu ve 2xSSC ve
37 °C po 30 minut. Vznikla smés byla denaturovana po dobu 5 minut pii teploté 90 °C,

nacez doslo k jejimu ochlazeni na ledu.

Na kazdé sklicko s denaturovanym preparatem bylo pfidano 10 pl hybridiza¢niho mixu.
Preparat byl zakryt krycim sklem o rozmérech 24x40 mm a jeho okraje utésnény vrstvou
lepidla na bazi kaucuku Fixogum (Marabuwerke GmbH, Némecko). Sklicka s preparaty byla
takto inkubovana po dobu 3 dnu pii teploté 37 °C.

Po uplynuti inkubacni doby bylo lepidlo i1 s krycim sklem odstranéno a preparaty omyty
v 1% Tritonu x-100 v 0,1xSSC po dobu 5 minut pfi 62 °C. Thned nato byly premistény do
1% Ilfotolu (Ilford Photo, Velka Britanie). Takto omyté preparaty byly obarveny DAPI (4'6-
diamidin-2-fenylindol) (Sigma-Aldrich, USA) v takzvaném ,antifade” zalozeném na
DABCO (1,4-diazabicyclo[2.2.2]oktan) (1 pg/ul, taktéz Sigma-Aldrich, USA). Prebytecné
DAPI v DABCO bylo po prikryti krycim sklem vytlateno a okraje zalakovany lakem na
nehty. Dokoncené a zalakované preparaty byly ulozeny do mrazaku do teploty -20 °C.

3.8.1 Analyza vysledku FISH

Vyhodnoceni preparati po in situ hybridizaci bylo provadéno na fluorescen¢nim mikroskopu
Leica DM6 s pfidruzenou kamerou DFC 9000 a vybaveném softwarem LAS X. Pofizené
cernobilé snimky byly pseudo-obarveny a slozeny v programu Adobe Photoshop CC 2019.
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4 Vysledky

4.1 Vysledky kontroly elektroforézou

Elektroforéza byla v této praci vyuzita k dokumentaci a kontrole vysledkii PCR. Navrzené
primery byly pouzity k izolaci a amplifikaci cilovych sekvenci zvolenych satelitl a ziskané

produkty byly poté podrobeny elektroforetické separaci, aby doslo ke zméteni jejich délky.

Elektroforéza probihala na 1,5% agar6zovém gelu a do kazdé z Sesti jamek bylo naneseno
5 ul produktu ¢ markeru (PCRBIO Ladder I). Snimek, zde prezentovany jako obrazek 2
zachycuje produkty PCR ovéfeni sekvenci zaklonovanych do kompetentnich bakterialnich
bunék. K provedeni PCR byly pouzity standardni primery M13. Jako templat slouzil pfimo
maly vzorek bakterialnich bunék odebrany pfi jejich prendseni na nové Petriho misky (viz

kapitola 3.5).
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Obrazek 2: Fotografie vysledku elektroforetického ovéfeni délky cilové sekvence
zaklonované do kompetentnich bunék pomoci plasmidového vektoru. 1 a 6 - PCRBIO
Ladder I (PCR Biosystems, Velka Britanie). Sipky na snimku oznaduji velikost piislusnych
fragmentd pouzitého markeru. 2 a 3 — cilova sekvence zaklonovana do kompetentnich
bunék, odpovidajici Ycag_sat_cl24, amplifikovana primery M13. 4 a § — cilova sekvence

zaklonovana do kompetentnich bunek, odpovidajici Ycag_sat_cl27, amplifikovana primery
M13.

Na obrazku 2 si mizeme povS§imnout, ze fragment odpovidajici satelitu Ycag_sat_cl24 se

v podstaté shoduje s predpokladanym produktem PCR, ktery diky primeram M13 o néco
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presahuje délku cilové sekvence dlouhé 661 bp. Diky pouziti specifickych primera
v pozd¢jsi amplifikaci byl tento rozdil v pfipravovanych sondach eliminovan. V piipadé

satelitu Ycag_sat_cl27 je pozorovany rozdil vétsi a bude vysvétlen v nasledujicim oddilu.
4.2 Vysledky srovnani s referencni sekvenci

Sekvence ziskané od poskytovatele sekvenacnich sluzeb (viz. kapitola 3.5) byly za pomoci
programu Geneious Prime (verze 2023.0.2) porovnany s referencnimi sekvencemi
monomerd jednotlivych sateliti. Sekvence byly publikovany jako soucast prace Volenikova

et. al. (2022).

Jak jiz bylo naznaCeno v kapitole 4.1, sekvence satelitu Ycag_sat_cl27 vysla po
prozkoumani elektroforézou ponekud odli§na od naSeho ofekéavani. Totéz by se dalo fici i o
jeji podobnosti referencni sekvenci, ktera ¢inila 84,97 %. O néco lepsi shody bylo dosazeno
u satelitu Ycag_sat_cl24, kde podobnost referenc¢ni sekvence s vysledkem kontrolniho

sekvenovani Cinila 97,81 % (viz tabulka II).

Tabulka IT: Srovnani délek jednotlivych satelitd a jejich identity s referenéni sekvenci

Satelit Délka Délka Délka Identita
monomeru (bp) | amplikonu srovnavané s referencni
(bp)! sekvence (bp)?> | sekvenci (%)
Ycag_sat_cll113 | 179 - - -
Ycag_sat_cl24 706 661 657 97,81
Ycag_sat_cl27 780 739 925 84,97

1 — Délka ocekavaného produktu amplifikace za pouziti specifickych primeri. 2 — Délka
sekvence obdrzené po objednané sekvenaci a porovnavané s referencni sekvenci. 3 - Délka
amplikonu, délka srovnavané sekvence ani identita s referencni sekvenci nejsou v pripadé
satelitu Ycag sat cll1 k dispozici, protoze jeho vizualizace probihala s pomoci

oligonukleotidii pripravenych na objednavku a nikoli autorem pfipravenou sondou.

Jak muzeme vidét v tabulce I1, délka sekvence satelitu Ycag_sat_cl27, zjisténa sekvenaci se
pomérneé znacéné liSila od délky nami predpokladaného amplifika¢niho produktu 1 od délky

referencni sekvence. Tento rozdil ma pravdépodobné puvod ve vlastnostech zkoumaného
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satelitu. Délka monomeru referencni sekvence publikovana v praci Volenikova et. al. (2022)
byla predikovana pro konsensus sekvence na zakladé analyzy programem RepeatExplorer a
je tedy mozné, ze diky vnitini variabilité satelitu vySel tento konsensus krat$i nez skute¢na
délka sekvence. Dalsi potencialni vysvétleni by mohl predstavovat kratsi satelit vmezeteny

mezi monomery Ycag_sat_cl27.

Referencni sekvence monomert jednotlivych satelitd studovanych v této praci, stejné jako

sekvence ziskané po oveéreni, které byly vici nim porovnavany jsou k vidéni v priloze 1.
4.3 Vysledky fluorescencni hybridizace in situ

Fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH) byla provedena za pouziti tfi riznych sond pro
odhaleni polohy tfi zkoumanych satelitnich sekvenci na chromosomech Y. cagnagella. Prvni
dvé sondy, pouzité pro satelity soznaCenim Ycag_sat_cl24 a Ycag_sat_cl27, byly
pfipraveny pomoci izolace pfislusného satelitu z genomové DNA piedivky prostiednictvim
PCR (viz kapitola 3.3), zaklonovany do kompetentnich bakterii (viz kapitola 3.5) a po
opétovné extrakci znaceny nick translaci za pouziti Cy3. Naopak tieti satelit Ycag_sat_cll1
byl kvuli své malé délce detekovan sondami syntetizovanymi ve formé oligonukleotida

znaGenych Cy3 od firmy Generi Biotech (Hradec Kralové, Cesko).

Vysledek fluorescenc¢ni hybridizace in situ je zde ukazan jako tabulka snimki pofizenych

dokumentacnim zafizenim pouzitého fluorescen¢niho mikroskopu (viz. kapitola 3.8.1)

Z obrazku 3 je patrné, ze nami pouzité¢ sondy ukazaly lokalizaci sateliti Ycag_sat_cl27 a
Ycag_sat_clll na chromosomu W (obrazek 3a-c a 3g-i vtomto poradi). Satelit
Ycag sat clll navic v pfipadé nékterych jader vykazoval drobné signaly v podobé jen
obtizn¢ viditelnych teCek v telomerickych oblastech nékolika autosomua. Tyto signaly vSak
byvaly viditelné pouze sporadicky a k jejich prvnimu zaznamenani doslo na jadrech, ktera

nevykazovala vyrazny primarni signal na chromosomu W.

Naproti tomu, satelit Ycag sat cl24 vykazoval distribuci na koncich nékterych chromosomu
(viz obrazek 3d-f), ktera zaroven odpovidala vyraznéji heterochromatickym lokalitam
oznacenym na obrazku 3d. Které chromosomy v ramci karyotypu Y. cagnagella nesou tento
satelit vSak nebylo mozné z vysledkl presné urcit. Je tomu tak proto, ze autosomy predivky
brslenové nevykazuji v pachytennich a mitotickych jadrech vyraznou variabilitu co se tyce
velikosti a tvaru. S jistotou mizeme tedy fici pouze to, ze se signaly nenachazely na

trivalentu pohlavnich chromosomu.
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Ze snimku zachycujicich signal DAPI je dale patrné, ze i satelity situované na chromosomu
W vykazovaly kolokalizaci sregiony heterochromatinu. Tyto heterochromatinizované
regiony zda se nepokryvaji cely chromosom W ale jen jeho Cast, coz poukazuje na fakt, ze se
jedna o neo-pohlavni chromosom, ktery jesté neprodélal iplnou heterochromatinizaci a nami

pozorované satelity jsou lokalizovany na jeho evolu¢né starsi Casti.
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Obrazek 3: Chromosomalni preparaty z ovarii samic piedivky pfi fluorescencni in situ
hybridizaci. Signal vydavany DAPI je zde reprezentovan svétle modrou, zatimco Cy3
cervenou barvou. a, d, g — chromosomy barvené DAPI, chromosom W je vzdy oznacen. d —
drobné regiony heterochromatinu kolokalizujici se signaly satelitu Ycag_sat_cl24 oznaceny
Sipkami. b — hybridizaéni signal sondy, znaCené Cy3, navazané na satelitu Ycag_sat_cl27, e
— signal sondy navazané na satelitu 24, h — signal sondy navazané na satelitu Ycag_sat_cl11.
¢, f, i — slozené signaly Cy3 a DAPI ukazujici umisténi satelitd na chromosomech. Méfitko

na kazdém snimku odpovida vzdalenosti 10 um.
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5 Diskuse

Tato bakalarska prace meéla za cil lokalizaci tfi vybranych satelitnich sekvenci predivky
brslenové (Yponomeuta cagnagella, Hubner, 1813). Zvolené satelity nesou oznaceni
Ycag sat clll, Ycag sat cl24 a Ycag sat cl27 a 1 kdyz jejich sekvence byla jiz
publikovana dfive (Volenikova et. al. 2022), jejich distribuce na chromosomech predivky

nebyla znama.

Za ucelem analyzy distribuce zminénych satelitnich sekvenci byla zvolena metoda FISH
(fluorescencni in situ hybridizace). Pro provedeni této metody bylo nutné pofidit sondy
s odpovidajici sekvenci, z nichz dvé byly pfipravovany piimo a jedna dodana na objednavku

od spole¢nosti Generi Biotech (Hradec Kralové, Cesko).

Pro vyhodnoceni polohy nami pozorovanych sateliti bylo nejprve nutné spolehlivé urcit
v karyotypu predivky pohlavni chromosomy, respektive chromosom W. Lokalizace
chromosomu W by se za béznych okolnosti provadéla pomoci genomové in situ hybridizace
(GISH). Tato metoda je zalozena na oznaceni téch Casti genomu, specifickych pouze pro
jedno pohlavi aplikaci celogenomové sondy (v tomto pfipade samici), spolecné s nadbytkem
kompetitorové DNA z opa¢ného pohlavi (Yoshido et. al. 2005). V nasem piipadée bylo vSak
mozné identitu chromosomu W pomérné spolehlivé odhalit i v pachytennich jadrech podle
chromomerového vzoru po obarveni DAPI (obrazek 3 a, d, g). Genom motyll totiz typicky
neobsahuje mnoho heterochromatinovych oblasti, praveé s vyjimkou chromosomu W. Ten se
tudiz na snimcich jevi jako dobfe rozpoznatelny shluk vyraznéjSiho barevného signalu

(Cabral-de-Mello et. al. 2021).

U predivek navic do hry vstupuje jejich zvlastni konfigurace pohlavnich chromosomd.
Jelikoz W téchto drobnych motyld je neopohlavnim chromosomem, nejen, Zze tvoii
v pachytennim jadre trivalent, ale zaroven je jedna jeho Cast vice heterochromatinizovana a

tudiz pii barveni vyraznéjsi nez druhd, vyvojové mladsi (Nilsson 1988).

Ycag_sat_cl27 byl jiz dfive analyzovan v kvalifika¢ni praci Pilikové (2019), jejiz vysledky
gPCR a Southernovy hybridizace ukéazaly vyrazné obohaceni tohoto satelitu v genomu samic
u dvou geografickych populaci Y. cagnagella. Tyto udaje byly potvrzeny lokalozaci satelitu
Ycag_sat_cl27 na chromosomu W (obrazek 3a-c). Na chromosomu W byl pak lokalizovan i
dalsi satelit, Ycag_sat cll1 (obrazek 3g-i). Distribuce sateliti Ycag sat cl27 a
Ycag_sat_cll1 na chromosomu W tak pfinasi nové informace o lokalizaci satelitni DNA

v genomech motylu.
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V minulosti byly satelity mnohokrat dokumentovany na chromosomu Y u druhii se samci
heterogamii, pro néz mame dnes v tomto ohledu také nepomérné vice informaci nez pro

druhy s heterogamii samici, jako jsou pravé motyli (Ferretti et. al. 2020).

U zastupct tadu Lepidoptera byla u mnohych ze znamych sateliti pozorovana vysoka
uroven plasticity nejen z hlediska jejich zastoupeni ale také pozice jejich jednotlivych klastru
v ramci genomu. Na druhé strané, na motylim chromosomu W se az donedavna pfili§ mnoho
sateliti zaznamenat nepodafilo (Cabral-de-Mello et. al. 2021). Vysvétleni tohoto nedostatku
dat maze spocCivat i v tom, ze kvuli vysokému obsahu repetic neni chromosom W snadné pii
sekvenacich sestavit (Louzada et. al. 2020) a identifikace jednotlivych satelitl,
nevykazujicich vyznamnou podobnost s t€émi jiz zndmymi, byla v nesestavenych Castech
genomu obtizna az do pfichodu pokrocilejsich bioinformatickych nastrojii jako je naptiklad

RepeatExplorer (Novak et. al. 2013).

Zejména dulezity je pro srovnani zaver, k némuz dospéli autofi prace Cabral-de-Mello et. al.
(2021). I presto, ze jejich studie odhalila Cetné repetitivni sekvence lokalizované na
chromosomu W, autofi zarovenl uvadi, Ze totoznost téchto repetic nebyla uspokojivé
vysvétlena a zieymé se z veétSi Casti nejedna o satelity, ale o odliSny typ sekvenci, vCetné
mobilnich elementt. Jejich zavéry tedy pfispivaji k predpokladu, Ze i pfes svou bohatost na
repetice, chromosomy W zastupct fadu Lepidoptera neobsahuji pfili§ velky podil satelitni
DNA. Na prvni pohled se tedy muze zdat, ze zavér studie je v rozporu se zde zjisténou

lokalizaci satelith Ycag sat cl27 a Ycag_sat cl11.

I presto, ze dvé ze tfi zde zkoumanych satelitnich sekvenci byly lokalizovany na
sateliti v motylim genomu, vysledky této bakalaiské prace zavéru autort Cabral-de-Mello
et. al. (2021) ani pfimo neodporuji. Vzhledem ke dfive zminéné vysoké urovni plasticity je
samoziejmé mozné, aby satelity u druhu Y. cagnagella vykazovaly ponékud jinou distribuci
nez u druhti zkoumanych ve vySe popsané studii, navic se pochopitelné jedna jen o dvé
specifické sekvence, které byly na chromosomu W detekovany a tyto nemuseji nutné

vypovidat o obecné tendenci vSech sateliti u tohoto, ani pfibuznych druhu.

U satelitu Ycag sat cll1 bylo navic k vySe zminéné distribuci u nékterych jader mozné
zaznamenat slabé signaly i1 v oblasti telomer. Na zakladé téchto pozorovani sice nelze

vynaset zadné definitivni zavéry, mizeme nicméné spekulovat nad tim, ze v telomerickych
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oblastech chromosomu Y. cagnagella se skutecné nachazi malé, sekundarni klastry satelitni
sekvence Ycag_sat_cll1. Tyto byly detekovany pouze prilezitostn€, a to zejména pokud
jadro nevykazovalo primarni signal na chromosomu W. Tento slaby signal by v takovém
ptipadé bylo mozno pficist zejména jejich malé velikosti, protoze se na snimcich jevily jako
ostré, byt velmi drobné tecCky. Vysvétleni souc¢asné absence primarniho signalu na jadrech,
kde byly tyto hypotetické sekundarni klastry objeveny by pak mohlo spocivat v netplnosti
téchto jader. Pokud by totiz bylo pfislusné jadro né€jakym zptsobem poskozeno a nebyl by
tedy vidét silny signal, po pouziti delsi expozice by ziejmé mohlo dojit k zachyceni signala

ptivodné nerozpoznanych.

Satelit Ycag_sat cl24 vykazoval na rozdil od svych vySe uvedenych protéjsku distribuci
v telomerickych oblastech nékterych autosomu (viz obrazek 3d-f), na néz se sonda vazala
velmi konzistentn€. Také intenzita signalu se nijak dramaticky neliSila napfi¢ jednotlivymi
pozorovanimi. I pfesto je nutno zminit, ze se na nékterych jadrech pocet chromosomu se
signalem prece jen li§il, byt zminéné odchylky nebyly Casté a nezdaly se tudiz byt pro
vyhodnoceni zasadni. Bohuzel vzhledem k absenci jinych markerd a relativné uniformnimu
tvaru autosomu u Y. cagnagella, nebylo v této praci mozné spolehlivé uréit, které
chromosomy v karyotypu disponuji klastry satelitu Ycag_sat_cl24 a které nikoli, s vyjimkou

jiz naznaceného poznatku, ze na pohlavnich chromosomech signal pozorovan nebyl.

Obecné vzato se u studované predivky v pfipadé vSech tii nami lokalizovanych satelitnich
sekvenci ukazal jejich vyskyt v oblastech heterochromatinu. Tento vztah je patry jak
v pripadé satelitd Ycag sat cl27 a Ycag sat cll1, jejichz pozice na chromosomu W se fidila
stupném heterochromatinizace jeho pfislusné casti, tak i u klastri Ycag sat cl24, jehoz
vSechny pozorované signaly kolokalizovaly s drobnymi heterochromatinizovanymi oblastmi

ptislusnych autosomt (viz obrazek 3d).

Znalna cast sateliti v genomech jinych ZzivoCichi ma tendenci kolokalizovat s oblastmi
heterochromatinu. Klastry satDNA také snaze vznikaji v oblastech chromosomu s nizkou

urovni rekombinace (Mondi et. al. 1988 a Stephan 1986).

V ptipadé chromosomu W je tomu tak proto, ze se u samic predivek, stejné jako u samic
vSech ostatnich druht ztadu Lepidoptera, vyskytuje tzv. achiasmatickd meioza. To
znamena, ze béhem ni nedochéazi k rekombinaci a chromosom W, ktery existuje pouze
v samicich, tedy nikdy nerekombinuje. To vede k hromadéni repetitivnich sekvenci,

postupné erozi funkcnich gent, delecim a k rozsahlé heterochromatinizaci, potlacujici i
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expresi téch sekvenci, které jesté na chromosomu W pietrvavaji (Mongue et. al. 2017).
Lokalizace studovanych sateliti v heterochromatickych regionech chromosomu W ¢i

v telomerickych oblastech autosomu tak neni prekvapive.

Polohu nami pozorovanych klastri satDNA by mélo byt v budoucnu mozné dale ovéfit
analogickym experimentem u samci piedivky. Tento experiment by zahrnoval opét
fluorescencni in situ hybridizaci s pouzitim stejnych sond na preparatech ze samcich testes.
Vysledek tohoto experimentu by potvrdil nami zjisténé informace v pripadé, Ze by se satelity
Ycag_sat cl27 a Ycag_sat cl11 nepodafilo detekovat viibec anebo téméf vibec. To by totiz
znamenalo jejich lokalizaci vyhradné na chromosomu W, ktery se v samc¢im karyotypu
nevyskytuje. V pfipadé umisténi satelitu Ycag sat cl24 by naopak meél byt vysledek
v zasadé analogicky k tomu, ktery pozorujeme v této praci, protoze lokalizace satelitd
vyskytujicich se na autosomech by neméla byt zavisla na pohlavi. V pfipade, ze by se
vysledky podpofit timto zpisobem nepodafilo, tento navazujici vyzkum by tedy dal alesponi

vzniknout podnétné diskusi o potencialni plasticité v rozmisténi tii zde zkoumanych satelitd.

Vysledky této prace by se tedy daly na zavér shrnout jako uspokojivé, byt ponckud
limitované objemem ziskanych dat. Ziskané informace o postaveni klastri satelitni DNA se
mohou nicméné v budoucnu ukézat jako pfinosné napiiklad pii studiich podobnych té od
Dalikova et. al. (2022), jez maji za cil zhodnotit potencialni roli sateliti v reorganizaci
genomu ve vztahu k rDNA, mobilnim elementim nebo jinym funkénim a strukturnim
prvkim. Vyzkumy tohoto typu zpravidla obnasi detekci studovanych sekvenci na
chromosomech cilového organismu a vysledky této, ¢i podobnych praci mohou v takovém
ptipadé¢ poslouzit jako zdroj informaci, anebo alespori reference ke zjisténé poloze zkoumané

sekvence.
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6 Zavér

Analyza tfi vybranych satelitnich repetic druhu Yponomeuta cagnagella (Hiibner, 1813)
pomoci metody fluorescentni in situ hybridizace si dala za cil pfispét k soucasnym
poznatkiim tykajicim se distribuce a vyznamu satelitni DNA u motyld. I pres to, ze rad
motyli (Lepidoptera), je nejvétsi skupinou organismi vykazujicich sami¢i heterogamii,
studium chromosomu W, jenz se vyskytuje pravé pouze u samic, piineslo do dnesnich dnt
v tomto ohledu jen ponc€kud neuplné informace. Tato bakalaiskd prace nicméné uspéla
v alesponi malém rozsifeni téchto poznatkd. Bylo ukazano, ze dvé ze zkoumanych sekvenci,
satelit Ycag_sat_cl27 a Ycag_sat_cl11 jsou lokalizovany na chromosomu W, zatimco treti,
Ycag_sat_cl24 v telomerickych oblastech chromosomi. Tyto vysledky jsou konzistentni
s diivéjSimi poznatky o distribuci satelitnich sekvenci jak u této, tak i1 jinych skupin

zivodichu.
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8 Prilohy
Priloha I: Fasta format studovanych sekvenci

Monomery zkoumanych satelitnu

>Ycag_sat_cll1
GGTTTCATGTCATATTATAATTGATTTATTTAAAATACTTTAGAGTCTATGCAATCATAATTTTGCA
TTTCCAGCCTGTTAGAAATTCGTTTTGCTGCAATACGTCGCCCAGAAAGAAACTCTGGAGAGATTT
TTCTCACAAATTATTTGTCAGCTCCGCTTTTTCACAAAAACTGAAT

>Ycag_sat_cl24
CGATAAGTTTCTCACCCTGAACTGGATTCGATTAAAAATAAAAAATAGAAACAAAAATACAAAA
AACCTCCTTCAAGAAAACAAAACAAAAACACTCAATTCAAGCGAAAAAATTTGCGCCGGCGATTT
GAAAAGTGTATTCCGGATGGAAATCTATTGCCAAAAAAGGTAAAGGTTGATGTAATTTAGTCAGA
TTTTAAGTGCTATAGGCGGCAAAAATTCGGTAATTTAGAGAAATTTAGAAAAAAATCCTCACCTG
AGGACACACACAGCCAATCTTGTTGAAATTAATGTATTGTTATCGGCAAAAAACTCGAGAATTAG
GGAAGATTTTCACCTCGGGACACACACTGTTTACTCTCGGTGCAACACGAATAGAGTGGCGGAGC
GGCGTGCGCGAGGTAGGTCCGCTTTGTTTCGAGTTGTGGGTAGGTGCGGTCGTCTGAGGAAGGGT
AAAAAAGAAAGATTTTGAAGGTATTTTGGAATAATTTGGCACGGAACCCTGAAAAATGTCTGGAA
GCGCGGCTACCAAAGGCGCAGGAGCACTCCGCGGCGAGAACGGCGCGATCCCGGAGGCAGGCGG
TCTGCGGTTCGATTCCCGGCAATGAAAATTTGGAAAAGTGAAAATGTGAAAATTTTTACGTAGCT
GGGTCGGCTCCCGGTTTCCGACGTGCGATCCCTAACGAGGTACGACTTCACGAAAAAA

>Ycag_sat_cl27
CAGTGAGTATACCGGATTGTAGCTTTATATATATATAACTAGGGGGTGAACCCCCTGCGCGCTTAC
GCGCGCCAACCCCCAGCCGCTCCGAGCTTCGCTCTCCGCGGCGCTCGGCCTAGGGCCTCGCTAGA
CACTTGACGTTGGGATTGTTTGAGTGGGAACATGTATGGTCTCGGCCTTCGGCCTCGGCCTGAACG
GAGCTCGGCCTTCGGCCTCGCCGCGGCGAGGTTCCTCATCCCGGCTTCGGCCTCGAAAAATTGTTT
ATTTGAAAAATTGTTCAATTTTGTTTAAAATTTTGTACTAAAAGTCGATTTTCAGTACAAATTCTCC
ATACAAAATTTTCTCATTTTCAATCGTCGATATCTCGGCCGCCATCTTGAAATGTCAAAATGTCCG
ATTTTTCTCATATACCTGGGTCCTTTGACAACCCGATGCCGTTTAGGGCACGTCTCCAGCATGTGC
CCAGTTGGCTGCCGACTTTTTTGCGCAGAGGTCGATTTTTCGGGCGGCCATATTCTCGCCCCTATTT
TGAATTTCGAACGTTCAAAATTTTTTTTCACAATTAGATCACGAAACAAACAACTATTCCAAATTT
CATCCAAATCGGCCGGTAAACAAAAAAGTTGGCCCATTTGTATAGGAGAACGCGTTCGAAATTCA
AAAATCGGCTTCATAGGATGGCTGTAATTCATACATTTCCTACAACTTTCTCATACAAAATTTTCA
CGTAGCTCTTACCGTTTCCGAGGAAACCTATAGATGATCAGTCAGTCAGTCAGT
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Sekvence jednotlivych sateliti ziskané po ovéreni sekvenaci

>Ycag_sat_cl24
CCTCCTTCAAGAAAACAAAACAAAAACACTCGATTCAAGCGAAAAAATTTGCGCCGGCGATTTGA
AAAGTGTATTCCGGATGGAAATCTATTGCCAAAAAAGGTAAAGGTTGATGTAATTTGTTCAGATT
TTAAGTGCTATAGGCGGCAAAAATTCGGTAATTTAGAGAAATTTAGAAAAAAATCCTCACCTGAG
GACACACACAGCCAATGTTGTTGAAATTAATGTACTGTTATCGGCAAAAAACTCGAGAATTAGGG
AAGATTTTCACCTCGGGACACACACTGTTTACTCTCGGTGCAACACGAATAGAGTGGCGGAGCGT
GCGCGAGGTAGGTCCGCTTTGTTTCGAGTTGTGGGTAGGTGCGGTCGTCTGAGGAAGGGTAAAAA
AGAAAGATTTTGAAGGTATTTTGGAATAATTTGGCACGGAACCCTGAAAAATGTCTGGAAGCGCG
GCTACCAAAGGCGCAGGAGCACTCCGCGGCGAGAACGGCGCGATCCCGGAGGCGGGCGAETCTGC
GGTTCGATTCCCGGCAATGAAAGTTTGGAAAAGTGAAAATGTGAAAATTTTTACGTAGCTGAGAC
GGCTCCCGGTTTCCGAAGTGCGATCCCTAACGAGGTACGACTTCACGAAAAACGATAAGTTTCTC
ACCCTGAA

>Ycag_sat_cl27

TCAAAATTTTCACGTAGCTCTTACCGTTTCCGAGGAAACCTATAGATGATCAGTCAGTCAGTCAGT
CAGTCAGTGAGTATACCGGATTGCAGCTATATATATTAGTAACTAGGGGGTGAACCTCGGCCTGA
ACGCAGCTTCGCGCGCTTCAACCTCGCCAGCCGCGGTGTTCCTGAGGCCTCGCTCTCCGCGGAGCT
CGGCCTACGGCCTCGCCAGATTCACCCATCTGACGTTGGCGATTGTTGCCTGAGTCGCCGAAAAT
GTACAGTCTCGGCCTTCGGCCTCGGCCTGAACGGAGATCGGCCTTCGGCCTCGCCGCGGCGGGGT
TCCTGGGGCCCGCTTCGCGGAGCTCGGCCTTCGGCCTCGCAAGTTTCTCCCACCTGGCTTTTGCGT
TGTTGCTTGTTCGCCGGAAAATGTGTGGTCTCGGCCTTCGGCCTCGGCCTGAACGGAGCTCGGCCT
TCGGCCTCGCCGCGGCGAGGTTCCTCATCCCGACTTTGGACTCGAAAAATTGCTTTTTTGAAAAAA
ATTTCATCTTCGTTTAAAATTTTGTACTAAAAGTCGATTTTCAGTACAAATTCTCCATACAAAATTT
TCTCATTTTCAATCGTCGATATCTCGGCCGCCATCTTGAAATGTCAAAATGTCCGATTTTTCTCATA
TACCTGGGTCCTTTGACTACCCGATGCCGTTTAGGGCACGTCTCCAGCATGTGCCCAGTTGGCTGC
CGACTTTTTTGCGCAGAGGTCGATTTTTCGGGCGGCCATATTCTCGCCCCTATTTTGAATTTCGAAC
GTTCAACATTTTTTTTCACAATTAGATCACGAAACAAACAACTATTCCAAATTTCATCCAAATCGG
CCGGTAAACAAAAGAGTTGGCCCATTTGTATAGGAGAAGGCGTTCGAAATTCAAAAATCGGCTTC
AT
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