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1 Uvod

1.1 Obecna charakteristika mSic

MsSice (Hemiptera: Aphididae) piedstavuji velmi starou skupinu, jejiz fosilni zaznam saha az
do druhohorniho triasu, tj. do doby pied pfiblizn¢ 220 miliony lety. Msice ¢itaji na 5 000
druht, pii¢emz vétSinu z nich lze potkat v mirném pasu severni polokoule (Grimaldi &
Engel, 2005). At uz narazime na okfidlenou formu ¢i jedince bez ktidel, zpravidla je
nalezneme na zivnych rostlinach pfi sani jejich mizy (Hales et al., 1997).

Okf#idlené formy msic maji samoziejmé tu vyhodu, Ze mohou pielétat na nové rostliny,
jestlize je napiiklad hustota jejich populace uz pfili§ vysoka nebo je hostitelska rostlina jiz
vycerpana. Také mohou sndze unikat pii piipadném setkani s predatorem. Na druhou stranu
museji investovat energii, kterou by jinak vyuzily pro reprodukci, do vystavby kiidel a
létacich svalu (Brisson, 2010). Nymfy okiidlenych msic se vyvijeji delsi dobu, pohlavné
dospivaji pozd¢ji a i1 presto, Ze maji del$i reprodukéni obdobi a dozivaji se vyssiho veku,
jsou méné plodné (Ogawa & Miura, 2014).

Nicméné nejen kondice hostitelské rostliny, predace a hustota populace msic ma vliv
na vyskyt oktidlené formy. Vznik kiidel u stadii do ¢tvrtého instaru, ne starSich, mohou
potladit napf. parazitoidi. Naopak patogeny napadajici mSice podporuji vznik okiidlenych
forem u sousednich kolonii a také patogeny hostitelskych rostlin zvySuji tendenci tvorby

ktidel (Miiller et al., 2001).
1.2 Partenogeneze msSic

Vyskyt okfidlenych forem tzce souvisi se sloZitym Zivotnim, respektive roénim cyklem
msic (Miiller et al., 2001), béhem n¢hoz se stiidaji Zivorodé partenogenetické generace,
kterych obvykle byva 10-30, sjednou pohlavni generaci kladouci vajicka (Ogawa &
Miura, 2014). Pocet partenogenetickych generaci, podobn¢ jako vyskyt samct v populaci,
zéavisi na teploté, fotoperiod¢ a dalSich faktorech (Poupoulidou et al., 2006).

Vétsina msic zijicich v mirném podnebném padsmu nedokaze prezit teploty pod bodem
mrazu, a proto na podzim dochazi k pohlavnimu rozmnozovani, jehoz vysledkem jsou
oplozena vajicka schopna pteckat diky diapauze zimni obdobi (Brisson, 2010). Na jate se z
nich poté lihnou bezkiidlé samicky dale se rozmnozujici pouze nepohlavné (Hales et al.,
1997), ¢imz se snazi maximalizovat velikost populace a jeji rozsifeni. Asi 10% druhti msic
navic méni svého primarniho hostitele, jimZ jsou dieviny charakteristické pro jednotlivé
druhy, a na kterém setrvavaji od podzimu do Iéta. V 1ét€ se diky ptitomnosti okiidlené formy
piesouvaji na nového bylinného hostitele (Grimaldi & Engel, 2005), kde se rozmnoZzuji
partenogeneticky a tvofi tak rychle rostouci klonalni kolonie az do podzimniho obdobi,

béhem n¢hoz se na zékladé zkracovani délky dne a sniZzovani teploty opét objevi v populaci



okfidleni samci a po navratu na primarniho hostitele tak mtze dojit k oplozeni vajic¢ek, ktera
dokazou prezit nepfiznivé podminky (Miiller et al., 2001). Tento zptuisob rozmnozovani je
nazyvan cyklickd partenogeneze (Hales et al., 1997). MSice tak vyuzivaji jak vyhod
pohlavniho rozmnozovani, které umoziuje vedle jiz zminénych mrazuvzdornych vajicek
také vznik novych genotypt nebo opravu nékterych skodlivych mutaci (Simon et al., 2002),
tak 1 nepohlavniho mnozeni, které jim umoznuje rychle zvysSovat velikost populace.
Partenogeneze je u msSic spojend s viviparii, tj. s rozenim zivych potomka (Davis, 2012) a
tzv. teleskopickymi generacemi, coz znamend, ze vnucka urcité samicky se zacina vyvijet,
jeste kdyz se vyviji jeji dcera uvnitt téla této samicky. Jestlize ma navic mSice piiznivé
podminky, staci ji od narozeni do prvni reprodukce pouze tyden az deset dni (Hales et al.,
1997), coz ji umoziuje vyprodukovat nespocet potomkti za relativné kratkou dobu (Loxdale,
2008).

Druhy mSic Zijici v teplych oblastech mohou zcela postradat pohlavni generaci a
rozmnozovat se pouze partenogeneticky (Poupoulidou et al., 2006). V souvislosti s touto
tzv. apomiktickou partenogenezi, tj. klonalnim ¢i nepohlavnim rozmnozovanim (Simon et
al., 2002), se casto hovoti o existenci geneticky identickych kloni msic (napf. Davis, 2012).
Nicméné se ukazuje, Ze klony, respektive asexudlni linie, rychle mutuji, ¢imz vznika
geneticka variabilita umoziujici pfirodni selekci a adaptaci (Loxdale, 2008).

Bylo prokazano, Ze se pfisluSnici jedné asexudlni linie v ramci stejného druhu mohou
lisit naptiklad barvou, poétem ovariol (a tudiz embryi), adaptacemi na hostitelskou rostlinu
nebo obranyschopnosti vii¢i predatorim, patogenim, parazitim ¢i insekticidim (Loxdale, &
Lushai, 2003). Jak moc jsou odli§né ¢i shodné Ize otestovat pomoci molekularnich markeru.
S pouzitim mikrosatelitii Ize naptiklad zjistit, zda se jedna o populaci mSic s preferenci viuci
ur¢itému druhu hostitelské rostliny ¢i generalisty, ktefi mohou hostitele ménit, ptipadné se
na ng adaptovat (Loxdale, 2008). Ptikladem jednoho =z polyfagnich druhd je msice
broskvonova (Myzus persicae), jejiz hostitelské spektrum mize citat i vice nez 400 druhti
rostlin (Bass et al., 2013).

1.3 Vyznam mSic

Do hostitelského spektra msic se fadi i mnohé hospodaisky vyznamné plodiny, a jestlize
vezmeme V potaz jejich schopnost rychlé adaptace (Loxdale, 2008), kratkou genera¢ni dobu
a koloniza¢ni moZnosti dané existenci oktidlenych forem (Hales et al., 1997), mizeme tento
pfipocist fakt, ze se jednd o velice vyznamné pienasece rostlinnych virt. Msice mohou
pfenaset az 197 riznych virl coz piedstavuje 28 % vSech rostlinnych virt (Hogenhout et al.,
2008).



Z téchto davodi pochopitelné roste snaha o kontrolu populaci msic v zeméd¢lstvi.
D¢je se tak bohuzel ¢asto pomoci nadmérného pouzivani insekticidii, coz vedlo u fady druht
ke vzniku rezistenci, jejichz mechanismus zavisi na druhu a mnoZzstvi pravé pouzivaného
insekticidu (Field & Foster, 2002).

Byly pozorovany dva hlavni mechanizmy rezistence vuéi insekticidam. Jeden z nich je
zalozen na zvySeni produkce metabolickych enzymii schopnych odbourdvat chemické latky
toxické pro organizmus. Nejcastéji se jedna o esterazy, glutathion S-transferazy a cytochrom
P450 monooxygenazy. ZvysSeni produkce detoxifika¢nich enzymii mohou zplsobovat
mutace V regulacnich oblastech gent kodujicich tyto enzymy nebo jejich amplifikace. U
druhého typu mechanizmu zplsobuji mutace riznou miru necitlivosti receptoru, na ktery je
insekticid zacilen. Jedna se napiiklad o sodikovy kanal, GABA receptor nebo
acetylcholinesterazu (Bass & Field, 2011). Kuptikladu v piipadé tzv. mutace kdr
(,.knockdown resistance*) vedou bodové mutace v transmembranové doméné sodikového
kanalu k necitlivosti nervového systému rezistentnich msic vic¢i pyrethroidim ¢i DDT
(Martinez-Torres et al., 1999). Nanervovou soustavu msSic, pfesnéji fe¢eno na enzym
acetylcholinesterdzu (AChE), jsou taktéz zaméfeny organofosfaty ¢i karbamétoveé
insekticidy. | zde jsou pfi¢inou necitlivosti acetylcholinesterazy vuéi insekticidim
pfedstavujici analogy neurotransmiteru acetylcholinu, pfirozeného substratu pro AChE,
bodové mutace (Moores et al., 1994, Mutero et al., 1994).

Také v druhém ptipadé¢ vSak miize hrat roli amplifikace genti kodujicich receptory
(Bass & Field, 2011). U msice broskvonové byla popsana duplikace genu kodujiciho
podjednotku GABA receptoru, ktery je uvadén ve spojitosti s rezistenci vici endosulfanu
jakozto jednoho z cyklodienovych insekticidii. Na rozdil od ostatnich druhti hmyzu s touto
rezistenci, u kterych dochazi k substituci jedné aminokyseliny, konkrétné alaninu 302 za
serin poptipadé vzacnéji za glycin, v podjednotce GABA receptoru, rezistentni populace
msice broskvonové disponuji dvéma lokusy, pii ¢emz jeden nese alespon jednu rezistentni
alelu, v niz dochazi k zaméné¢ alaninu za glycin. Druhy lokus, jehoz ob¢ alely obsahuji serin,
s rezistenci nesouvisi (Anthony et al., 1998).

Necitlivost k organofosfaitovym a pyrethroidovym insekticidim je ¢asto provazena
metabolickou rezistenci zprostiedkovanou karboxylesterazami (Field & Foster, 2002), které
hraji zasadni roli pfi obran€ mSice broskvonové proti insekticidim. Konkrétné se jedna o dvé
sekvenéné téméf shodné esterazy oznaCované jako E4 a FE4, které jsou schopné
hydrolyzovat toxické latky, jakymi jsou naptiklad organofosfaty ¢i karbamaty (Devonshire
& Moores, 1982, Field et al., 1993). Aktivita téchto esteraz je u nerezistentnich jedinci
velmi nizka (Devoshire & Moores, 1982). V ptipadé mSice broskvonové je proto piislusny

gen amplifikovan, coz vede ke zvySeni hladiny detoxifikacni esterazy E4, popiipadé FEA4.
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V drtivé vétsiné pripada jedinci nesou pouze jeden z téchto genti, ackoliv byly prokazany
vzacngjsi piipady vyskytu obou genti Vramci téhoz klonu (Blackman et al., 1999).
S rostoucim poctem kopii gent kodujicich E4 a FE4 enzymy stoupa také letdlni davka
insekticidu, ptfi ¢emz nerezistentni msice maji pouze dvé kopie V diploidnim genomu,
zatimco nejodolnéjsi populace oznacované jako Rz maji v genomu az 80 kopii téchto gent
(Field et al., 1999). Nov¢ bylo zjisténo, ze amplifikace genu pro cytochrom P450 pfispiva k
adaptaci nékterych populaci mSice broskvonové k nové zivné rostling, tabaku. Metabolicka
rezistence vuc¢i nikotinu produkovaného tabakovymi rostlinami navic také umoziuje
odbourdvani hojn¢ pouzivanych insekticidi podobného chemického slozeni, tzv.
neonikotinoidl (Bass et al., 2013). Na druhou stranu existuje opacny pifipad, kdy mize jiz
rezistentni msSice broskvonova o tuto pro ni vyhodnou vlastnost pfijit. Ztrata rezistence u této
mSice souvisi s metylaci DNA, kterd miize vyznamné ovliviiovat regulaci transkripce geni
(Glastad et al., 2011). Ztrata metylace amplifikovanych genu je tak u msice broskvoiové

spojena se ztratou rezistence (Field et al., 1988).

1.4 Cytogenetika msice broskvonové

Standardni samic¢i karyotyp mSice broskvonové je 2n=12 a skldda se z péti para
homolognich autozomii a dvou pohlavnich chromozomti X. Samc¢i pohlavi X0 vznika
eliminaci jednoho ze dvou samicich chromozomi X v pribéhu modifikované mitdzy a to
tak, Ze zatimco autozomy segreguji nezavisle, X chromozomy jsou spojeny navzajem konci,
na rozdil od bézné mitdzy, pii niz k sobé podélné ptiléhaji a pfipominaji tak pismeno C.
Jeden z chromozomu je tudiz z komplementu ztracen a sesterské chromatidy druhého
chromozomu X se rozchazeji do dcefinych bun¢k (Novotnd et al., 2011).

Nicméné v populacich msice broskvonové byly nalezeny karyotypy s poctem
chromozomti pohybujicim se od 12 az po 17 (Monti et al., 2012b). Rozdily v poctu
chromozom 1 v jejich struktufe (Mandrioli et al., 2014) byly pfitom zaznamendny nejen
mezi embryi riznych jedincl stejné populace, ale i mezi jednotlivymi embryi jednoho
jedince a dokonce i vramci jednoho embrya (Monti et al.,, 2012b). Tento fenomén je
zpusoben opakujicimi se zlomy v ur¢itych mistech zejména na chromozomech X ale také na
autozomech 1 a 3 (Monti et al., 2012a). Fragmentace chromozomi je pfitom usnadnéna
jejich holokinetickou organizaci, tj. absenci centromery. Mikrotubuly déliciho vieténka se
behem déleni bunky pfipojuji po celé délce chromozomu, coz umoznuje fadnou segregaci
chromozomalnich fragmentd a jejich ptenos do dalsi generace (Manicardi et al., 2015b).
Studium telomer mSice broskvonové navic ukéazalo, Ze jedinci s variabilnim karyotypem

maji telomerazu schopnou de novo syntézy telomer, ktera fragmenty stabilizuje (Monti et al.,



2011). UdrZovani variability je dale zajist€éno apomiktickou partenogenezi (Monti et al.,
2012a).

Absence centromery komplikuje identifikaci jednotlivych chromozomd, ktera je u
msice broskvonové mozna pouze na zaklad¢ jejich délky a piitomnosti specifickych
chromozomalnich markerd detekovanych pomoci fluorescenéni in situ hybridizace (FISH).
V praxi se vyuziva 169 bp dlouha tandemova repetice lokalizovana v subtelomerickych
oblastech v§ech chromozoml msice broskvonové s vyjimkou jednoho konce chromozomu X
(Spence et al, 1998), ktery nese tzv. organizator jadérka (,,nucleolar organizing regions®,
NOR), sestavajiciho ztandemové opakované transkripni jednotky genii pro hlavni
ribozomalni RNA (rRNA), tj. 18S, 5.8S a 28S rRNA (Manicardi et al., 2015a). U msice
broskvonové byly pouzity i dal§i chromozomalni markery, jako napiiklad 5S rRNA geny ¢i
geny kodujici histony. Ukéazalo se, Ze histonovy klastr, stejné tak jako 5S geny, byl
lokalizovan na nejvét§im z autozomu, na chromozomu 1 (Mandrioli & Manicardi, 2013)
(Obr. 1). Dalsim ptikladem pouzivanych DNA marker jsou vysoce repetitivni sekvence
tvorici specificky vzor v heterochromatinu intersticialni oblasti chromozomu X (Mandrioli et
al., 1999).

II Il || 1T
X 1 2 3 4 5

Obr. 1. Schématické znazornéni standardniho samiciho karyotypu msice broskvonové.
Karyotyp sestava z péti parti autozomu (1-5) a paru pohlavnich chromozomt X. Barevné
jsou vyznaceny nékteré z pouZzivanych chromozomadlnich markert, jakymi jsou napf.
subtelomericka repetice (zelen¢), geny pro hlavni ribozomalni RNA (zlut¢) a histonové geny

(modfe). Geny pro 5S rRNA nejsou uvedeny. Pievzato a upraveno Mandrioli et al. (2014).

Stoji za povsimnuti, ze fragmentace tykajici se pohlavniho chromozomu X maji patrné
souvislost s oblastmi heterochromatinu obsahujiciho satelitni DNA. Takovéto zmény jsou
povaZovany pievazné za selekéné neutrdlni a nevedou k vyznamnym fenotypovym zméndm
(Blackman et al, 2000). Pokud ovSem piestavba zasahne genové oblasti, mize dojit ke
zvyseni exprese piitomnych genti. To je prave piipad genu kodujiciho E4 esterazu, ktera, jak
jiz bylo uvedeno, hraje kli¢ovou tlohu v rezistenci msice broskvonové vici fad€ insekticidl
(Monti et al., 2012b). E4 geny se nejCastéji nalézaji v subtelomerické oblasti stfedné

velkého chromozomu 3 oznadované jako 3" (Blackman et al., 1999). V tomto misté dochézi



k translokaci mezi chromozomy 1 a 3, ktera je spojena s amplifikaci E4 genu (Blackman et
al., 1995). Naproti tomu u msic, u kterych nedoslo k 1,3 translokaci, je amplifikovana
esteraza FE4. K amplifikaci v takovych pfipadech muze dochéazet v poloze cis i trans
(Blackman et al., 1995), zpravidla vSak v subtelomerickych oblastech chromozomu 1
(Blackman et al., 1999). Prokazana spojitost mezi chromozomalnimi pfestavbami a
rezistenci vuci insekticiddm u mSice broskvonové vedla k intenzivnimu studiu

chromozomalnich ptestaveb.



2 Cil prace

Negativni dopady mSice broskvonove, jakozto jednoho z hlavnich celosvétové rozsitenych
skudct, vedou ke snaze o jeji efektivni kontrolu. Vici vétsing v zemédelstvi pouzivanych
insekticidu si v8ak jiz fada populaci mSice broskvonové vyvinula rezistenci.

Jak jiz bylo uvedeno, nékteré ztéchto rezistenci jsou spojeny se zménami v
karyotypu msice broskvonové. Jeji karyotypova analyza je vSak zna¢né limitovana vySe
zminénou chromozomalni nestabilitou a absenci vhodnych cytogenetickych markert pro
vétsinu chromozomi. U motylt (fa4d Lepidoptera), kteti piedstavuji dalsi skupinu
s holokinetickymi chromozomy, se pii vyzkumu chromozomalnich piestaveb osvédcCilo
fyzické mapovani chromozomi metodou fluorescenéni in situ hybridizace s bakterialnimi
umé&lymi chromozomy (BAC FISH) (Yoshido et al., 2005, Nguyen et al. 2013).

Cilem této prace bylo (i) vybrat z dostupnych umélych bakterialnich chromozomu
(BAC) klony nesouci inzert pochazejici z genomu msice broskvonové, (ii) ovéfit mozné
vyuziti metody BAC FISH pti mapovani karyotypu msice broskvonové a (iii) zamapovat

identifikované klony na jejich chromozomech.



3 Materialy a metody

3.1 Chromozomalni preparaty

Msice Myzus persicae, byly udrzovany V plastovych krabickach na jednotlivych listech zeli
pekingského (Brassica rapa) a naklicenych rostlinkach hrachu setého (Pisum sativum) v 19
°C a dennim rezimu 15 h svétlo, 9 h tma.

Chromozomalni preparaty byly pfipraveny z italského klonu 1X msice broskvonové
poskytnutym Emanuelem Mazzonim (Universita Cattolica di Piacenza, Italie)
se standardnim a zaroven stabilnim poctem chromozomi 2n=12. Rozvolnéné mitotické
chromozomy vhodné pro BAC FISH byly ziskavany zembryi partenogeneticky se
rozmnozujicich msic dle Mediouni et al. (2004). Vypreparovana embrya byla vloZena na 10
minut do hypotonického (0,075M KCI) a poté do fixa¢niho roztoku (etanol, chloroform,
kysela octova; 6:3:1) taktéz na 10 minut. Nakonec byla jednotliva embrya macerovana v 10
ul 60% kyseliny octové a bunéfna suspenze byla rozetfena po podloznim sklicku na
plotynce predehiaté na 45 °C. Takto pfipravené chromozomalni preparaty byly odvodnény

Vv etanolové fadé (70%, 80% a 100%) a ulozeny v -20 °C pro pozd¢jsi vyuziti.

3.2 Izolace genomové DNA
Byly pouzity rizné metody izolace DNA, které¢ byly vybrany na zékladé mnozstvi a typu
ziskané tkanég a ucelu izolace.

Pro izolaci genomové DNA =z celych jedincd, byla pouzita metoda izolace fenol-
chloroformem, pifi niz byla nejprve tkan homogenizovana ve zkumavkach se 700
ul extrakéniho pufru (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM EDTA pH 8,0, 100
pg/ml Proteinaza K, 0,5 % sarkosyl), ve kterém byla inkubovana ptes noc pii 37 °C. Druhy
den byla ptiddna RNaza A (10 pg/ml) a vzorek byl déale inkubovan pti 37 °C 1 h za mirného
trepani. Poté byl k vzorku pfidan stejny objem fenolu a takto pfipravené vzorky byly
promichavany po dobu 30 minut. Po promichéni bylo nutné oddélit jednotlivé faze od sebe
centrifugaci (5 000 g, 20 min, 4 °C). Horni faze obsahujici DNA byla pienesena do nové
zkumavky. Celkem byl tento proces opakovan tiikrat s fenolem a jednou s fenolem a
chloroformem smichanymi v poméru 1:1. Nakonec byla vodnd faze protiepana
s chloroformem opét v poméru 1:1. Po dalsi centrifugaci byla DNA ze ziskané svrchni faze
vysrazena piidanim 0,1 objemu 3 M NaAc (pH 5,2) a 0,7 objemu izopropanolu. Po promyti
DNA 70% etanolem byl pelet rozpustén ve vode.

V ptipad¢ izolace genomové DNA zkoncetin mSice broskvoniové byla pouZita
souprava NucleoSpin Tissue XS kit (MachereyNagel, GmbH & Co KG, Diiren, Némecko).
Postupovéano bylo podle protokolu doporuceného vyrobcem. Vzhledem k malému vytézku

byla ziskana DNA dale amplifikovana za pomoci soupravy GenomiPhi HY DNA



Amplification Kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, Velka Britanie) na zakladé protokolu

doporuceného vyrobcem.

3.3 PCR a gelova elektroforéza

Pro ovéfeni pfitomnosti DNA symbiotickych bakterii mSic v ziskanych vzorcich gDNA byla
pouzita polymerazova fetézova reakce (PCR) se specifickymi primery. Kazda PCR reakce
obsahovala 80 ng templatové DNA, 1 x Ex Taq pufr, 0,2 mM dNTPs mix, 1 uM specifické
primery F40 (5'-GCGGCAAGCCTAACACAT-3") a R1060 (5'-
CTTAACCCAACATTTCTCAACACGAG-3") (Hypsa & Ktizek, 2007) a 0,05 U/ul Ex Taq
polymerazy. Takto piipravené vzorky byly inkubovany v termocykléru Biometra®
Tpersonal (Scholler instruments s.r.0.) steplotnim profilem sestavajicim z pocéatecni
denaturace pii 94 °C 5 min nasledované 25 cykly obsahujicimi 30s denaturaci pti 94 °C, 30s
nasedani primerd pti 52 °C a 30s syntézy pii 72 °C. Nasledné byly ziskané produkty
separovany na 1 % agarozovém gelu v TAE pufru a po obarveni ethidium bromiden

vizualizovany pod UV lampou.

3.4 Koloniova hybridizace
Pro ucely fyzického mapovani bylo k dispozici 96 nahodné vybranych kloni nesoucich
bakterialni umélé chromozomy (,,bacterial artificial chromosomes®, BAC) s inzerty
pochazejicimi z genomu msSice broskvonové zkonstruovanych firmou Bio S&T Inc.
(Quebec, Kanada). Klony byly laskavé poskytnuty Dr. Chrisem Bassem (University of
Exeter, Velka Britanie). Vzhledem k tomu, Ze mSice obsahuji symbiotické bakterie, jejichz
DNA mulze byt v genomové knihovné vysoce zastoupena (Dr. Nancy Moran, osobni
sdéleni), bylo tieba ovéfit piitomnost DNA msice ve studovanych BAC klonech. Pfitomnost
fragmenti genomu M. persicae v BAC klonech byla ovéfena metodou koloniové
hybridizace, uzivané pravé pii selekci pozitivnich klont z velkého mnozstvi vzorku, se
sodnou pfipravenou z gDNA izolované z koncetin, které neobsahuji specializované bunky
obsahujici symbiotické bakterie.

V naSem piipad¢ bylo nejprve vSech 96 bakteridlnich klonli vyseto na plotnu s 1,5%
LB agarem obsahujicim chloramfenikol (25 pg/ml) a nechéno rtist pies noc pii 37 °C. Druhy
den byly narostlé kolonie obtisknuty na membranu a nasledné lyzovany v denaturacnim
roztoku (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) po dobu 5 minut. Poté byla membrana inkubovana 5
min v neutralizacnim roztoku (0,5 M Tris-HCI, 3 M NaCl, pH 7,5) a nakonec oplachnuta 5
min v 2x SSC (3 M NaCl, 0,3 M citrat sodny, pH 7). DNA uvolnénd z bunék byla poté
prichycena k membrané¢ pomoci UV zafeni a prebytecnd bunécna hmota byla odstranéna
pritisknutim kolonii na d&isty filtraéni papir. Membrana se zafixovanou DNA byla

prehybridizovana v 18 ml DIG Easy Hyb roztoku pfedehiatého na 42 °C po dobu 30 minut



Vv hybridiza¢ni picce (SciGene, model 2 000). Mezitim bylo 10 ml hybridiza¢niho roztoku
smichano s 1 pg denaturované sondy (5 min pii 95 °C). Jako sonda byla pouzita gDNA
vyizolovana z koncetin msSice broskvonové znaCena digoxigeninem metodou ,,nick
translace‘c (viz kapitola 3.6). Po odstranéni prehybridiza¢niho roztoku byla membrana
ponoiena do hybridiza¢niho roztoku a inkubovana 3 hodiny (alternativné pies noc) pii 42
°C. Poté byl hybridiza¢ni roztok odstranén a membrana byla dvakrat promyta v dostate¢ném
mnozstvi 2x SSC, 0,1% SDS 5 minut ptfi pokojové teploté. Dale byla dvakrat promyta 0,2x
SSC, 0,1% SDS pii 68 °C po dobu 20 minut. Nasledovalo promyvani v 0,3% Tween v 1X
TBS pii pokojové teploté 5 minut a dale inkubace ve 40 ml blokovaciho roztoku [5% suSené
odtu¢néné mléko (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD, USA) v 1x TBE] také pii pokojové
teploté po dobu 30 minut. Membrana byla poté inkubovana 30 minut pfi pokojové teploté
s protilatkou konjugovanou s alkalickou fosfatazou (,,Anti-Digoxigenin-A‘‘; Roche
Diagnostics, Basilej, Svycarsko) fedénou blokovacim roztokem v poméru 1:1000.
Membrany byla poté dvakrat promyta 15 minut ve 40 ml 0,3% Tween v 1x TBS pii
pokojové teploté. Posledni promyvani prob¢hla v dostate¢ném mnozstvi 1 M Tris-HCI, 1 M
NaCl po dobu 5 minut v pokojové teploté. Po odstranéni tohoto pufru byla membrana
poloZena na uzaviratelnou fo6lii a ihned byl na ni nanesen 1 ml substratu 1x NBT/BCIP
(Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko). BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat) je
barvivo, které na vzduchu oxiduje a po odstépeni fosfatu samovolné piechazi na nerozpustné
modré barvivo indigo. Casto je pouZivan v kombinaci pravé s NBT (,,nitroblue
tetrazolium‘*), jenZ méni barvu indiga na ¢ernou a tim ji zvyraziuje. Piekrytim svrchni
stranou folie byl substrat rovhomérné rozptylen po membrané a po 10 minutové inkubaci
bylo mozné na zékladé enzymatické reakce pozorovat tmavé zabarveni rizné intenzity V
misté, kde se nachazela pozitivni kolonie. Alternativné byl také pouzit substrat CDP-Star
Ready to use (Roche Diagnostics), ktery umoznuje vizualizovat pozitivni klony pomoci
chemiluminiscence. Vysledky byly pozorovany a vyfoceny CCD kamerou systému

Lumilmager LAS-3000 (Fujifilm Life Science, Stanford, CT, USA).

3.5 Izolace plazmidové DNA

Klony bakterii byly nejprve inokulovany do 100 ml LB média obsahujiciho chloramfenikol
(25 pg/ml) a za stalého trepani inkubovany pii 37°C po dobu 17 hodin. Narostlé kultury byly
thned zchlazeny na ledu a pouzity pro izolaci BAC DNA pomoci soupravy QIAGEN
Plasmid Midi Kit dle doporuceni vyrobce s drobnymi zménami. Nejprve byly bunky
zcentrifugovany (5 000 rpm, 10 min, 4 °C) a rozpustény v 6,5 ml pufru P1 (50 mM Tris-HCI
pH 8, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNaza A). Poté bylo ptidano 6,5 ml lyza¢niho pufru P2
(200 mM NaOH, 1% SDS), cely obsah byl opatrné promisen a inkubovan 5 minut pfi
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pokojové teploté. Po pfidani 6,5 ml neutralizacniho pufru P3 (3 M octan draselny pH 5,5)
byly vzorky inkubovéany 15 minut na ledu. Vznikla srazenina obsahujici bakteridlni DNA,
proteiny a SDS byla nasledné zcentrifugovana (20 000g, 30 min, 4 °C). Ziskany supernatant
byl poté nanesen na kolonky promyté 4 ml QBT pufru (750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7,
15% izopropanol, 0,15% Triton X-100). Kolonky byly dvakrat promyty 10 ml promyvaciho
pufru QC (1 M NaCl, 50 mM MOPS pH 7, 15% izopropanol). Pak byly umistény do ¢istych
zkumavek a plazmidova DNA z nich byla vymyta 5 ml elu¢niho pufru (1,25 M NaCl, 50mM
Tris-HC1 pH 8,5, 15% izopropanol) piedehiatého na 65 °C. Plazmidova DNA byla
presrazena piidanim 3,5 ml izopropanolu, zcentrifugovana (15 000g, 30 min, 4 °C) a
promyta 70% etanolem. Pfesrdzena DNA byla rozpusténa ve vod¢ a kvantifikovana na

spektrofotometru Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

3.6 Znaceni sond

Z vyizolované plazmidové DNA bylo 0,5 pg DNA naznafeno pomoci soupravy Nick
Translation Kit (Abbott Molecular Inc., Des Plaines, IL, USA). Reakce 0 objemu 25 pl
obsahovala krom¢ DNA 40 uM dATP, 40 uM dCTP, 40 uM dGTP, 14,4 uM dTTP, 25,6
UM znacené nukleotidy Fluorescein-12-dUTP nebo Cy3-12-dUTP (Jena Bioscience, Jena,
Némecko), 1x nick translaéni pufr a 5 pul enzymatické smési. V piipad¢ ptipravy sond pro
koloniovou hybridizaci byl pomoci téze soupravy a digoxigenin-11-dUTP (Roche
Diagnostics, Basilej, Svycarsko) naznaden 1 pg genomové DNA zkondetin msice

broskvoniové. Findlni objem reakce byl v tomto ptipade 50 pl.

3.7BACFISH

Fluorescen¢ni in situ hybridizace s bakterialnimi umélymi chromozomy byla provedena dle
Nguyen et al. (2013). Nejprve byla pfipravena hybridiza¢ni smés, kterd byla slozena z 25 pg
lososi DNA, 1 pg sonikovand genomova DNA msSic, 240 ng sondy znacené Cy3 a 500 ng
sondy znacené fluoresceinem. Tato smes byla piesraZzena pfidanim 1/10 objemu reakce 3M
NaAc a 2,5x objem 100% vychlazeného etanolu a rozpusténa v 50% deionizovaném
formamidu a 10% dextran sulfdtu v 2x SSC. Takto pfipravena hybridizacni smés byla
nakonec denaturovana 5 min pii 90 °C.

Chromozomalni preparaty byly odvodnény v etanolové tadé (70%, 80% a 100%
etanol, v kazdém 30 s). Po uschnuti byl chromozomalni preparat blokovan 30 minut pii 37
°C v 5x Denhardtovo roztoku (0,1% polyvinylpyrolidol, 0,1% BSA, 0,1% Ficoll 400) v 2x
SSC. Poté byl preparat denaturovan v 70% formamidu v 2x SSC pii 68 °C po dobu 3,5

minuty. Thned poté byl preparat odvodnén v etanolové fadé.
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Na kazdy preparat byla naképnuta piislusnad hybridizacni smeés, ktera byla ptikryta
krycim sklickem uzavienym pomoci lepidla fixogum. Takto pfipravené preparaty byly
inkubovany ve vlhké komirce 3 dny pti 37 °C.

Po tfech dnech bylo odstranéno lepidlo a preparaty byly odmyty sérii pracich roztok:
1% Triton X-100 v 0,1x SSC (5 min, 25 °C), 1% Triton X-100 v 0,1x SSC (5 min, 62 °C),
1% Triton X-100 v 2x SSC (5 min, 25 °C), 1% Triton X-100 v 2x SSC + DAPI (4',6-
diamidin-2-fenylindol, 0,5 pl/ml; 15 min, 25 °C), 1% Kodak PhotoFlo v 2x SSC (5 min,
25°C) a nakonec byl preparat ponoien do 1% Kodak PhotoFlo v miliQ H;O. Po vyjmuti
z posledniho  roztoku bylo na preparat napipetovano 20 ul DABCO (1,4-
diazabicyklo[2.2.2]octan). Nakonec bylo na preparat umisténo kryci sklicko, které bylo
zafixovano lakem na nehty a skladovano ve 4°C. Chromozomy pak byly pozorovany
mikroskopem Zeiss Axioplan 2 microscope (Carl Zeiss Jena, Germany) vybavenym
vhodnymi filtry. Cernobilé fotografie byly pofizeny pomoci kamery Olympus CCD XM10
vybavené softwarem cellSens 1.9 (Olympus Europa Holding, Hamburg, Germany) a posléze
upraveny a obarveny v programu Adobe Photoshop CS6.
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4 Vysledky

4.1 Ovéreni pritomnosti symbionti v koncetinach mSice broskvonové

Vzhledem k tomu, ze jedina knihovna dosud zkonstruovana u msic byla kontaminovana
DNA pochazejici z jejich symbiotickych bakterii (Dr. Nancy Moran, osobni sdéleni), bylo
treba identifikovat BAC klony nesouci DNA msSice broskvoniové. Primarnimi symbionty
msic jsou bakterie rodu Buchnera zijici vyhradné uvniti specializovanych bunék nazyvanych
bakteriocyty, které se nachazi v abdomenu msic (Douglas 1998). K identifikaci BAC klonu
nesoucich DNA msSice broskvonové bylo zapotiebi nejprve ziskat jeji Cistou gDNA, ktera by
mohla byt pouzita ke konstrukci sondy pro selekci kloni metodou koloniové hybridizace.
Kizolaci byly tudiz pouzity koncetiny msice broskvonové, které by endosymbiotické
bakterie obsahovat nemély. Bohuzel PCR s bakteridlnimi specifickymi primery ukézala, Ze 1

gDNA ziskana z koncetin obsahuje bakterialni kontaminaci (Obr. 2).

200
300
400
-~ -
500 *
650 =

<
3
N
w

Obr. 2. Elektoforeticka separace PCR produkti (~450 bp) amplifikovanych pomoci
bakterialnich specifickych primerti. M - velikostni marker. 1 — jako templat pro PCR pouZita
genomova DNA z celych jedinci mSice broskvonové. 2 — jako templat pro PCR pouzita

genomova DNA z koncetin m$ice. 3 — negativni kontrola.

4.2 Selekce pozitivnich BAC klonu
I ptes pozitivni vysledek PCR se specifickymi bakterialnimi primery byla gDNA z koncetin
pouzita k pripravé hybridizaéni sondy pro koloniovou hybridizaci, protoze se da

predpokladat, ze zastoupeni bakteridlni DNA je v tomto vzorku mnohem nizsi nez v gDNA

izolované z celych msic. (Obr. 3).
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Obr. 3. Selekce pozitivnich BAC klonti pomoci metody koloniové hybridizace.

Z celkem 96 testovanych klonu se A8, B9, C9, D5, D7, E1, E3, G10 a H11 klon nepodatilo
ani po opakovanych pokusech nakultivovat. Sonda nehybridizovala k 29 klontim. To muze
naznacovat piitomnost insertu bakteridlniho pivodu. Nelze vSak ani vyloudit pfitomnost
falesné negativnich vysledkii zplisobenych Spatnym pietisknutim kolonii. Pozitivni klony
jsou uvedeny v Tab. 1. spolu srelativni intenzitou hybridiza¢niho signalu. Na zakladé
ziskanych vysledkid bylo mozné zvolit klony vhodné pro izolaci plazmidové DNA a

naslednou BAC FISH.

Tab. 1. Pozitivni BAC klony identifikované metodou koloniové hybridizace.

Oznaceni Koloniova Plazmidova BAC
Klon na gridu hybridizace® DNA FISH Chromozom®
Al 1 + ano ano L
A2 2 ++ ano ano L
A4 4 ++ ano ano L
A9 9 + ano -
Al0 10 + ano -
All 11 + ano -
B3 15 + - -
B4 16 ++ ano ano L
B5 17 ++ - -
B6 18 + - -
B7 19 ++ ano ano L
B8 20 + - -
B11l 23 +++ - -
B12 24 ++ - -
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C1l 25 ++ ano -

C3 27 + - -

C4 28 +++ - -

C5 29 +++ ano ano L
C6 30 ++ ano ano L
Cl1 35 +++ - -
C12 36 ++ - -

D1 37 ++ ano ano L
D2 38 + - -

D3 39 + - -

D6 42 ++ - -

D8 44 + - -

D9 45 + - -
D10 46 + - -
D11 47 + ano ano L
D12 48 +++ - -

E2 50 ++ ano ano L
E5 53 +++ - -

E7 55 ++ - -

E8 56 ++ - -

E11 59 + - -

F4 64 ++ ano ano L
F5 65 +++ - -

F6 66 +++ - -

F7 67 ++ ano -

F8 68 + ano ano L
F9 69 +++ - -

F10 70 + - -

F11 71 + - -

F12 72 ++ - -

G2 74 ++ - -

G3 75 + ano -

G5 77 ++ ano ano L
G6 78 + ano -

G7 79 ++ ano ano L
G12 84 ++ ano ano L
H1 85 ++ - -

H2 86 + - -

H3 87 + - -

H5 89 ++ ano -

H8 92 +++ ano ano L
H9 93 + - -
H12 96 ++ ano ano L

% Intenzita signalu pozorovana béhem koloniové hybridizace. + slaby, ale viditelny signal;
++ stiedné silny signal; +++ silny signal. ® Oznageni velikosti chromozomu, na kterém byl

dany klon lokalizovan. L — nejvétsi chromozomy, tj. pohlavni chromozom X a autozom 1.
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4.3 Mapovani vybranych pozitivhich BAC klont

Z pozitivnich klont vybranych na zaklad¢ sily signald, kterou vykazovaly béhem koloniové
hybridizace, byla izolovana plazmidova DNA (Tab. 1), ktera byla pouzita ke konstrukci sond
pro fluorescenéni in situ hybridizaci s um€lymi bakterialnimi chromozomy (BAC FISH).
Ptednostné pfitom byly hybridizovany klony vykazujici pfi koloniové hybridizaci stiedné
silny az silny signal. Diky moznosti uZziti dvou rozdilnych fluorochromti mohly byt klony
k chromozomtim hybridizovany po dvojicich. Celkem bylo Gspésné hybridizovano 17 klond
(Tab. 1). Dvojice klonu ptekvapivé zpravidla hybridizovaly spole¢né k jednomu z nejvétsich
chromozomu, tj. pohlavnimu chromozomu X ¢i autozomu 1. Napiiklad dvojice kloni C6 a
F8 nebo A2 a A4 hybridizovaly k jednomu paru velkych chromozomu (Obr. 4). Podobny
hybridiza¢ni signal byl pozorovan také u kloni Al, B7, C5, E2, G5, G7, G12, H8
(neukazano).

DalSim trendem pozorovanym béhem BAC FISH bylo, Ze nckteré klony
hybridizovaly k nékolika oblastem daného chromozomu (Obr 4a). U nékterych klont, jako
napt. u klonu D1 ¢&i H12, byl signal dokonce rozptylen po celé délce chromozomu (viz A2 na
Obr. 4b) nebo tvotily souvislej$i shluk signali, coz bylo patrné u kloni B4 ¢i F4
(neukdzano). Zajimavy vysledek byl pozorovan u klonu D11, ktery jako jediny hybridizoval

na jiny chromozom nez druhy hybridizovany klon B7 (neukazano).

Obr. 4. Mapovani BAC kloni mSice broskvonové metodou BAC FISH na samicich
mitotickych chromozomech. (a) Hybridizace klonu C6 (zelené signaly oznacené Sipkami)
spolu sklonem F8 (Cervené signaly oznafené hvézdickami) Kk jednomu z nejvétSich
chromozomalnich parG komplementu; za pov§imnuti stoji, ze signal C6 tvoti dva diskrétni
prouzky (viz Sipky). (b) Hybridizace klonu A2 (zelené signaly oznacené Sipkami) a klonu
A4 (Cervené signaly oznacené hvézdickami) K nejvétsimu chromozomalnimu paru celého
komplementu, tj. pravdépodobné¢ chromozomu X; zeleny signal je roztrousen po

chromozomu. Chromozomy byly podbarveny DAPI (modra). Métitko 5 um.
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5 Diskuse

MSice broskvonova (Myzus persicae) je drobny hmyz, se kterym se lze setkat takika po
celém svété (Grimaldi & Engel, 2005). Jde o piedstavitelku jedine¢né kombinace slozitého
zivotniho cyklu, fenotypové plasticity, rychlé adaptace na ménici se podminky vné&jSiho
prostiedi a velké genetické variability (Manicardi 2015a).

Unikatni stfidani jedné pohlavni s mnoha nepohlavnimi partenogenetickymi
generacemi msici broskvonové umoznuje nejen preziti nepiiznivych vlivii podnebi (Simon et
al., 2002), ale také vyuziti pfiznivych podminek k efektivnimu zvétSovani a Sifeni své
populace za relativné kratkou dobu (Loxdale 2008). Na negativni podnéty pusobici na ni
Z okolniho prostiedi dokaze flexibiln€ reagovat tvorbou okiidlenych potomku, ktefi jsou
schopni kolonizovat okolni vegetaci (Brisson 2010). Msice je také schopna rychlé adaptace
k novym zivnym rostlinam dané genetickou variabilitou zptisobenou vysokou mutaéni
rychlosti (Loxdale 2008, Bass et al. 2013).

Spektrum Zzivnych rostlin msice broskvonové je pomérné Siroké a zahrnuje mnohé
hospodatsky vyznamné plodiny (Bass et al., 2013), a ackoliv se jedna o hmyz nevelkého
vzristu, dokaze napachat velké Skody. Proto zejména v zemédélstvi dochazi castokrat
k nadmérnému uzivani insekticidi, coz vedlo u mnohych populaci msice broskvonové ke
vzniku rezistenci (viz kapitola 1.3) podminénych mutacemi Vv regula¢nich oblastech
detoxifikaénich enzymu ¢i v receptorech, jez jsou cilem insekticidt, nebo amplifikaci téchto
gent (Bass & Field, 2010).

Na zaklad¢ cytogenetickych metod bylo zjisténo, Ze vznik rezistence téZ tizce souvisi
s chromozomalnimi ptestavbami (Monti et al., 2012a). Témito zménami v karyotypu msice
broskvonové dochdzi ke zvySeni variability, kterou je schopna pienaset napfi¢ generacemi
diky holokinetické aktivité svych chromozomt (Manicardi 2015b). Nicméné¢ tato variabilita
spolu s nedostatkem vhodnych chromozomalnich marker pro jednotlivé chromozomy
zna¢n€ komplikuje studium chromozomalnich piestaveb u Myzus persicae. Ve snaze piispéet
k usnadnéni vyzkumu takovychto zmén v karyotypu msice broskvonové si tato prace kladla
za svij cil vybrat bakteridlni umélé chromozomy (BAC) vhodné pro karyotypové mapovani
této msice metodou fluorescencni in situ hybridizace. Ze 17 kloni mapovanych metodou
BAC FISH jich vétsina piekvapivé hybridizovala spolecné k jednomu z nejvétsich
chromozom, tj. pohlavnimu chromozomu X nebo chromozomu 1.

Nemaly podil na nendhodné hybridizaci pouzitych BAC kloni by mohla mit velikost
pohlavniho chromozomu X, ktery ve standardnim karyotypu piedstavuje cca. 25 % z celkové
délky komplementu. Druhy nejvétsi element v karyotypu msice broskvonové, chromozom 1,
pak zaujima cca. 22 % genomu (Monti et al., 2012b). Fakt, Ze vétSina vybranych klona

hybridizovala k nejvétsim chromozomum, tj. pohlavnimu chromozomu X poptipadé
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autozomu 1, tedy neni tak piekvapivy, jak se na prvni pohled zd4. Nicméné to nevysvétluje
castou kolokalizaci dvojic BAC klonti na jediném chromozomu.

Vysvétleni mize spocivat ve vybéru klond pouzitych pro BAC FISH. Na zaklade
vysledkt koloniové hybridizace byly pifednostné vybrany klony vykazujici stfedné silny az
silny hybridizac¢ni signal. Vybér klonii tedy nebyl zcela ndhodny. Silny signal pti koloniové
hybridizaci mohl byt znamkou dlouhého inzertu, ktery dany klon nesl. S ptihlédnutim
k mnohocetnym nebo rozptylenym signalim pii BAC FISH (Obr. 4) se vSak zda
pravdépodobnéjsi, ze je intenzita signalu pii koloniové hybridizaci déna piitomnosti
repetitivnich sekvenci ve vybranych klonech. Bylo prokazano, ze pohlavni chromozomy X a
Z maji mnohem vys$$i zastoupeni repetitivnich sekvenci (Bellott et al.,, 2010). Tomu
odpovida 1 pritomnost specifickych tandemovych repetic na chromozomu X msice
broskvoniové (Mandrioli et al., 1999). Piestoze se zatim jedna o piedbézné vysledky, ukazuje
se, ze by zde mohla byt spojitost mezi intenzitou signalu, kterou klony vykazovaly béhem
jejich selekce a ptednostni lokalizaci vétSiny klond na pohlavnim chromozomu X.

Prednostni lokalizace téchto klonti na chromozomu X muze byt pfitom ovéiena jejich
hybridizaci spole¢né se sondou pro hlavni rRNA geny. Pii budoucim hledani BAC kloni
specifickych pro stfedné velké a malé autozomy by navic bylo lepsi, zaméfit se pouze na
klony, které béhem koloniové hybridizace vykazovaly slaby signal a dle vySe formulované
hypotézy by tedy mély nést vice unikatnich sekvenci. Tyto BAC klony snad umozni
vytvofeni fyzické mapy chromozomi msSice broskvonové. Ta nas pfiblizi k pochopeni
podstaty jeji genetické variability a karyotypovych zmén, které jsou Casto spjaty s adaptivni

evoluci a rezistenci této msice vuci insekticidim.
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6 Souhrn

MSice broskvonova (Myzus persicae) je drobny mizu sajici hmyz rozsifeny po celém svété a
predevsim v zemédélstvi vedlo u mnohych populaci msice broskvonové ke vzniku rezistenci.
Bylo prokazano, ze rezistence jSOU u této msice Casto Spojeny mimo jiné s chromozomalnimi
pfestavbami. Jejich studium je vSak zna¢né komplikovano holokinetickou aktivitou jejich
chromozomt a vysokou nestabilitou genomu msice broskvonové.

V této praci bylo testovano mozné pouziti metody fluorescenéni in situ hybridizace
S bakteridlnimi umélymi chromozomy (BAC FISH) pii mapovani karyotypu mSice
broskvoniové. Byly vybrany BAC klony nesouci inzert pochézejici z genomu mSice
broskvoniové a za pomoci metody fluorescentni in situ hybridizace byly mapovany na jeji
chromozomalni preparaty. Vysledky ukazuji, ze fyzické mapovani chromozomi metodou
BAC FISH je u M. persicae mozné. Bohuzel vétsina pouzitych BAC klont hybridizovala
K nejvétsim chromozomim z celého komplementu, tj. chromozomu X nebo 1. To muze byt
dano nendhodnym vybérem BAC klonl nebo velikosti téchto chromozomi, které predstavuji
témeé polovinu celého genomu msSice broskvonové. Nalezeni markerd pro vsSechny
chromozomy tak mize byt i vzhledem k malému poctu dostupnych klonl znaéné

problematické.
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