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1. Uvod

1.1. Evoluce pohlavnich chromozomii
U vétsiny eukaryotnich Zivocichti je pohlavi ur€ovano parem pohlavnich chromozom,
pricemz jedno pohlavi je homogametické, tudiz jeho genom obsahuje dva stejné pohlavni
chromozomy (XX, ZZ), a druhé pohlavi je heterogametické, jehoz genom obsahuje par
rozdilnych pohlavnich chromozomu (XY, ZW). Systém pohlavnich chromozomu se vyvinul
nezavisle na sob¢ mnohokrat. Jednim ze spole¢nych znakii je postupnd degenerace genii

na chromozomu Y a W (Barchtog, 2006).

Pohlavni chromozomy se ve vétSiné pripadi vyvinuly z paru autozomu. Pocatek
evoluce byl iniciovan tim, Ze se na jednom z téchto autozomut vyskytl gen urcujici jedno
pohlavi (Charlesworth, 1996). Na tomto chromozomu se c¢asem zacaly objevovat a
shromazd’'ovat geny pro toto pohlavi pfinosné. Pro nositele je vyhodné, aby se tyto geny
prenasely spolu, proto byly selektivné upfednostnény zmény v chromozomalni struktufe, které
zabrani rekombinaci mezi homolognimi chromozomy (Rice, 1987). Ztrata rekombinace
postupné vedla k degeneraci jinych geni v této oblasti, protoze bylo zabranéno reparacim a
vymeéné alel béhem crossing-overu. S pribyvajicimi pro pohlavi pfihodnymi geny se zacala
nerekombinantni oblast zvétSovat a doslo tak ke ztraté dalsich ptivodnich genti (Charlesworth
a Charlesvorth 1978; Charlesworth a Charlesworth, 2000). Vysledkem vsech téchto procesi
je malé mnozstvi aktivnich gentl, a naopak velké mnoZzstvi repetitivnich sekvenci a mobilnich
elementi na chromozomech Y a W. Tento proces mize vést az k uplné ztraté chromozomu W
¢i'Y, kdyZ se gen urcujici dané pohlavi presune na jiny chromozom nebo je nahrazen genem
novym (Charlesworth, 2005; Kaiser, Bachtrog, 2010). Timto cyklem prochazeji vSechny

druhy s determinaci pohlavi pohlavnimi chromozomy, ale mohou se nachazet v jiném stadiu.

Chromosom X se dvé¢ tfetiny své existence nachazi v samici (chromozom Z v samci),
coz dava selekci jedine¢nou pfilezitost uchovavat zde geny vyhodné pro homogametické
pohlavi. (Rice, 1984). K tomu muze dojit dvéma zptsoby, bud’ pfenosem vyhodnych gent
pro samice na chromozom X nebo specializaci genl jiz pfitomnych na chromozomu X
(Barchtog, 2006). Na druhou stranu je pro chromozom vyhodné shromazd’ovat i geny
pro heterogametické pohlavi, protoZze u n¢j selekce recesivnich alel diky heterozygozyté

probiha efektivnéji.



1.2. Pohlavni chromosomy motylu

Motyli (Lepidoptera) spolu se sesterskym fadem chrostika (Trichoptera) a nékterymi
druhy z ¢eledi Tephritidae (Diptera) jsou jedinymi zastupci hmyzu s ur¢enim pohlavi typem,
ktery spociva v heterogametické samici a homogametickém samci (Bull, 1983; Bush 1966).
Za puvodni neboli ancestralni se povazuje typ Z/Z7Z (Z0/ZZ), protoze se nachazi u bazalnich
motyll a sesterskych chrostikli. Chromozom W se objevil az pozdé&ji, tudiz se systém WZ/ZZ,
ktery nachazime u vé€tSiny druhl, povazuje spolu s dals$imi systétmy (WiW2Z/ZZ,
WZ125/71717575) za odvozengjsi (Traut a Marec, 1996; Traut et al., 2007). PrestoZe je systém
70/ZZ piavodnéjsi, vyskytuje se i u odvozengjSich druhti motylt u kterych doslo k druhotné
ztraté chromosomu W (Obrazek 1) (Sahara, Yoshido, Traut, 2012).

Podobnost chromozomt, chybéjici morfologické znaky (centromery) spolecné
s nedostatkem vhodnych metod znemoznily identifikaci jednotlivych chromozomu. Studie
motylich chromozomi se tedy soustfedila pouze na pocitani chromozomt (Traut, 1976).
Pozdé&ji se vyzkum zacal soustfedit na pohlavni chromozomy, konkrétn€ na chromozom W,
ktery bylo mozné u mnoha druhii rozpoznat diky velkému mnozstvi heterochromatinu (Traut
etal., 2007). Moderni postupy jako fluorescenéni in situ hybridizace (FISH), genomova in situ
hybridizace (GISH) a komparativni genomova hybridizace (CGH) spolu se sondami barvicimi
chromozom W umoznily detailngjsi studie jak morfologie, tak i evoluce chromozomu W

(Traut et al., 1999; Yoshido et al., 2006; Vitkova et al., 2007).
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Obrazek 1: Fylogeneticky strom superrodin motyli (Lepidoptera) a jejich sesterské skupiny

chrostikti (Trichoptera) a vyskyt systémt pohlavnich chromozomua (Marec, Sahara, Traut,

2010).

1.2.1. Chromozom Z

Motyli chromozomy Z jsou velmi konzervativni, podobné¢ jako chromozomy Z u ptaka

(Nanda et al., 2008) a chromozomy X u savci (Rat Genome Sequencing Project Consortium,

2004). Chromozom Z motylu patii mezi evoluéné star$i chromozomy a stejn¢ jako autozomy

je tvofen euchromatinem a obsahuje velké mnozstvi gent (Sahara, Yoshido, Traut, 2012).

%

Pomoci mapovani nékolika gent na chromozomu Z napii¢ skupinou Heteroneura (Dalikova

et al., 2017a) a u hrotnokiidlect (Hepialoidea) (Volenikova, 2015) byla prokazana

konzervativnost chromozomu Z nejen u bazalnich skupin, ale i u odvozenych motyla.



1.2.2. Chromozom W

Chromozom W nese velmi malo genti a u nékterych druhi je tvofen z velké Casti
heterochromatinem, ktery obsahuje pfedev§im repetitivni sekvence a je bohaty obsahem
mobilnich elementt (Abe et al., 2005; Traut et al., 2013; Sahara et al., 2003). V somatickych
bunikdch mize chromozom W tvofit heterochromatinovy utvar zvany sex chromatin (W
chromatin) (Traut a Marec, 1996). Na rozdil od chromozomu Z se chromozom W velmi rychle
vyviji, takze 1 u ptibuznych druht maze byt velmi odlisny, coz bylo potvrzeno za pouziti CGH
a Z00 — FISH s malovaci sondou pro chromozom W riiznych druhti. Pomoci téchto metod byla
zjisténa mala podobnost chromozomu W mezi riznymi druhy zaviject (Vitkova et al., 2007)
a také mezi chromozomy W u skvrnopasnika angrestového (Abraxas grossulariata) a

skvrnopasnika jilmového (Abraxas sylvata) (Zrzava et al., 2018).

Dalsi pfic¢inou rychlého vyvoje chromozomu W je sami¢i meidza, kterd je specificka,
protoze probiha achiasmaticky, tj. bez crossing-overu (Traut, 1977). Diky tomu muze
degenerace chromozomu W zacit ihned po jeho vzniku. U mnoha druhi Ize v pachytene
bivalent WZ velmi dobie rozpoznat, pokud je oznacen pomoci GISH, ktera slouzi k vizualizaci
chromozomu W, nebo CGH, ktera je pouzivana k zobrazeni a hrubé analyze chromozomu W,
protoze poskytuje informace o tom, zda je chromozom W tvoien sekvencemi spole¢nymi pro

ob¢ pohlavi ¢i sekvencemi unikatnimi/obohacenymi na W (Traut a Marec, 1997).

O sekvencich na chromozomech W se zatim moc nevi, protoze jsou ze sekvenovani
Casto vynechavany diky vysokému obsahu repetic, které nésledné skladani genomu znacné
komplikuji. Konkrétn¢ jsou znamé dlouhé terminalni sekvence (LTR), non-LTR a DNA
retrotranspozony u bource morusového (Bombyx mori) (Abe et al., 2005), LTR a non—LTR
retrotranspozony u obalece jable¢ného (Cydia pomonella) (Fukova et al., 2007) a rizné tiidy
transpozonti, mikrosatelity a stopy mitochondrialni DNA u zavijeCe mou¢ného (Ephestia
kuehniella) (Traut et al., 2013). Zadna z téchto analyz vSak neukézala pfitomnost satelitd.
Naopak retrotranspozony mohou tvofit dokonce i hlavni slozku chromozomu W, jako je tomu
u bource morusového (Bombyx mori) (Abe et al., 2005) a Bombyx mandarina (Abe et al.,
2002). Dosud ziskané udaje o kumulaci a sekven¢nim slozeni podporuji teorii, Ze pravé
retrotranspozony jsou vyznamnym hra¢em pii degeneraci chromozomu W (Sahara et al.,
2003). Prave repetitivni sekvence podléhaji rychlé evoluci diky absenci crossing-overu

(Marec, 1996).



1.3. Satelitni sekvence
Satelitni DNA (satDNA) je tandemové se opakujici sekvence, ktera je usporadana
do dlouhych past, lokalizovanych ptedev§im v konstitutivnim heterochromatinu. Ten je velmi
dalezitym prvkem pro stavbu a spravnou funkci centromerickych, telomerickych a
subtelomerickych oblasti. Satelity mohou fungovat také jako mista pro vazbu proteinu,

strukturni domény nebo jako mista pro epigenetické modifikace (Palomeque, Lorite, 2008).

V poctu a typech tandemovych repetic v genomu druhu je velmi Sirokd variabilita,
stejné tak jako ve velikostech a sekvencich jednotlivych repetic. Konkrétné se mezi druhy
mohou lisit celkovou délkou, délkou monomeru, pofadi bazi, konkrétni oblasti vyskytu a
sekundarni nebo terciarni strukturou (Plohl et al., 2012). Lisit se mohou i mirou distribuce,
mohou byt specifické pro jeden druh nebo rozsifené mezi ptibuznymi druhy s vétsi ¢i mensi
intenzitou. V ramci jedince se pak satelity rozliSuji na specifické pro urcity chromozom a

satelity vyskytujici se na vice ¢i vSech chromozomech jedince (Palomeque, Lorite, 2008).

Dutlezitou roli hraji v bunice prepisy satelitni DNA, které pomoci RNA interference
rozpoznavaji DNA repetic a podle jejich rozmisténi uréuji prostor s preferenci
pro shromazd’ovani heterochromatinu (Ugarkovic, 2005). Uvazuje se také nad tim, ze
na tvorbé heterochromatinu ¢i genové expresi v ném se podileji transkripty transpozont
vyskytujici se v centromerach (Dimitri et al.,2005). Transpozony totiz byvaji nejcastéjSim

zakladnim stavebnim kamenem satelitnich sekvenci (Palomeque, Lorite, 2008).

Jak uz bylo zminéno vyse, satelity se nejc¢astéji nachazeji v heterochromatinu, proto se
pii jejich hledani nejcastéji zkouma praveé on. Vyskyt heterochromatinu v genomu motyli je
vSak zcela ojedin€ly a mozna pravé proto je situace ohledné vyskytu satelitnich sekvenci
U tohoto fadu zcela jina nez u ostatnich zastupcti hmyzu. Dosud jsou u motyli znamé pouze
dva autosomalni satelity, a to repetice Taql v genomu Antheraea mylitta (Mahendran et al.,
2006) a satelitni sekvence Cp—SAT1 u obalece jable¢ného (Véchtova et al., 2016).

Diky malému vyskytu heterochromatinu v genomu je tedy nejlepSim mistem
pro vyhledavani repetic u motylli nejvétsi heterochromatinovy blok v genomu, nachézejici se
zpravidla na chromozomu W. Satelitnich sekvenci spojenych s timto pohlavnim
chromozomem je ale znamo také velmi malo, pouze 234 bazi dlouhy MBSAT1 v DNA miry
zelné (Mamestra brassicae) (Mandrioli et al., 2003), 189 bp dlouhy FR satelit vyskytujici se
u blyskavky kukuficné (Spodoptera frugiperda) (Lu et al., 1994), PiSATI nalezeny na

chromozomu W zavijeCe paprikového (Plodia interpunctella) (Dalikova et al., 2017b),



mikrosatelitni lokus BA-CA16 v genomu motyla Bicyclus anynana (van’t Hof et al., 2005) a

satelitni sekvence piedivky brslenové (Yponomeuta cagnagella) (Pilikova, 2019).

1.4. Bélasci (Pierinae)

Pocet pohlavnich chromosomil se u vétSiny druhtt motyli pohybuje mezi n = 29-31
(Robinson, 1971), avSak nejcastéjsi je pocet n = 31, ktery se objevuje od bazalnich az po ty
nejodvozengjsi druhy (Lukhanov, 2000). Chromozomy motyli jsou holokinetické (Wolf,
1996) a jejich karyotypy jsou relativné stabilni, coz umoznilo zachovat cytogenetické
podobnosti jak mezi jednotlivymi druhy, tak i se sesterskymi chrostiky (Wolf et al., 1997).

Existuje v8ak nékolik skupin jejichZ pocty chromosomt jsou radikalné odlisné v dusledku

faznich a stépnych udalosti, naptiklad bélasci.

Dnes je znamo n€kolik proteini vyskytujicich se u této skupiny zodpovédnych za
adaptaci na hhostitelskou rostlinu a slouzici jako obrana proti parazoitim s potencialnim
vyuzitim pro lidskou medicinu. Jsou to jmenovité “nitrile — specifier proteins®, které umi
pfeménit ochranné chemické latky rostlin na netoxické molekuly (Wittstock et al., 2004) a
proteiny pro bélasky unikatni, zvané pierisiny. Tyto proteiny jsou schopné vyvolat apoptozu,
a tak slouzit k ochran¢ proti parazitickym vosam (Watanabe et al., 1999) nebo byt cytotoxické

pro rakovinné buniky nékolika linii (Kono et al., 1999).

1.4.1. Bélasek zelny (Pieris brassicae)

Bélasek zelny je velky bélokiidly motyl znamy piedevsim jako Skidce brukvovitych
rostlin. Je pivodnim druhem v Evropé€, Asii a severni Africe (Hill et al., 1987), odkud se
kolem roku 1995 rozsifili na sever Japonska (ostrov Hokkaido) a do jizni Afriky (Tanaka et
al., 2007), pozdé¢;ji se jeho populace objevila i v Severni Americe a v roce 2010 i na Novém
Z¢landu. V haploidnim stavu je jeho pocet chromozomi n = 15 (Doncaster, 1912; Beliajeff,
1930; Lorkovi¢, 1941, Bigger, 1960). O tomto druhu bélaska je znamo, Ze jeho DNA tvoii
velké heterochromatinové bloky (Nguyen et al., 2009), coz bylo jednim z divodi, pro¢ byl

vybran jako zkoumany druh této prace.


https://link.springer.com/article/10.1007/s13355-019-00665-7#ref-CR19

1.4.2. Bélasek repkovy (Pieris napi)

Tento bélokiidly motyl je Siroce rozsSiten, Vyskytuje se od zapadni Evropy,
ptes palearktickou oblast az do vychodni Asie a Japonska (Eitschberger, 1984). Velikost jeho
genomu je asi 299 Mbp (Nallu et al., 2018) a v haploidnim stavu je jeho po¢et chromozomi n
= 25 (Federley, 1938; Lorkovi¢, 1941; Bigger, 1960)

1.4.3. Bélasek fepovy (Pieris rapae)

Bélasek fepovy je maly plvodné euroasijsky motyl, ktery byl posléze rozsifen
do Severni Ameriky, Australie a na Novy Z¢éland (Scudder, 1887). S genomem o velikosti 246
Mbp (Shen et al.,2016) nebo 272 Mbp (Nallu et al., 2018) patii mezi zastupce s nejmensim
genomem V celém tadu motyli. Pocet jeho chromozomi v haploidnim stavu je n = 25
(Beliajeff, 1930; Lorkovi¢, 1941, Maeki a Remington, 1960; Bigger, 1960). Na rozdil od
bélaska zelného u tohoto druhu nebyly heterochromatinové bloky pozorovany (Nguyen et al.,
2009). Podle osekvenovani je odhadovano, ze 22,7 % genomu tvoii repetice, coz je pfi
porovnani s jinymi druhy motyli velmi malo, napf. genom bource morusového (B. mori) je

tvofen az z 44,1 % repeticemi.

Rozdily v poctech chromozomii mezi druhy a vyskyt heterochromatinovych bloka
poukazuji na skutecnost, Ze bélasci maji dynamicky se ménici genom, coZ motivovalo tuto
praci ke zkoumani repetitivni DNA, konkrétné€ satelitnich sekvenci. NejcastéjSim mistem
kumulace téchto sekvenci je heterochromatin chromozomu W, proto byla zkoumana i role

téchto sekvenci v degeneraci chromozomu W.



2. Cil prace

Cilem této prace bylo analyzovat ptitomnost chromozomu W u tii druhti bélaski rodu
Pieris: bélaska zelného (P. brassicae), bélaska fepkového (P. napi) a bélaska fepového (P.
rapae), porovnat jeho podobu u jednotlivych druhi a zjistit, zda se na ném vyskytuji satelitni

sekvence.



3. Materialy a metody

3.1. Pouzity hmyz
Dospélé samice viech tif druhti byly nachytany v Ceské republice, v okoli Ceskych
Budg&jovic a u obce Bene$ov nad Cernou — Kuii (Novohradské hory). Samice kladly vajicka
do plastové krabicky pii pokojové teploté. Zivnou rostlinou housenek byla prevazné barborka

obecna (Barbarea vulgaris).

3.2. Priprava chromozomalnich preparati

Chromozomalni preparaty byly pfipraveny z ovarii larev posledniho instaru. Ovaria
housenek byla vypitvana ve fyziologickém roztoku a pfemistény do Cerstvé pfipravené¢ho
fixa¢niho roztoku Carnoy (6:3:1 = ethanol — 99 %: chloroform: kyselina octova — 99,5 %)
Material byl fixovan po dobu 15 minut. PodloZni sklo (Superfrost, Menzel — Glaser, Némecko)
bylo umisténo do kyselého ethanolu (roztok 1% HCI v 96% ecthanolu) a nasledné osuseno
papirem. Po fixaci byly organy pfesunuty na takto piipravené podlozni sklo do kapky 60%
kyseliny octové (10-20 ul) a macerovany za pomoci wolframovych jehel aZz do rozpusténi
tkané. Podlozni sklo bylo poté pfeneseno na plotynku vyhtatou na 40-45 °C. Rozpustény
material byl rozprostien na skle rovhomérnym posouvanim kapky po skle t¢éméf do tiplného
odpateni. Zbytek kapky (1/3 az "4 plivodni velikosti kapky) byl sklepnut. VSechny takto
vytvofené preparaty byly postupné odvodnény v ethanolové fadé (70 %, 80 % a 100 %) a
uskladnény v mrazdku pi1 -20°C. Zbytky té€l byly zmrazeny tekutym dusikem a dale
uchovavany pro izolaci DNA. (Traut et al., 1999; Sahara, Marec, Traut, 1999)

3.3. lzolace DNA
Pro izolaci byla vybrana metoda celogenomové izolace DNA za pomoci
hexydecyltrimethylammonium bromidu (CTAB). (Winnepenninck, Backeljau, Wachter
1993). Extrakéni pufr byl pfipraven smichanim vsech slozek (viz Tabulka 1). Polovina ¢i
tietina té€la jednoho jedince (zalezi na velikosti larvy) byla rozmé€lnéna tlouckem v 800 pl
extrak¢niho pufru v 1,5ml zkumavce a nechana inkubovat v thermobloku pf#i teploté 60 °C a

300 rpm do druhého dne.



Tabulka 1: Slozeni extrakéniho pufru

Chemikalie MnoZstvi na 10 ml Koncentrace
CTAB 0,29 2 %

1M Tris 1ml 100 mM

5 M NacCl 2,8 ml 14M
0,5MEDTA,pH =8 0,8 ml 40 mM

B — mercapthoethanol 20 ul 0,2%
Proteinaza K (Macherey — 50 pl 0,1 mg/ml
Nagel, Némecko)

H20 5,33 ml

Druhy den byl obsah zkumavky pfemistén do 2ml zkumavky a bylo pfidano stejné
mnozstvi (800 ul) chloroformu. Vzorky byly 2 minuty michany a poté centrifugovany po dobu
10 min (4 °C, 14 000 rpm). Horni faze (obsahujici DNA) byla pfepipetovana do nové 2ml
zkumavky a ptedchozi postup byl zopakovan. Horni faze byla opét odebrana a umisténa
do nové 1,5ml zkumavky. Nasledné bylo pfidano 5 pl RNAzy A (10 mg/ml) (Sigma— Aldrich,
St. Louis, MO, USA) a vzorek byl pti 37 °C inkubovan po dobu 30 minut. Nasledn¢ bylo
ptidano 2/3 objemu isopropanolu a vzorek byl lehce promichan a nechan 30 minut az 2 hodiny
pii pokojové teploté. Za tuto dobu se DNA ve vzorku vysrazela. Vzorek byl nasledné
centrifugovan po dobu 15 minut (4 °C, 14 000 rmp). Supernatant byl odstranén, k peletu bylo
piidano 500 pl 70% ethanolu a centrifugace byla zopakovana za stejnych podminek. Tento
pelet rozpustén v 30-50 pl sterilni vody (v zavislosti na velikosti peletu). Koncentrace DNA
byla méfena pomoci spektrofotometru Nanodrop 2000 a fluorometru Qbit (oba
ThermoScientific, Waltham, USA) a pomoci elektroforetické separace bylo ovéteno, zda neni

DNA fragmentovana.

3.4. Priprava sond pro CGH
Pro ptipravu sond pro CGH bylo zvoleno znac¢eni metodou Nick translace (Kato, et al.,
2006). Tato metoda spociva v naruseni DNA fetézce DNAzou I a naslednému opraveni fetézce

DNA Polymerazou I za pfitomnosti zna¢enych nukleotidi: ¢ervené (Cy3-dUTP) pro samci
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genomovou DNA a zelené (fluorescein-12-dUTP) pro sami¢i genomovou DNA (oba Jena

Bioscience, Jena, Némecko).

Byla pfipravena reakéni smés (viz Tabulka 2), ktera byla nésledné inkubovana
v thermocycleru po dobu 3,5 hodiny pii 15 °C. Aby doslo k inaktivaci ve smési pfitomnych
enzymd, byla smés po dobu 10 minut inkubovana pfi teploté 70 °C a byl ptidan nanaseci pufr.
Pomoci elektroforetické separace 2 pl sondy v 1% agar6zovém gelu byla zkontrolovana jeji
velikost, ktera by se idealn¢ méla pohybovat okolo 500 bp. Sondy byly néasledné uskladnény

v mrazaku pii -20 °C

Tabulka 2: SloZeni reakéni smési pro Nick translaci

Chemikalie MnoZstvi Koncentrace
10x NT pufr (0,5 M Tris— | 2 ul 0,05 M Tris-HCI (pH 7,5), 5
HCI, pH 7,5; 50 mM MgCly; mM MgCl; 0,005 % BSA
0,05 % BSA
0,1 M mercaptoethanol (B— | 2 ul 0,01 M
ME)
dNTP (0,5 mM dATP, | 2 ul 0,05 mM dATP, dCTP,
dCTP,dGTP; 0,1 mMdTTP) dGTP; 0,01mM dTTP
1 mM dUTP 0,4 ul 0,02 mM
DNA polymeraza I (10 U/ul) | 2 ul 1 U/ul
DNAza | (0,01 U/ul)|2pl 0,001 U/pl
(ThermoScientific,
Waltham, USA)
DNA 1ug
H20 11,1 — objem DNA pnl
Celkem: 20 nl
35. CGH

Tato metoda se uzivad k porovnani dvou rtizné naznacenych genomovych sond
hybridizovanych na chromozomalni preparat. V tomto ptipad¢ byla CGH pouzita k detekci

chromozomu W u bélaska zelného (P. brassicae), bélaska fepkového (P. napi) a bélaska
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fepového (P. rapae) hybridizaci celogenomovych sond ze samce a samice na samici

chromozomalni preparaty.

Smichanim nasledujicich slozek byla vytvofena hybridiza¢ni smés do 1,5ml
zkumavky: 300 ng samci sondy naznacené Cervenym fluorochromem (Cy3), 300 ng samici
sondy naznacené zelenym fluorochromem (fluorescein), 25 ug DNA z lososich spermii, 1/10
objemu octanu sodného (3M, pH 8) a 2,5x mnoZstvi objemu studeného ethanolu (100 %).
Nasledné byla smés nechana 15 min v mrazaku (-20 °C) precipitovat. Po uplynuti doby byla
smés centrifugovana 15 min (4 °C, 15000 rpm). Po odstranéni supernatantu bylo k peletu
pfidano 200 pl chladného 70% ethanolu a zkumavka byla dikladné vortexovana a opét
centrifugovéna za stejnych podminek po dobu 5 minut. Supernatant byl peclivé odstranén a
K peletu bylo pfidano 5 pl deionizovaného formamidu. Zkumavka byla nechana inkubovat 30
minut pii 37 °C. Nasledn¢ bylo pfidano 5 pl 20% dextran sulfatu (ve 4x SSC) a vzorek byl
po dobu 5 minut denaturovan ve vodni lazni (90 °C). Vzorek byl ihned pfenesen na led, aby

doslo k prudkému zchlazeni a nasledné prehybridizovan pii 37 °C po dobu 1,5 hodiny.

Soucasné byly pfipravené chromozomové preparaty nejprve odvodnény ethanolovou
fadou (70 %, 80 %, 100 %) a po oschnuti bylo na kazdé sklo ptidano 100 ul roztoku RNAzy
A (20 pg v 2x SSC). Preparat byl hodinu inkubovan ve vlhké komote (krabic¢ka s utérkou
namocenou ve 2x SSC) pii 37 °C. Nasledn¢ bylo sklo dvakrat promyto v kyveté s 2x SSC a
byla provedena denaturace chromozomi ptidanim 100 pl 70% roztoku formamidu ve 2x SSC,
ktery byl piekryt krycim sklem (24x50 mm) a nechan denaturovat 3,5 minuty pfi 68 °C
Vv thermobloku. Thned po uplynuti doby bylo kryci sklo sklepnuto a preparat prenesen na 1
minutu do chladného 70% ethanolu (-20 °C). Nasledovalo odvodnéni v 80 % a 100 % ethanolu
po dobu 30 vtefin.

Na suché preparaty byla na sklo nanesena prehybridizovana hybridiza¢ni smés a ta
byla pfikryta krycim sklem (24x32 mm). Hrany kryciho skla byly zalepeny lepidlem
Rubbercement (Marabu, Némecko) a preparat byl pienesen do vlhké komory, kde byl 3 dny
inkubovan pii 37 °C.

Po inkubaci bylo z preparatu odstranéno lepidlo a kryci sklo bylo sklepnuto. Nasledné
byl preparat promyt v kyveté nejprve pii pokojové teploté a poté 5 min promyvan pii 62 °C
v 1% roztoku Tritonu X (Sigma— Aldrich, USA) v 0,1x SSC. Poté byl preparat ihned pienesen
na 1 minutu do kyvety s 1% roztokem Kodak PhotoFlo v miliQ vodé. Po oschnuti bylo
na preparat naneseno 25 pul smési DAPI (500 ng/ul) + DABCO (Sigma — Aldrich, USA) a
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preparat byl piekryt krycim sklem (24x40 mm). Zbytky DAPI + DABCO byly odstranény
pomoci filtracniho papiru a hrany kryciho skla byly zalakovany lakem na nehty. Preparaty

byly nasledn¢ uskladnény Vv lednicce pii 4 °C az do prohliZeni.

3.6. NavrZeni primeri k satelitnim sekvencim

Sekvence satelitni DNA byly poskytnuty skolitelkou. Pro jejich ziskani byly pouzity
sekvence vzdy jednoho samce a jedné samice kazdého druhu sekvenované odd€lené
na platformé Illumina firmou Novogene (Peking, Cina) (velikost insertu 450 bp, parova &ten,
délka sekvenci 150 bp, kontrola kvality povedena pomoci programu fastQC, verze 0.11.5,
délka sekvenci sjednocena na 130 b pomoci programu Trimmomatic, verze 0.32). Pro analyzu
knihoven sekvenci byl pouzit program Repeat Explorer (Novék et al. 2013), verze 2.3.7
s implementovanym néstrojem TAREAN na detekci tandemovych repetic umistény na
platform¢ Galaxy s pouZzitim pfednastavenych parametri s vyjimkou pouziti databaze pro
anotaci sekvenci (METAZOA3.0) a komparativni analyzy, ktera byla povedena separatné pro
kazdy druh v podob¢ samice vs. samec a pak pro vSechny druhy a pohlavi najednou. Analyza
byla provedena na ndhodném vzorku 500 000 sekvenci. Pro odhad procentualniho zastoupeni
jednotlivych satelitl u samce a samice byly provedeny rovnéz analyzy jednotlivych pohlavi

U vSech druhi, a to s pouzitim pfednastavenych parametrti.

Primery byly navrzeny v programu Geneious (verze 11.1.2) na dimerech satelitni DNA
pfes hranici monomeru, aby byly pfi nasledujici PCR amplifikovany jen skute¢né tandemové
repetice. Primery byly navrzeny do konzervativnich mist satelitd s vyuzitim funkce programu
Geneious ,,mapovani na referenci®, kde referencni sekvenci byl monomer satelitu, na které
byly mapovany jednotlivé sekvence obsahujici Casti tohoto satelitu, které byly identifikovany
programem Repeat Explorer. Syntézu primerti provedla firma GENERI BIOTECH sr.o.
(Hradec Kralové).

3.7. Polymerazova retézova reakce (PCR)
PCR je zaloZena na opakované denaturaci a nasledné renaturaci rozvolnénych molekul
DNA za ptfitomnosti primert, které jsou kompatibilni k obéma koncim amplifikovaného
useku DNA. Syntézu novych fetézcu zajist'uje termostabilni DNA polymeraza. Reak¢ni smés
(slozeni viz Tabulka 3) o objemu 25 ul obsahovala vzdy 2 primery (forward a reverse), viz
Tabulka 4.
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10 minut, nasledovalo 30 cykla: denaturace 30 sekund pti 92 °C, nasedani primert (annealing)
45 sekund pfti ideélni teploté pro dany primer (viz Tabulka 4), a extenze po dobu 1 minuty

pii 72° C. Nasledovala finalni extenze 10 minut pii 72 °C a zchlazeni na 4 °C.

Tabulka 3: Slozeni reakéni smési pro PCR

Chemikalie Mnozstvi v 25 pl reakce Koncentrace
5x OneTaq pufr 5ul 1x

dNTP (25 mM dATP, | 2 ul 0,2mM
dTTP,dCTP adGTP)

forward primer (10 uM) 2,5 ul 1 uM
reverse primer (10 uM) 2,5 ul 1 uM
OneTaq DNA polymerédza I | 0,2 ul 0,04 U

(5U/ul)  (New  England
BioLabs, USA)

H20 12,8 ul — objem DNA
DNA 100 ng

Tabulka 4: Primery

Nazev primeru | Sekvence Melting temperature
CLO4HCF AAACGCATTTATTAACAGTATTTTCGT |57,4°C
CLO4HCR ACTGTTATTGGCTTTGGATTAGTG 57,5 °C
CL21HCF CTTGTCAACGTCCGAGCAAC 59,8 °C
CL21 HCR ACAAGTGGTTGGTGTCGAGG 60,2 °C
CL26 HC F ACGCTCATATCTCAGTCAAATGT 58,0 °C
CL26 HCR TGTTGGAACGTTTACATCGATTTCT 59,5 °C
CL183 HCF CAAGGAGCTATCGACGCATG 58,9 °C
CL183 HCR GCTTCTGCTGTCCTGGTACA 59,7 °C
CL118LCF AAGCCAAACACAGTTGTCCT 57,9 °C
CL118LCR GAGTAACTGTTAACAAATAGCCACT 57,3 °C
CL187LCF TTCTCTCAGCAGAGCATACCTC 59,3 °C
CL187LCR GCGAAGAGTTCTGGCATAGGA 59,9 °C
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Produkty PCR byly nasledné piekontrolovany elektroforézou a produkty spravné délky
z gelu vyfezany. Vyfezané produkty byly pieCistény pomoci vymackani z parafilmu
nasledovné: Vytiznuty prouzek genu byl vlozen do Cistého ¢tverce parafilmu a zmacknut, aby
doslo k uvolnéni produktti z gelu. Tato kapalina byla odsata a 3 ul byly pouzity jako templat
pro druhou PCR reakci, ktera probihala za stejnych podminek. Produkty byly opét precistény
tentokrat pomoci sady Wizard SV Gel and PCR Clean-up Systém (Promega, Wisconsin, USA)
nasledovné: Ke kazdému produktu PCR reakce bylo pfiddno stejné mnozstvi roztoku
“Membrane Binding Solution* a cely objem byl piepipetovan na kolonku vlozenou do sbérné
zkumavky. Roztok byl 1 minutu inkubovan pii pokojové teploté a nasledné centrifugovan 1
minutu pti pokojové teploté (16 000 rpm). Na kolonku s navazanymi produkty PCR bylo poté
ptidano 700 pl roztoku “Membrane Washing Solution®, kolonka byla umisténa do nové sbérné
zkumavky a centrifugovana 1 minutu za stejnych podminek. Tento krok byl opakovan, ale s
pridanim pouze 500 pl roztoku a naslednou centrifugaci po dobu 5 min za stejnych podminek.
Sbérna zkumavka byla vyprazdnéna a kolonka 1 min centrifugovana. Nakonec byla kolonka
pfemisténa do 1,5ml zkumavky a po ptidani 50 pl “Nuclease-Free Water* inkubovana po dobu
1 minuty. Nasledn€ byla 1 minutu centrifugovana za stejnych podminek. Po odstranéni
kolonky byly ptecisténé produkty pfipraveny k osekvenovani pomoci Sangerova sekvenovani
spoleénosti SEQme (Dobiis, Ceska republika), aby se ovéfilo, Ze se pii PCR reakci
naamplifikovaly opravdu zkoumané satelity. V idedlnim piipadé¢ by se satelity nejprve
zaklonovaly a k sekvenovani byl pouzit plazmid. Tento krok musel byt bohuzel z nedostatku

¢asu vynechan.

3.8.  Znaceni satelitnich sond pro FISH pomoci PCR
Znaceni sond pro FISH bylo provedeno pomoci PCR reakce za pfitomnosti vysoce
koncentrovanych dNTPS (slozZeni viz Tabulka 5). Byla namichéana reakéni smés (viz Tabulka
6) a PCR reakce prob¢hla za stejnych podminek, pouze s prodlouzenou dobou extenze na 2

minuty pii 72 °C. Templatem byly ptecisténé produkty predchozich PCR reakci.
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Tabulka 5: Slozeni vysoce koncentrovanych dNTP

Chemikalie Mnozstvi Koncentrace
2,5 mM dATP 4 ul 0,25 mM
2,5 mM dCTP 4 ul 0,25 mM
2,5 mM dGTP 4 ul 0,25 mM
2,5mM dTTP 1,5 pl 0,09 mM
1 mM Cy3 6,4 ul 0,16 mM
H20 20,16 pl
Celkem 40 pl
Tabulka 6: Slozeni reakéni smési pro PCR znaceni
Chemikalie MnoZzstvi ve 25 pl reakce Koncentrace
10x ExTaq pufr 2,5 ul 1x
High dNTP’s 4 ul 0,04 mM dATP, dCTP,
dGTP a 0,014 mM dTTP
Forward primer (10 uM) 2,5 ul 1 uM
Reverse primer (10 uM) 2,5 ul 1 uM
ExTaq polymeraza (5U/ul) | 0,125 pl 0,625 U
DNA 10 ng

H20

13,4 ul — objem DNA

3.9. FISH

FISH je metoda, ktera umoznuje lokalizovat urcitou sekvenci pfimo na chromosomech
pomoci zna¢ené DNA nebo RNA sondy. Tato hybridizace umoznila zjistit umisténi satelit
v genomu. Do 1,5ml zkumavky byla ptfipravena hybridizaéni smés, kterd obsahovala 300 ng
¢ervené naznacenych produktd PCR znaceni, 25 pg DNA z lososich spermii, 1/10 objemu
octanu sodného (3M, pH 8) a 2,5x mnozstvi objemu studeného ethanolu (100 %). Dalsi kroky

véetné piipravy chromosomalnich preparati a piedpiisobeni RNAzou probihaly stejné jako

u CGH, kromé¢ 1,5hodinové prehybridizace, kterd byla vynechana.
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3.10. ProhliZeni preparata
Preparaty byly prohlizeny a foceny pod objektivy 63x a 100x na mikroskopu Zeis
Axioplan 2 za pouziti 3 barevnych filtri: zeleny pro prohlédnuti sami¢i sondy, Cerveny
pro prohlédnuti samci sondy a sond pro jednotlivé satelitni sekvence a modry pro prohlédnuti
chromozomt obarvenych pomoci DAPIL. Pro foceni byl pouzit fotoaparat Olympus CCD
XM10 a pocitacovy program cellSens 1.9. Obrazky byly nasledn¢€ upravovany a skladany
v programu Adobe Photoshop CS4 (verze 11.0).
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4. Vysledky

4.1. DAPI
Genom b¢laska zelného (P. brassicae) obsahuje velké mnozstvi termindlnich
heterochromatinovych bloki, a to nejen na chromozomu W, ale i na autozomech. Bivalent
WZ tohoto druhu patii mezi mensi bivalenty, kde chromozom W je tvofen heterochromatinem

po celé své délce, pticemz terminalni bloky jsou vyraznéjsi.

U bélaska fepkového (P. napi) lze nalézt drobné heterochromatinové bloky na
autozomech. Chromozom W je maly, a naopak tvofen masivnim heterochromatinovym

blokem, ktery v pachytene tvoii kulicku, kolem které se obta¢i chromozom Z.

V genomu bélaska fepového (P. rapae) mizeme nalézt heterochromatin vyskytujici se

na piiblizné poloviné chromozomu W.

Obrazek 2: Podbarveni DAPI na pachytennich jadrech @ (a-d). Jadro bélaska zelného (P.
brassicae) (a), jadro bélaska fepkového (P. napi) (b), jadro bélaska fepového (P. rapae) (c).
Sipky ukazuji chromozom W. Méfitko = 10 pm.

42. CGH
Pfitomnost chromozomu W byla ovéfena metodou CGH. Obé& sondy na preparat
hybridizovaly, pti¢emz zelena samic¢i sonda zvyraznila u vSech tfi zkoumanych druhti unikatni
nebo obohacené sekvence na chromozomu W, a proto byl chromozom W u vétSiny jader velmi
dobfe rozpoznatelny. Tato metoda byla provadéna osmkrat, z divodu Spatného signalu

zeleného fluorochromu na samiéi sondé.

Na obrazcich 2, 3 a 4 jsou vyobrazeny hybridizace vSech tii druhti bélaskt. Bivalent
WZ je od autozomt velmi dobfe odliSitelny, protoze diky pfitomnosti heterochromatinu,

na n¢j sonda velmi dobie hybridizovala. U bélaska zelného (Obrazek 3) hybridizovala samci
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1 samici sonda po celé délce chromozomu W, pficemz stfed chromozomu byl znacen vyraznéji
sondou sami¢i. Na chromozomu W lze navic pozorovat shluky heterochromatinu, které jsou
Casto misty vyskytu tandemovych repetic. Naopak u chromozomu W bélaska fepkového
(Obrazek 4) mlZzeme pozorovat vyrazné silngjsi  hybridizaci sami¢i sondy
V heterochromatinovém bloku. U bélaska fepového (Obrazek 5) lze pozorovat hybridizaci
samci 1 sami¢i sondy po celé délce chromozomu W, pfi¢emz samic¢i sonda vyzatuje silnéjsi

signal nez sonda sam¢i uprostied chromozomu a na jeho koncich je intenzita nizsi.

Obrazek 3: Komparativni genomova hybridizace na pachytennim jadie ¢ bélaska zelného (P.
brassicae) (a—d). Podbarveni DAPI (a), ptekryv sami¢i a sam¢i sondy (b), sam¢i sonda
znadena &ervené (c), samiéi sonda znadend zelené (d). Sipky ukazuji bivalent WZ. Schéma

V obrazku b znazoriiuje bivalent WZ. M¢titko = 10 um.
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Obrazek 4: Komparativni genomova hybridizace na pachytennim jadie ¢ bélaska fepkového
(P. napi) (a—d). Podbarveni DAPI (a), ptekryv samiéi a sam¢i sondy (b), sam¢i sonda znacena
ervené (c), samiéi sonda znadena zelené (d). Sipky ukazuji bivalent WZ. Schéma v obrazku

b znazornuje bivalent WZ. Métitko = 10 pm.
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Obrazek 5: Komparativni genomova hybridizace na pachytennim jadie ¢ bélaska fepového
(P. rapae) (a—h). Podbarveni DAPI (a), piekryv samié¢i a sam¢i sondy (b), sam¢i sonda znacena
&ervené (c), samiéi sonda znadena zelené (d). Sipky ukazuji bivalent WZ. Detail bivalentu WZ
podbarveny DAPI (e), ptekryv samici a sam¢i sondy (f), sam¢i sonda obarvena Cervené (g),
sami¢i sonda obarvena zelen¢ (h). Schéma v obrazku b znédzoriiuje bivalent WZ. Méfitko
v obrazku d = 20 pm, plati pro obrazky a—d, méfitko v obrazku e = 10 pum, plati pro obrazky
e-h.

43. PCR
PCR byla provadéna na vSech druzich bélaska, ale nasledna FISH byla z divodu
nedostatku ¢asu provadéna vzdy pouze na druhu bélaska s nejpravdépodobnéjsim ¢i nejvyssim
teoretickym vyskytem satelitu (viz Tabulka 7) PCR byla provadéna u vSech primerii
zariznych teplot annealingu, aby bylo mozno zjistit idealni teplotu pro kazdou dvojici
primert. Pfi tomto kroku musel byt vyfazen satelit s nazvem CL118, protoze i po opakované
reakci za riznych teplot nebylo mozné identifikovat ideélni teplotu. U ostatnich satelitii byla

idedlni teplota annealingu zji$téna (viz Tabulka 7).
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Tabulka 7: Satelity na zkoumanych druzich bélasku a zjisténa idealni teplota annealingu

Satelit Druh bélaska Teplota annealingu | O¢ekavana
délka produktu

CLO4 bélasek zelny (Pieris brassicae) | 56°C 102 bp

CL21 bélasek fepkovy (Pieris napi) 56°C 657 bp

CL 26 bélasek zelny (Pieris brassicae) | 52°C 141 bp

CL183 bélasek zelny (Pieris brassicae) | 60°C 233 bp

cL187 bélasek fepkovy (Pieris napi) 56°C 171 bp

Produkty této PCR reakce byly vytezany z gelu (viz Obrazek 6) a po piecisténi poslany
na sekvenovani, které prokazalo, Ze se skutecné jednd 0 pozadované sekvence. Produkty tedy
mohly byt pouzity jako templat pro druhou PCR reakci, ktera probéhla ve stejném sloZeni
za stejnych podminek. Pfi tomto kroku byl vyfazen satelit CL21, jehoz produkty byly rtzné
délky. Ostatni produkty byly pouzity jako templat pro PCR znaceni za piitomnosti zna¢enych
nukleotidii. Tyto sondy (viz Obrazek 9) byly nésledné pouZity pro fluorescencni in situ

hybridizaci.
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Obrazek 6: Gel po vyfezani prouzkii produktli PCR. -K = negativni kontrola.

Pro porovnani vyskytu satelit byla provedena PCR na vsech tiech druzich bélaska
(Obrazek 7). V negativni kontrole CL04 lze vidét kontaminaci, ke které bohuzel dochazelo
opakované i pii pouziti novych chemikalii. Teoreticky by se mohlo jednat o kontaminaci
zasobnich primert, ale proti tomu svéd¢i jamka s CLO4 Pn. V negativni kontrole CL187 a

CL 187 Pr lze pozorovat dimery primert.
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Obrazek 7: Polymerazova fetézova reakce na vSech tiech druzich bélaskli. -K = negativni

kontrola.

4.4. Analyza a lokalizace satelitnich sekvenci
Pomoci metody FISH byla zjiStovana pfitomnost a misto vyskytu satelitd
na chromozomech jednotlivych druhi bélaskt. Tato metoda byla provadéna se sondami Ctyf

satelitli, vzdy druhu bélaska s teoreticky nejvyssim vyskytem, viz Tabulka 7 vyse.

Satelit CLO4 byl u obou pohlavi bélaska zelného detekovan jako nejpocetnéjsi
repetitivni sekvence. U obou pohlavi zaujima stejné procento genomu (1,1 %), coz

naznacovalo, Ze se jedna o autosomalni satelit. Tato domnénka byla potvrzena, kdyZ satelit

hojné hybridizoval do heterochromatinovych blokd, nikoli vSak na pohlavni chromozomy

(Obrazek 8).

Obrazek 8: Fluorescen¢ni in situ hybridizace sondy CLO4 na pachytennim jadie ¢ bélaska
zelného (P. brassicae). Satelitni sonda na DAPI pozadi (a), podbarveni DAPI (b), satelitni

sonda znacena Cervené (c). M¢étitko = 10 pm.
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Programem Repeat Explorer byl CL26 detekovan u samice v 0,51 % a u samce
v 0,35 % genomu. Tyto rozdily v zastoupeni mezi pohlavimi indikovaly vyskyt tohoto satelitu

jak na autozomech, tak také na chromozomu W. FISH prokézala, ze se tento satelit vyskytuje

nejen v autosomalnim heterochromatinu ale i v heterochromatinu chromozomu W (Obrazek
9).

Obrazek 9: Fluorescen¢ni in situ hybridizace sondy CL26 na pachytennim jadie 9@ bélaska
zelného (P. brassicae). Satelitni sonda na DAPI pozadi (a), podbarveni DAPI (b), satelitni

sonda znacena Cervené (C). Métitko = 10F pum.

Satelit CL183 byl detekovan v genomu samice v 0,30 % a v genomu samce v 0,34 %.
Toto uspofadani se by indikovalo pfitomnost satelitu na chromozomu Z, coz vysledky FISH
nepotvrdili. Sonda hybridizovala pouze do malého heterochromatinového bloku
autosomalniho bivalentu, ¢imz vytvofila dvojtecku (viz Obrazek 10). Tento rozdil
V procentudlnim zastoupeni satelitu mohl byt zplisoben ndhodnym vybérem sekvenci pro
analyzu, protoze u takto vzacného satelitu se projevi i nepatrné vychyleni, nebo pouze faktem,

ze ptima FISH nedokazala satelit na chromozomu Z detekovat.
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Obrazek 10: Fluorescenéni in situ hybridizace sondy CL183 na pachytennim jadie @ bélaska
zelného (P. brassicae). Satelitni sonda na DAPI pozadi (a), podbarveni DAPI (b), satelitni

sonda znacena Cervené (c). Métitko = 10 um

Analyza detekovala satelit CL187 pouze vgenomu samice, ve kterém
zaujimal 0,040 %. Bylo tedy pfedpokladano, Ze se jedna o satelit unikétni pro samic¢i genom,
coz bylo potvrzeno, hybridizaci sondy do heterochromatinového bloku chromozomu W (viz

Obrazek 11).

Obrazek 11: Fluorescenéni in situ hybridizace sondy CL187 na pachytennim jadie ¢ bélaska
fepkového (P. napi). Satelitni sonda na DAPI pozadi (a), podbarveni DAPI (b), satelitni sonda

znacena Cervené (c). Métitko = 10 pm.
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Tabulka 8: Souhrnna tabulka satelitti. Odhad byl pievzat z vystupu analyz jednotlivych pohlavi

ptislusného druhu provedenych v programu Repeat Explorer 2. Analyzy byly provedeny
na 500 000 sekvenci.

Nazev | Druh Odhad % | Vyskyt u zbyvajicich Misto FISH Délka
zastoupeni | druhu hybridizace monomeru
Vv genomu Podle RE | Podle PCR
CLO4 Bélasek | 1,1 % U bélaska | U bélaska Vice mist 109 bp
zelny u obou fepkového | fepového v heterochromatinu
pohlavi na autozomech
CL26 Bélasek | 0,51 % Ne U bélaska Chromozom W 147 bp
zelny u samice a fepkového i
0,35 % bélaska
u samce fepového
CL183 | Bélasek | 0,030 % U bélaska | U bélaska Jeden lokus 235 bp
zelny usamicea | fepkového | fepkovéhoi | v heterochromatinu
0,034 % bélaska autozomu
u samce fepového
CL187 | Bélasek | 0,043 % U bélaska | U bélaska Chromozom W 172 bp
fepkov | u samice, zelného zelného
v u samce
nedetekova
n
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5. Diskuze

5.1. Chromozom W je u zkoumanych bélaski snadno identifikovatelny a
mezi druhy se vyrazné lisi

Chromozomy W ¢asto degeneruji a neobsahuji témét zadné geny, coz zpusobilo, Ze se
mohou libovoln€ vyvijet a u mnoha druhti se 1i§i na prvni pohled jak velikosti, tak i mnozstvim
heterochromatinu (Traut et al., 2013; Sahara, Yoshido, Traut, 2012). Toto plati i u mnou
zkoumanych bélaskd, jejichz chromozomy W jsou diky mnozstvi heterochromatinu dobfte
odlisitelné od autozomi jiz po obarveni DAPI. U kazdého ze zkoumanych druhi je
chromozom W jinak velky a li§i se mezi sebou i mnozstvim heterochromatinu. Pro ziskani
dalSich informaci o slozeni chromozomi W jsem pouzila CGH, ktera ukdzala, Ze se
na zkoumanych pohlavnich chromozomech vyskytuji jak sekvence spole¢né pro ob¢ pohlavi,

tak unikatni ¢i obohacené W sekvence.

Podbarveni DAPI 1 CGH ukazala, Ze chromozomy W se mezi druhy li§i velikosti,
tvarem, ale i mnozstvim W — unikétnich/obohacenych sekvenci. U bélaska zelného se tyto
sekvence vyskytuji predev§im ve stfedu chromozomu W, kde samici sonda hybridizovala
s vétsi intenzitou neZz samci. Stejné tak s velkou intenzitou oznafila sami¢i sonda
heterochromatinovy blok na chromozomu W bélaska fepového. U bélaska tepkového
na chromozom W hybridizovala hlavné sonda samiéi, tudiz se u tohoto druhu W —
unikatni/obohacené sekvence vyskytuji ve velkém mnoZstvi. Podobné hybridizace byly
pozorovany napi. u minovni¢ka dubového (Tischeria ekebladella), skvrnopasnika
angreStového (Abraxas grossulariata) a skvrnopasnika jilmového (A. sylvata), u kterych
samici sonda pfi CGH siln€ oznacila chromozom W, zatimco sonda sam¢i hybridizovala velmi

slabé (Dalikova et al., 2017a; Zrzava et al., 2018).

Rozdily v distribuci unikéatnich/obohacenych sekvenci na W lze nalézt ale i u jinych
ptibuznych druhti. V praci zroku 2007 bylo zjistény rozdily v rozlozeni sekvenci na
chromozomu W mezi zavije¢i. Pomoci CGH bylo zjisténo, ze zavije¢ ¢okoladovy (Cadra
cautella) ma chromozom W tvofen vyhradné repeticemi univerzalnimi pro ob¢ pohlavi,
zatimco zavije¢ moucny (Ephestia kuehniella) ma sekvence univerzalni a unikatni/obohacené
na W rozprostieny rovnomérné po celé délce chromozomu. Zavije¢ paprikovy (Plodia
interpunctella) a zavije¢ voskovy (Galleria mellonella) maji chromozom W rozdéleny na

¢asti, slozené ze sekvenci univerzalnich a ¢asti se sekvenci unikatnich/obohacenych na W.
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Vyjimecnost této prace spocivd v kombinaci piistupu CGH S analyzou genomi
jednotlivych druhti. Dosud byly zavéry ze CGH pouhymi domnénkami o tom, jaké sekvence
se na chromozomu W nachazeji, ale nyni Ize data ze CGH propojit s vysledky hybridizaci
konkrétnich satelitnich sekvenci. Tak se napft. ukéazalo, Ze u bélaska fepkového je chromozom
W, ktery samici sonda znacila vyrazné silnéji, coz indikuje pfitomnost sekvenci unikétnich
nebo obohacenych na W, znacen velmi silné satelitni DNA CL187, ktera se jinde v genomu
bud’ nevyskytuje, nebo jeji piitomnost nebyla jinde pomoci FISH s pfimo zna¢enou sondou
detekovana. Satelit CL26, ktery hybridizuje do termindlniho bloku heterochromatinu
chromozomu W bélaska zelného, se naopak vyskytuje i jinde v genomu, coz je v souladu
s hybridizaci celogenomovych sond pii CGH, které toto misto znaci s podobnou intenzitou,

coz je znakem pro pfitomnost sekvenci spolecnych pro ob¢ pohlavi.

5.2. Satelitni sekvence na chromozomu W

Jak uz bylo zminéno vyse, chromozom W je u vétSiny druhi mistem s nejvétsim
vyskytem heterochromatinu. Pravé heterochromatinové bloky jsou ¢asto mistem vyskytu
tandemovych repetic (Verma, 1988). U motyli je ptitomnost velkych heterochromatinovych
blokl nezvykla a ¢asto jedinym mistem vyskytu téchto blokl je chromozom W. Dosud byly
tyto bloky pozorovany pouze u skvrnopasnika angrestového (A. grossulariata) (Zrzava et al.,
2018), Leptidea amurensis (Sichovéa et al., 2016), bé&laska luéniho (Leptidea juvernica),
bélaska hrachorového (Leptidea sinapis), bélaska Realova (Leptidea reali) (Sichova et al.,
2016) u zkoumaného bélaska zelného (P. brassicae) (Nguyen et al., 2009) a jeden blok byl
nalezen na chromozomu 24 u bource morusového (Bombyx mori) (Yoshido et al., 2005). Tato
vzacnost heterochromatinovych blokli v genomu by mohla ¢astecné vysvétlovat, pro¢ bylo
dosud nalezeno tak malo satelitnich sekvenci. Dal§im divodem miZe byt to, ze ziskavani
sekvenci sateliti bylo difive (bez pouziti sekvenovani) velmi naro¢né (Palomeque, Lorite,
2008). V dnesni dob¢ je situace jednodusi, protoze sekvenovani nové generace je finan¢né
dostupné;jsi a je k dispozici program Repeat Explorer pro vyhledavani a analyzu repetic, takze

se d4 v dohledné dob¢ ocekévat popis novych satelitnich sekvenci u dalSich druhti motyla.

Piestoze satelitni sekvence a mobilni elementy jsou hlavnimi komponenty
heterochromatinu, jsou pouze pét satelitt (MBSAT1, FR, PiSAT1, BA-CA16 a satelit
predivky brslenové) vyskytujicich se na chromozomu W u dennich ¢i no¢nich motylt

(Mandrioli etal., 2003; Lu et al., 1994; Dalikova et al., 2017b; van't Hof et al., 2005; Pilikova,
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2019). U nekterych tadi hmyzu byly také nalezeny satelity na pohlavnich chromozomech.
Naptiklad ucvrcka Eneoptera surinamensis bylo nalezeno 45 satelitnich rodin, které
dohromady zabiraly ptiblizné 14 % samciho genomu, kde byl pocet satelitnich sekvenci az
10x vétsi nez u samice. FISH na tomto druhu ukazala 39 satelitd lokalizovanych na
chromozomu neo-Y, coz je zatim nejvy$$i uvedena diverzita satDNA na pohlavnich
chromozomech (Palacios-Gimenéz et al., 2017). V genomu sarancete Ronderosia bergii,
patiiciho také mezi rovnokiidlé bylo nalezeno deset satelitnich rodin, pificemz Ctyfi
Z nalezenych satelitii byly lokalizovany na chromozomu neo-Y, z nichz dva jsou pro tento

chromozom unikatni (Palacios-Gimenéz et al., 2018).

To, ze se zastupci jednoho rodu bélaskli mezi sebou zasadné li§i obsahem satelitni
DNA, ale neni nic zvlastniho, protoZe i jedinci riznych populaci stejného druhu se mohou
v tomto ohledu dramaticky lisit. Napiiklad u Triatoma infestans bylo zjisténo, ze 33 %
genomu zabiraji satelity u andské populace, ale jen 25 % u neandské populace (Pita et al.,
2017). U tohoto druhu jsou tedy satelitni sekvence vyznamnou soucasti genomu, ale rizné
procentudlni zastoupeni ukazuje, jak dynamicky vyvoj heterochromatinu muize byt. Dalsi
ukazkou dynamiky satelitnich sekvenci je blyskavka kukufi¢na (S. frugiperda), ktera se
vyskytuje ve dvou rasach. Zatimco rasa konzumujici ryzi nese ve svém genomu satelit FR,

rase zivici se kukufici tento satelit chybi (Lu et al., 1994).

V této praci byly na chromozomech lokalizované ¢tyfi nové satelitni sekvence,
pticemz dvé€ znich se nachazi na chromozomu W. Jsou to CL26 u bélaska zelného (P.
brassicae), ktery se kromé& velkého heterochromatinového bloku nachazi i v né€kolika
autosomalnich blocich, a CL187 u bélaska fepkového (P. napi), ktery tvoii zasadni slozku
chromozomu W u tohoto druhu a jinde v genomu se patrné nenachazi. Narozdil od dfive
publikovanych dat ze sekvenovani chromozomu W, ve kterych byly nalezeny ptevazné
mobilni elementy, se u bélaska zelného a bélaska fepkového nachdzeji ve velké mifte satelitni
sekvence. Vyskyt mobilnich elementu je taktéz pravdépodobny, ale zatim nebyl pfedmétem
zkoumani. FISH se satelitnimi sondami rovnéZ potvrdila zndmy fakt, Ze heterochromatin
obsahuje repetitivni DNA, protoze ve vSech pfipadech sonda hybridizovala do

heterochromatinovych blokd.
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5.3.  Vyskyt satelitnich sekvenci napii¢ zkoumanymi druhy
Satelit CL26 byl programem Repeat Explorer nalezen jen u jednoho druhu bélaska
(bélasek zelny), zatimco satelity CL0O4, CL183 a CL187 byly nalezeny u bélaska zelného a
bélaska fepkového. Metoda PCR vSak nalezla satelity CL26 a CL183 u vsech zkoumanych
druhii. Vysledky Repeat exploreru a PCR se shoduji u satelitu CL187, zatimco satelit CL04
byl PCR metodou nalezen u bélaska fepového, ale nepotvrdil jeho pfitomnost u bélaska
fepkového. Tyto rozdily jsou zptisobeny tim, Ze Repeat Explorer analyzuje pouze omezeny

vzorek genomu, tudiz metoda PCR je citlivéjsi.

Podle fylogenetického stromu ze studie z roku 2019 na bélascich rodu Pieris se z linie
nejprve oddélil predek bélaska fepového, zatimco bélasek zelny a bélasek fepkovy se oddélili
az pozd¢ji (Okamura et al., 2019). Pokud tedy vezmeme v uvahu tento fylogeneticky strom,
Ize spekulovat o tom, ze satelit CL04 vznikl u spole¢ného piedka téchto druhti a nasledné
zanikl v genomu bélaska fepkového a pravdépodobné expandoval v genomu bélaska zelného.
Satelit CL26 je pfitomny u vSech zkoumanych druhti, tudiz nejspiSe také vznikl u spole¢ného
predka, ale v genomu bélaska zelného expandoval, ¢i se u ostatnich druhti redukoval. U
spole¢ného predka vznikl nejspise i satelit CL183, ktery se u vSech zkoumanych druht také
vyskytuje, nicméné i u bélaska zelného, u kterého se vyskytuje nejhojnéji, zaujima pouze
velmi malé procento genomu. Satelit CL187 se nevyskytuje v genomu bélaska fepového, tudiz
mohl vzniknout az po oddé€leni tohoto druhu, je ovS§em mozné, Ze se puvodné v genomu tohoto
druhu vyskytoval a postupem cCasu vymizel. Fylogeneticky strom, ze kterého vychazi
predchozi uvahy vs$ak neni kompletni a neobsahuje data v§ech zastupct rodu Pieris, tudiz

muzeme pouze spekulovat o tom, jakymi procesy tyto satelity prochazely béhem evoluce.

DalSi postup:
a) Zaklonovani sateliti
Zaklonovani sateliti bylo z ¢asovych divodii v této praci vynechano, ale bude
provedeno v budoucnosti, protoze zaklonovanim piecisténych produkta PCR do vektoru je

zarucena prace pouze S jedinou konkrétni sekvenci satelitu. V této praci byla identita PCR

produktu ovéiena pouze sekvenovanim bez klonovéani.
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b) Analyza mikrosatelitni DNA

Mikrosatelity do mé analyzy nebyly zatazeny, protoze Repeat Explorer je pfi analyze
zamérne vynechava, ale i pfesto mohou tvofit vyznamnou slozku heterochromatinu. Pro jejich
analyzu bude pouzit program Tandem Repeats Finder (Nucleic Acids Research, 1999)
Navrzenim primerd na mikrosatelity a naslednou PCR a FISH lze zjistit rozmisténi dalSich
repetitivnich sekvenci v genomu bélaski, poptipadé odhalit mikrosatelity nachazejici se

na pohlavnim chromozomu W.

c) PCR sateliti ziskanych analyzou jednotlivych druhi

Analyzami jednotlivych druhd programem Repeat Explorer byly ziskany i satelity, které
v analyze kombinujici vSechny tii druhy nebyly nalezeny. Bylo nalezeno Sest satelit u bélaska
zelného, Sest satelitt u bélaska fepkového a jeden u bélaska fepového. O tyto satelity bude

roz§ifena navazujici studie.

d) FISH zkoumanych satelitii na zbylé dva druhy bélaski

Z vysledkli PCR a Repeat Exploreru vime, Ze se nékteré satelity vyskytuji v mensi miie
I v genomu jednoho ¢i obou zbyvajicich druhi. Pomoci FISH miZzeme zjistit, zda se vyskytuji
na podobnych mistech. Toto nas zajima piedevsim u satelitti vyskytujicich se na chromozomu
W.

e) Mezidruhova hybridizace malovacich sond ziskanych mikrodisekci chromozomu

w
Rozdily ve slozeni chromozomtii W Ize odhalit napiiklad pomoci mezidruhové
hybridizace, jako to bylo provedeno mezi zavije¢i (Vitkova et al., 2007) ¢i skvrnopasniky
(Zrzava et al., 2018). Tato metoda piinasi snadny zpusob, kterym lze zjistit jak moc a zda

vubec jsou si chromozomy W mezi druhy podobné.
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6. Zavér

Bélasci jsou vzhledem k variabilnimu pocétu chromozomii zajimavou skupinou
ke studovani, protoze se jejich genom dynamicky méni. V této praci jsem se zabyvala studiem
té druhd bélaskd, konkrétné bélaska zelného (P. brassicae), bélaska fepkového (P. napi) a
bélaska fepového (P. rapae). Analyzovala jsem pfitomnost chromozomu W u jednotlivych

druhti, jeho podobnost mezi jednotlivymi druhy a pfitomnost satelitnich sekvenci.

Ptitomnost chromozomu W v genomu vsech tii druhii bélaskii byla potvrzena, zaroven
pozorovani pod podbarvenim DAPI odhalilo zisadni rozdily ve velikosti a tvaru téchto
chromozomu u jednotlivych druhii. Sekvence unikatni nebo obohacené na W byly pozorovany
na chromozomu W u vSech druht bélaskl, ale u kazdého v jiném mnozstvi. Diky témto
zasadnim rozdilim Ize jen podle vzhledu chromozomu W od sebe tyto tfi druhy bélaski
odlisit.

Heterochromatinové bloky jsou tvoieny piredevsim repetitivnimi sekvencemi, coz se i
Vv této praci potvrdilo. V autosomalnich blocich heteochomatinu bélaska zelného byla zjisténa
ptitomnost dvou satelitnich sekvenci (CLO4 a CL183) a v heterochromatinu chromozomu W
tohoto druhu bélaska byl objeven satelit CL26. Chromozom W bélaska fepkového je tvofen

masivnim blokem heterochromatinu, a i v ném byla nalezena ptitomnost satelitu CL187.

Rad Lepidoptera predstavuje nejpoéetnéjsi skupinu Zivodicht, jejichz samice jsou
heterogametické, pfesto vSak informaci o sloZeni chromozomu W neni mnoho. Tato prace
pfinasi dalsi poznatky k nasim dosavadnim znalostem o tomto chromozomu. Zaroven jako
prvni zkouma vyskyt satelitnich sekvenci nejen na pohlavnim chromozomu W, ale i na

autozomech u bélaska rodu Pieris.
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