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1. Uvod

Motyli (Lepidoptera) jsou, s vice nez 157 000 popsanymi druhy a dle odhadd az 350 000
dal$ich druht, které stdle jeSté na popsani Cekaji, nejvetsi skupinou fytofdgniho hmyzu na
Zemi (Kristensen a kol. 2007, Chapman 2009, van Nieukerken a kol. 2011). Spolu se svym
sesterskym fadem, chrostiky (Trichoptera), zaroven ptedstavuji nejvétsi skupinu zivocichii
s chromosomalnim urcenim pohlavi typu Abraxas, tedy heterogametickymi samicemi (Z0
nebo ZW) a homogametickymi samci (ZZ) (Ellegren 2011). Ackoliv je tento typ
determinace pohlavi krom¢ motylti pfitomny také u ptakt, hadi, ryb a dalSich druha
zivocichli (Graves a Shetty 2001), jeho znalost je v porovnani s opacnym typem urceni
pohlavi oznaCovanym jako Drosophila (heterogameticti samci (X0 nebo XY),
homogametické samice (XX)) zna¢né limitovana. Motyli tak ptedstavuji idealni modelovou
skupinu pro vyzkum pohlavnich chromosomu, ktery miize vyznamné ptispét k pochopeni

obecnych principt jejich evoluce.

1.1 Karyotyp motylii a jeho specifika

1.1.1 Chromosomy motylu

Chromosomy motylli jsou protikladem jejich druhové i morfologické rozmanitosti.
Mitoticky komplement se typicky sklada z velkého poctu malych chromosomt uniformniho
tvaru, které postradaji jakékoliv identifikaéni prvky, a tudiZz se od sebe nedaji rozlisit (De
Prins a Saitoh 2003, Mediouni a kol. 2004). Identifikaci jednotlivych chromosomil dale
ztézuje fakt, ze chromosomy motyld jsou holokinetické, tj. postradaji centromeru (Wolf a
kol. 1997), jejiz umisténi v rdmci chromosomu se standardné vyuZziva jako jeden z hlavnich
urcovacich markerti pfi sestavovani karyogramu (Levan a kol. 1964, O'Connor 2008).
Nevhodné pro motyli chromosomy se ukazalo byt i pouziti klasickych prouzkovacich
technik, které na mitotickych chromosomech neposkytuji zddné rozliSeni. Na meiotickych
bivalentech je sice mozné rozeznat tzv. chromomerovy vzor, ten lze ale pouzit k identifikaci
pouze nékolika malo chromosomi (Bedo 1983, Traut 1976, Makee a kol. 2008).
Cytogenetickd analyza tak u motyld po dlouhou dobu umoziovala pouze pocitani
chromosomil, identifikaci heterochromatinovych oblasti pohlavnich chromosomi a
lokalizaci transkripéné aktivnich organizatoru jadérka ("NOR") (Traut a Marec 1997,

Fukova a kol. 2005).



Zlomovym okamzikem ve studiu motylich chromosoml bylo bezesporu zavedeni
metody fluorescenéni in situ hybridizace (FISH), ktera umoznila lokalizaci cilovych
sekvenci pomoci znacenych sond. Jako jedni z prvnich ji u této skupiny pouzili Okazaki a
kol. (1993) a Traut a kol. (1999) a, kteti pomoci fluorescen¢né znacenych celogenomovych
sond na pachytennich jadrech identifikovali bivalent pohlavnich chromosomt. Takzvana
komparativni genomova hybridizace (CGH), vyuzivajici kompetice sond pfipravenych ze
saméi a sami¢i genomové DNA a jeji jednodu$si verze genomova in situ hybridizace
(GISH), béhem niz je samici sonda hybridizovéna v pfitomnosti sam¢i kompetitorové DNA,
se stala Siroce vyuzivanych nastrojem pro studium molekularné diferencovanych pohlavnich
chromosomii (Sahara a kol. 2003a, Yoshido 2006, Vitkova a kol. 2007). Krom¢& toho
umoznila takzvana fluoresce¢ni in situ hybridizace (FISH) i lokalizaci telomerickych
opakovani v genomu motyli (Sahara a kol. 1999, Frydrychova a kol. 2004), hybridizaci
malovacich sond pfipravenych laserovou mikrodisekci z pohlavniho chromosomu W nebo
nadbyte¢nych chromosomi B (Fukova a kol. 2007, Vitkova a kol. 2007, Volenikova 2012),
detekci genovych klastrii ribosomalni DNA a histonovych gent ve vyzkumu karyotypové
dynamiky (Nguyen a kol. 2010, Sichova a kol. 2013) a v neposledni ¥adé hybridizaci sond
pripravenych z fosmidii a bakterialnich umélych chromosomi (napt. Sahara a kol. 2013),
kli¢ovou pro studium syntenie a kolinearity motylich genid. V sou€asné dob¢ jsou jiz u
motylid zavedeny 1 modifikace této molekuldrné cytogenetické metody, umoziujici detekci

unikatnich sekvenci o délce kolem 1000 bp (Carabajal Paladino a kol. 2014).

1.1.2 Poéet chromosomu

Pocet chromosomil se u vétSiny druht motyll pohybuje v rozpéti 29-31 chromosomi na
haploidni genom, nicméné muze se vyrazné¢ liSit obéma sméry (Robinson 1971, Kandul a
kol. 2007, Saura a kol. 2013). Nejniz§i pocet chromosomi byly zatim popsadny u
neotropického motyla Hypothyris thea a amerického soumrac¢nika Agathymus aryxna (n=5)
(De Prins a Saitoh 2003, Brown a kol. 2004), nejvyssi u modraska Polyommatus atlantica
(n=223-226), ktery je rekordnim nejen v ramci ¢eledi motyli, ale mezi zivocichy celkové (de
Lesse 1970, Lukhtanov 2015). Za ancestralni pocet je u motyll povazovan n=31
chromosomi, ktery byl piivodné odvozen z modalniho karyotypu a srovnani se sesterskou
skupinou chrostici (Trichoptera), jejichz modalni poc¢et chromosomt je n=30 (Suomalainen
1966). Tuto hypotézu podporuji také karyologické studie u primitivnich druhi motyla

(Lukhtanov 2000) a nové i genetické a fyzické mapy a analyzy genomovych dat, dle kterych
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je tento karyotyp u motyli stary minimalné 140 milionti let (Baxter a kol. 2011, Sahara a
kol. 2013, Van't Hof a kol. 2013, You a kol. 2013, Ahola a kol. 2014).

Ackoliv je genom motyll evolucné vysoce konzervovany, v nékterych odvozenych
skupinach muze pocet chromosomii zna¢né kolisat jak mezi blizce ptibuznymi druhy, tak
dokonce i uvnitt druhu. Tento fenomén byl popsdn napiiklad u bélaska hrachorového
Leptidea sinapis (Pieridae), u néhoz se pocet chromosoml pohybuje od n=28 do n=53
v riznych geografickych populacich nebo dokonce celé ¢eledi pestrobarvcoviti (Riodinidae),
kde u 117 zkoumanych poddruhii pocet chromosomu kolisd v rozpéti mezi n=9 az n=110
(Lukhtanov 2000, Brown a kol. 2012). U b¢laska rodu Leptidea byl také pozorovan extrémni
ptipad karyotypové variability, kdy byl pocet chromosomt a lokalizace genomovych
markert rozdilny dokonce mezi potomky jednotlivych samic (Sichova a kol. 2015). Brown a
kol. (2012) pfipisuje mozny vznik této variability struktufe populaci. Pokud jsou populace
ptilis malé, fragmentované a s omezenou migraci, mize v nich dochazet ke zvySené mife
ptibuzenského ktizeni ("inbreeding") a tudiz rychlé fixaci novych chromosomalnich variant.

Ty poté mohou vést k reprodukéni izolaci a speciaci téchto motyla.

1.1.3 Evoluce karyotypu

Za kliCovy mechanismus evoluce karyotypu u motyli jsou povazovany fuze a rozpady
chromosomil, které maji za nasledek pocetni zmény v karyotypu a jsou podpofeny
holokinetickou povahou motylich chromosomi. Ac¢koliv motyli nemaji chromosomy ¢isté
holokinetického typu a kinetochor pokryva pouze ¢ast jejich povrchu, funkéné se jako
holokinetické chovaji a béhem mitézy se sesterské chromatidy rozchazi paralelni disjunkci
(Gasner a Klemetson 1974, Murakami a Imai 1974, Wolf a kol. 1997). Pokud dojde ke
zlomu nebo fizi v genomu s monocetrickymi chromosomy, vznikaji acentrické ¢i
polycentrické tutvary, které nemohou spravné segregovat a béhem déleni bunky jsou
ztraceny, coz ma ve vétSin€ piipadi letdlni nasledky (McKlintock 1939). U chromosomil
holokinetického typu vSak ke vzniku takovych utvarii téméf nedochdzi a fragmenty jsou
dédény stabilné (Nordenskiold H 1963, LaChance a Degrugillier 1969, Marec a kol. 2001).
Zlomy nebo fuze tedy nemaji na bunku detrimentalni vliv jako je tomu v pfipadé
monocentrickych chromosomi, ale naopak umoziuji rychlou evoluci karyotypu (shrnuto
v Jankowska a kol. 2015).

Predpoklad, Ze karyotypova evoluce u motyll probiha ve velké mife prostfednictvim

chromosomalnich fuzi a rozpadl, podporuji uz rané cytogenetické studie. Jak bylo zminéno
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v Kap. 1.1.1, chromosomy motyli postradaji vyrazné morfologické znaky, které by
umoznovaly identifikaci jednotlivych chromosomtl. Nasledkem toho byl vyzkum
cytogenetiky u motyli dlouhou dobu omezen na pouhé pocitdni chromosomi a jejich
méieni, detailni zdznamy vSak napomohly k odhaleni negativni korelace mezi poctem
chomosomi v karyotypu a jejich velikosti (shrnuto v Lorkovi¢ 1990). Suomalainen
publikoval v letech 1963 a 1965 karyotypy celkem Ctyficeti druhti motylt rodu Cidaria
(Geometridae) s riznymi po¢ty chromosomu, na nichz byl tento jev jasné prokazan. Méfeni
a fotometrickd analyza chromosomil dale naznacila, Ze nezavisle na poctu chromosomd,
celkovy objem DNA zlstavd mezi pfibuznymi druhy srovnatelny, coz zaroven snizuje
pravdépodobnost alternativni teorie, ze rozdily v po¢tech chromosomil jsou dusledkem
polyploidie (Suomalainen 1963, Suomalainen 1965, White 1973).

Nejzasadnéjsi diukaz opakovanych chromosomalnich rozpadt a fuzi v evoluci
motylich chromosomti vSak pfinesly rozsahlé studie syntenie gent. Osekvenovani genomu a
sestaveni fyzické mapy modelového druhu bource morusového Bombyx mori (Bombycidae)
otevielo dvefe do éry komparativni genomiky, ktera umoziuje detailni vyzkum karyotypové
evoluce. Vazebna analyza 72 ortolognich lokust tropické babocky Heliconius melpomene
(Nymphalidae) jako prvni prokazala pfi srovnani s referenénim genomem B. mori vysokou
miru zachované syntenie na vSech zkoumanych chromosomech. Tato prace také umoznila
identifikaci Sesti chromosomalnich fuzi, predikovanych na zakladé¢ srovnani poctu
chromosomi B. mori (n=28) a H. melpomene (n=21), ackoliv k pfedpokladanému oddéleni
vyvojovych linii téchto dvou druhti doslo pted vice nez 130 miliony let (Jiggins a kol. 2005,
Yasukochi a kol. 2006, Pringle a kol. 2007). Zachovana syntenie gend v ramci motylich
genomil byla nésledné potvrzena nezéavislymi experimenty i u dalSich motyld, naptiklad
mapovanim 462 part ortolognich markeri u okace Bicyclus anynana (Nymphalidae)
(Beldade a kol. 2009), sekvenovanim genomové DNA u zapiednicka polniho Plutella
xylostella (Plutellidae) (Baxter a kol. 2011), konstrukci rozsahlé vazebné mapy u
drsnokftidlece bfezového Biston betularia (Geometridae) (Van't Hof a kol. 2013), hybridizaci
100 fosmidovych sond u mury zelené Mamestra barassicae (Noctuidae) a 146 sond
pfipravenych z bakterialnich umélych chromosomit u ¢ernopasky bavinikové Helicoverpa
armigera (Noctuidae) (Sahara a kol. 2013) nebo analyzou genomovych dat u hnédaska
kostkovaného Melitaea cinxia (Noctuidae) (Ahola a kol. 2014).

d'Alengon a kol. na zaklad¢ dat ziskanych mapovanim bakteridlnich umélych

chromosomit (BACs) v 15 homolognich regionech u ¢ernopasky bavlnikové Helicoverpa
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armigera (Noctuidae) a blyskavky kukutfiéné Spodoptera frugiperda (Noctuidae) a
porovnanim s genomem modelového druhu Bombyx mori provedla také odhad rychlosti
evoluce genomu motyli, ktera dle zjisténych dat odpovida priblizné 2 piestavbam na milion
bazi na milion let ("breakages/Mb/Mya", d'Alengon a kol. 2010). Tato hodnota je mnohem
vy$$i nez naptiklad u octomilek rodu Drosophila (0,05-0,09 breakages/Mb/Mya) nebo
had’atek rodu Caenorhabditis (0,4-1, resp. 0,5-0,7 breakages/Mb/Mya dle recentnich dat),
jejichz rychlost chromosomalnich piestaveb byla az dosud povaZovana za nejvyssi mezi
eukaryoty (Ranz a kol. 2001, Coghlan a Wolfe 2002, Stein a kol. 2003, Wadsworth a kol.
2015). Rozpor mezi prokazanou konzervovanosti motyliho genomu a uvedenou extrémné
vysokou rychlosti genomové evoluce je pravdépodobné zplisoben specifickymi vlastnostmi
motylich chromosomii. Velka ¢ast prestaveb na holokinetickych chromosomech totiz nemusi

nutné vést ke zméné syntenie, a proto je skutec¢na rychlost evoluce pravdépodobné nizsi.

1.2 Uréeni pohlavi u motyli

1.2.1 Chromosomalni urceni typu Abraxas
Jak jiZz bylo zminéno v tivodu, motyli maji pohlavi urené geneticky, s heterogametickymi
samicemi a homogametickymi samci (Traut a Marec 1996). Tento systém determinace
pohlavi vramci hmyzu (Insecta) s motyly sdili pouze jejich sesterska skupina chrostici
(Trichoptera), na zakladé ¢ehoz se piedpoklada, ze se vyvinul u jejich spolecného predka a
jeho vznik je datovan na dobu pied vice nez 180 miliony let (Kristensen a Skalski 1999,
Grimaldi a Engel 2005, Kaiser a Bachtrog 2010, Sahara a kol. 2012, Misov a kol. 2014).
Sam¢i pohlavi je u motyla uréeno typicky pfitomnosti dvou pohlavnich chromosomu
Z, sami¢i chromosomalni konstituci Z0 nebo ZW a jejich numerickymi variantami. Vyskyt
chromosomu W je charakteristicky pro pokroc€ily taxon Ditrysia, ktery zahrnuje asi 98%
motylich skupin a u vSech dosud studovanych chrostikli a je povaZzovéana za ancestralni stav
(Traut a Marec 1996, Marec a Novak 1998, Lukhtanov 2000, Traut a kol. 2007). Navzdory
tomuto pfedpokladu ji vS8ak mlZeme nalézt i u nékterych druhli naleZejicim k odvozenym
skupinam, naptiklad u jarnice hladké Orthosia gracilis z ¢eledi Noctuidae nebo u jednoho
poddruhu martinae pajasanového, Samia cynthia ricini z ¢eledi Saturnidae. V téchto
ptipadech vsak konstituce ZZ/Z0 vznikla evidentné de novo, a to druhotnou ztratou

zminéného chromosomu W (Traut a Mosbacher 1968, Yoshido a kol. 2005).



Martina¢ pajasanovy je zaroven piikladem druhu, u néhoz byl popsan extrémné
diverzifikovany systém pohlavnich chromosomii dokonce v ramci riznych geografickych
populaci. Yoshido a kol. (2011, 2013) studovali evolu¢ni mechanismy vzniku téchto
pohlavnich chromosomt u ¢tyi poddruhi S. cynthia, konkrétné S. cynthia ricini (Vietnam),
S. cynthia walkeri (Hokkaido, Japonsko), S. cynthia subsp. indet. (Honshu, Japonsko) a S.
cynthia prieri (Honshu, Kyushu, Shikoku; Japonsko). Pomoci fyzického mapovani geni a
hybridizace celogenomovych sond a W-specifické malovaci sondy zjistili, Ze kazdy poddruh
nese unikatni konstituci pohlavnich chromosomu od ancestralniho stavu WZ/ZZ (S. cynthia
prieri) pies nezavisle vznikly Z/ZZ (S. cynthia ricini) az k neopohlavnim systémim neo-
Whneo-Z/neo-Zneo-Z (S. cynthia walkeri) a neo-WZ1Z»/Z12:1Z>Z> (S. cynthia subsp. indet)
vzniklym mnohonasobnymi fuzemi. Podobné vysledky pfinesla i prace Sichova a kol.
(2015), zamétena na tii druhy bélaskt rodu Leptidea, u nichz byl odhalen neobvykly systém
chromosomalniho ur¢eni pohlavi W1.3Z1.4/Z1.4Z1.4 u druhu L. juvernica, W13Z13/Z13Z13 u
druhu L. sinapis a W1.4Z1.4/Z1.4Z1.4 U L. reali. Autofi v obou p¥ipadech ptipisuji vznik téchto
alternativnich forem konstituce pohlavnich chromosomii procesu speciace probihajiciho
prostfednictvim chromosomalnich ptestaveb v souladu s mechanismy popsanymi v Kap.

1.1.3.

1.2.2 Pohlavni chromosom Z
Tak jako autosomy je chromosom Z motyli tvofen euchromatinem a obsahuje zna¢né

mnozstvi gentl. Fyzické mapovani a sestaveni vazebnych map u riznych druhti motyli
odhalilo pfitomnost konzervovanych syntennich blokl, ale zaroven 1 neocekavanou
dynamiku pfestaveb na tomto chromosomu, vcetné¢ prokdzanych fizi s autosomy
(Yamamoto a kol. 2008, Yasukochi a kol. 2006, Nguyen 2013, Nguyen a kol. 2013, Van't
Hof a kol. 2013 a dalsi). Transpozice ¢i translokace gent byly béhem evoluce chromosomu
Z popsany naptiklad u okace Bicyclus anynana (Nymphalidae), u n¢hoz byla srovnanim
s referencnim genomem B. mori odhalena lokalizace ortologu genu peptidylprolylisomerdzy
na chromosomu 4 misto chromosomu Z bource nebo u obalece jableéného Cydia pomonella
(Tortricidae), kde byla translokace z chromosomu Z na autosom prokazana u
chromosomalniho regionu s geny mago a RpL10 (Beldade a kol. 2009, Nguyen a kol. 2013).

Analyzy Z-vazanych genl pievazné na modelovém organismu Bombyx mori
prokazaly jejich roli napfiklad v larvalnim vyvoji, sexudlnim chovani, adaptaci na prostredi

nebo vzniku reprodukéni izolace (Sperling 1994, Presgraves 2002, Kroemer a kol. 2011,
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Sahara a kol. 2012). Dle recentnich studii je na chromosomu Z také lokalizovany gen
maskulinizér (Masc), ktery je jednim z klicovych gent v kaskadé urcujici vyvoj pohlavi u B.
mori. Pokud je vgenomu pfitomen chromosom W (pro detaily viz Kap. 1.2.3),
messengerova RNA (mRNA) piepisovand z genu Masc podléha degradaci indukované
z tohoto chromosomu a dochazi k vyvoji jedince sami¢iho pohlavi. Pokud se v genomu
chromosom W nevyskytuje, Masc-mRNA je translatovana do proteinu, ktery spousti
kaskadu vyvoje v samce (Kiuchi a kol. 2014, shrnuto v Marec 2014). Ackoliv byl tento
mechanismus urceni pohlavi prokazan i u sesterského druhu Trilocha varians (Bombycidae)
(Lee et al. 2015), nejnovéjsi vyzkum u martinae pajasanového Samia cynthia ssp. z
pribuzné Celedi Saturniidae naznacuje, nemusi byt konzervovan u vSech motylt s pfitomnym
chromosomem W (Yoshido a kol. 2016).

Vzhledem Kk pfitomnosti zna¢ného mnozstvi genti na chromosomu Z, ktery se
v sam¢im genomu objevuje ve dvou kopiich, ale v sami¢im jen v jedné, je predmétem
intenzivniho studia u motylt také otazka kompenzace genové davky. Donedavna ptevazoval
nazor, ze kompletni kompenzace genové davky u organismli s chromosomalnim urcenim
pohlavi typu WZ/ZZ chybi (Mank 2013). Ackoliv prvni prace zabyvajici se kompenzaci
genove davky u motyla tuto hypotézu podporovaly (Zha a kol. 2009, Harrison a kol. 2012),
Walters a Hardcastle (2011) potvrdili existenci kompletniho kompenza¢niho mechanismu u
bource morusového, B. mori (Bombycoidea). Ke stejnému zavéru vedly i vysledky prace
Smith a kol. (2014) u blizce pfibuzného lisaje tabakového, Manduca sexta (Bombycoidea).
Zajimavé je, ze v rozporu stémito zavéry nasledujici prace u obalece jable¢ného C.
pomonella (Tortricoidea) (Gu 2015) a motyld rodu Heliconius (Nymphalidae) (Walters a
kol. 2015) pfinesly diikkaz pro pouze ¢astecnou kompenzaci davky gent. Dle Walters a kol.
(2015) maji rozporuplné vysledky dv€ mozna vysvétleni. Bud’ je obecn€ u motyli genova
davka kompenzovana pouze ¢astecné a u P. interpunctella byla ztracena, zatimco u zastupci
nadceledi Bombycoidea, B. mori a M. sexta, dovedena K uplnosti, nebo se mechanismus
kompenzace vyvinul u motylii opakované, jednou u spolecného piedka a podruhé u motylt
celedi Bombycoidea. Testovani téchto hypotéz vyzaduje dal$i vyzkum reprezentativniho

vzorku motyli, zahrnujiciho i zastupce bazalnich skupin.

1.2.3 Pohlavni chromosom W

Na rozdil od chromosomu Z nenese chromosom W témét Zadné geny a u vétSiny motyla je

tvofen heterochromatinem (Marec a kol. 2010). Dle klasického modelu vznikaji
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diferencované pohlavni chromosomy z paru autosomu poté, co jeden z partneru ziska faktor
urcujici pohlavi. Postupné¢ na tomto chromosomu dochdzi k akumulaci dalSich sexudlné
antagonistickych gentli, coz vede k zablokovani rekombinace s jeho piivodnim partnerem,
které se z puavodniho lokusu §ifi na zbytek chromosomu. Absence rekombinace pak vede na
pohlavné specifickém chromosomu (Y nebo W) ke hromadéni mutaci a postupné degeneraci
jeho genetického obsahu. Krom¢ fixace negativnich mutaci v této degeneraci hraje
vyznamnou roli 1 napiiklad proces evolu¢niho svezeni ("genetic hitchhiking"), kdy dochazi
k fixaci nevyhodnych alel nasledkem jejich tésné vazby s alelou vyhodnou, mechanismus
mutaci nebo selekce na pozadi, umoznujici fixaci alely pouze v ptipadé, Ze se nenachazi ve
vazbé s alelou vice nevyhodnou neZ je ona sama vyhodna (Charlesworth 1996, Charlesworth
a Charesworth 2000, Charlesworth a kol. 2005). Vysledkem je v konecném dusledku vznik
diferencovaného chromosomu, slozenim velmi vzdaleného svému ptivodnimu partnerovi.

Dédicnost nékolika znakd vazanych na samici pohlavi naznacuje, ze je na pohlavnim
chromosomu W piitomno nékolik genlt jako naptiklad gen Esd u Bombyx mori
(Bombycidae) ktery ovlivituje velikost vajicek nebo faktor zabijejici samce u zavijece
mouc¢ného Ephestia kuehniella (Pyralidae) (Kawamura 1988, Marec a kol. 2001, Traut a kol.
2007). Vyzkum zaméfeny na genovou kaskadu uréeni pohlavi u B. mori prokazal, ze vyvoj
sami¢iho pohlavi zéalezi u tohoto druhu na pfitomnosti nebo absenci chromosomu W
(Hasimoto 1933). Dominantni role chromosomu W v ur¢eni pohlavi je pfipisovana lokalizaci
,mastergenu‘ oznacovaného jako feminizujici faktor (Fem), ktery byl recentné identifikovan
jako zdroj malych molekul piRNA, jejichZ cilovym genem je vySe zminény Z-vazany Masc
(viz pfedchozi Kap. 1.2.2) a jejichZz experimentalni uml¢eni vede ke zvratu ve vyvoji ze
samice na samce ( Kawaoka a kol. 2011, Kiuchi et al. 2014, Nagaraju a kol. 2014, shrnuto
Vv Marec 2014). Geneticky zaklad zadného z pohlavné-specifickych znaki se vSak dosud
nepodafilo identifikovat (Traut a kol. 2013).

Molekularni slozeni chromosomu W motyli je zésadné ovlivnéno procesem
degenerace popsanym v uvodu této kapitoly. Soucasti tohoto procesu je totiz akumulace
repetitivnich sekvenci a transposibilnich elementl, které vedou k heterochromatinizaci a
umlceni exprese celého chromosomu, pfipadné jeho ¢asti. Se zavedenim metody
komparativni genomové hybridizace bylo zjiS§téno, Ze na chromosomu W se obecn¢ nachézi
dva typy sekvenci, W-specifické a W-obohacené, pritomné i V jinych castech genomu

(Fukova a kol. 2007). Jejich pomér a sloZeni je druhové specifické a vyrazné rozdily byly
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pozorovany i mezi blizce ptibuznymi druhy, coz potvrzuje rapidni evoluci a diferenciaci
tohoto chromosomu (Traut a kol. 1999, Vitkova a kol. 2007). Repetitivni povaha
chromosomu W bohuzel vyrazné ztézuje jeho sekvencni analyzu. Ackoliv byl genom
modelového organismu B. mori v roce 2004 osekvenovan dvéma nezavislymi laboratofemi,
prave z divodu repetic pfitomnych na chromosomu W a jejich negativnimu vlivu na kvalitu
zpracovani vyslednych dat obé zvolily k sekvenovani materidl samciho pohlavi, takze
sekvence z chromosomu W nebyly dostupné (Mita a kol. 2004, Xia a kol. 2004). Prvni praci,
ktera napomohla predstavé o sekvencnim slozeni tohoto chromosomu, byla az studie Abe a
kol. (2005), ktera pfinesla sekvence ziskané ze 14 bakteridlnich umélych chromosomt,
pochazejicich z chromosomu W bource. Jejich analyza odhalila pfitomnost LTR-
retrotransposonti, non-LTR retrotransposontl, retroposont, DNA transposonli a jejich
jako sondy pro FISH a gzjistili, ze barvi cely chromosom, bylo mozné tyto vysledky
generalizovat. Repetitivni slozeni chromosomu W potvrdili recentné také Traut a kol.
(2013), ktefi sekvencovali chomosom W zavijeCe mouc¢ného, Ephestia kuehniella
(Pyralidae) ziskany laserovou mikrodisekci. SloZzenim vice nez 360 000 kratkych cteni
ziskanych sekvencovanim amplifikované DNA mnoha kopii tohoto chromosomu bylo
ziskano ptes 21 000 kontigh s primérnou délkou 420 bazi, prokazujicich kromé riznych
rodin transposibilnich elementti také ptitomnost mikrosatelitii a sekvenci mitochondridlniho
ptuvodu (Traut a kol. 2013).

Vyrazna diferenciace a heterochromatinova struktura naopak usnadnuje identifikaci
chromosomu W v chromosomalnim komplementu na riznych typech preparatu, kde ho Ize
jasn¢ odlisit od ostatnich chromosomt (Traut a Marec 1997, Fukova a kol. 2005, Vitkova a
kol. 2007). V interfaznich jadrech polyploidnich bungk, jako jsou naptiklad Malpighiho
trubice nebo snovaci zlazy, tvofi mnohonasobné kopie chromosomu W pohlavné specificky
chromatin ("sex-chromatin"), tj. vyrazné a lehce barvitelné télisko kulatého tvaru, jehoz
velikost roste s polyploidizaci buiky (napf. Marec a kol. 2010, Sichova 2011). Diky
jednoduché piipraveé preparati a jeho piimé souvislosti s vyskytem chromosomu W se
pohlavné specificky chromatin stal Siroce pouzivanym indikatorem piitomnosti nebo
absence W chromosomu jak u bazalnich a pokrocilych druht motyll, tak i u sesterské
skupiny chrostiki (Ennis 1976, Traut a Marec 1996, Traut a Marec 1997, Marec a Novak
1998, Lukhtanov 2000).



Pravé rozsahlé studie ptitomnosti sex-chromatinu v kombinaci s karyotypovymi daty
byly podkladem pro formulaci hypotéz o evoluénim pivodu chromosomu W, ktery navzdory
intenzivnimu vyzkumu stéle zlistava neobjasnén. Absence pohlavné specifického chromatinu
u zastupct vSech hlavnich skupin bazalnich motylti naznacuje, Ze chromosom W ve vsech
ptipadech chybi. Konstituce pohlavnich chromosomli ZZ/Z0 byla u chrostikovnika
blatouchového Micropterix calthella (Micropterigidae) prokdzana i analyzou karyotypu
(Traut a Marec 1997, Marec a Novak 1998). Sex-chromatin a chromosom W se podafilo
nalézt aZ u minovnicka dubového Tischeria ekebladella z celedi Tischeriidae, ktera je
sesterskou skupinou pokrocilych ditrysijnich motyld, u nichz byla pfitomnost pohlavné
specifického chromatinu a/nebo chromosomu W prokazana u témét vSech zkoumanych
druhi (Traut a Marec 1997, Lukhtanov 2000). Soucasny stav poznani tak navrhuje tfi mozné
scénafe vzniku pohlavniho chromosomu W motyli (fylogenetické vztahy viz Obr. 1):

(1) WZ/ZZ systém urceni pohlavi se vyvinul u spolecného predka skupin Tischeriina a
Ditrysia fuzi ancestralniho chromosomu Z systemu Z0/ZZ S autosomem za vzniku systému
neo-W/neo-Z. Ackoliv se tato hypotéza zda na prvni pohled jako logicka a pravdépodobna,
podrobngéjsi analyza odhalila jeji zavazny nedostatek. Fuze chromosomu Z s autosomem by
totiz logicky vedla ke sniZeni poctu chromosomil V karyotypu, coz ale neodpovida
pozorovanym modalnim poctim chromosomti u bazalnich a pokrocilych motyld, které jsou
dle dostupnych informaci u obou skupin stejné, a to n=31. Nelze vSak vyloucit, ze u
spoleéného ptfedka Tischeriina a Ditrysia kromé diskutované¢ fize doSlo 1 ke
chromosomalnimu rozpadu, ktery pocet 31 chromosomu v karyotypu obnovil (Lukhtanov a
Puplesiene 1996, Traut a Marec 1997, Lukhtanov 2000).

(i) Ke vzniku WZ/ZZ systému doslo u spolecného predka skupin Nepticulina,
Incurvariina, Tischeriina a Ditrysia, opét fiizi ancestrdlniho chromosomu Z s autosomem, za
vzniku nového systému neo-W/neo-Z. V tomto piipadé se predpoklada, ze ancestralni pocet
chromosomit n=31 se musel u skupin Dacnonypha a Exoporia diky chromosomalnimu
rozpadu zmeénit na n=32, zn¢hoz se u spolecného piedka skupiny Heteroneura poté
chromosomalni fuzi opét vyvinul karyotyp spoftem n=31 chromosoml a systémem
pohlavnich chromosomi WZ/ZZ. Této teorii vSak neodpovida absence sex-chromatinu,
prokazana u zastupct skupin Nepticulina a Incurvariina (Ennis 1976, Lukhtanov 2000).

(iii) W chromosom systéemu WZ/ZZ se vyvinul de novo z nadbytecného chromosomu,
nikoliv fuzi ancestralniho Z s autosomem. Tato hypotéza poskytuje alternativni scénaf

k fiznimu ptvodu chromosomu W a byla navrzena pomérné nedavno (Lukhtanov 2000).
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Ptitomnost nadbytecnych chromosomii neboli B-chromosomi byla u motyli opakované
popséana (napt. Bigger 1976, Putturaju a Nagaraju 1985, Volenikova 2012 a dals$i, shrnuti
v Camacho 2005), stejné jako bylo popsano parovani chromosom B s univalentem
pohlavniho chromosomu (Kuznetsova a kol. 1997) i vznik pohlavniho chromosomu z B-
chromosomu jako takového u jinych druhli organismi, napiiklad u mery ptelétavé
Cacopsylla peregrina nebo octomilky Drosophila pseudoobscura (Nokkala a kol. 2000,
Nokkala a kol. 2003, Carvalho a Clark 2005).
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2. Cile prace

Zakladnim ptedpokladem vSech hypotéz, zabyvajicich se problematikou evolu¢niho vzniku
chromosomu W motylli je jeho absence u bazalnich druhi, urena u vétSiny skupin na
zaklad¢ neptitomnosti pohlavné specifického chromatinu v jadrech bunék polyploidnich
tkdni. Tento pohled vSak zna¢né komplikuje opomijena prace Kawazoe (1987), v niz byl
publikovan karyotyp hrotnokiidlece Endoclita sinensis, naleziciho k jedné z nejbazalnéjsich
motylich linii, ¢eledi hrotnoktidlecoviti (Hepialoidea). Ackoliv udaje o sex-chromatinu
V této praci chybi, na sami¢im karyogramu je jasné¢ patrnych 64 chromosomu s vyraznym
parem pohlavnich chromosomt, tvofenych mimotadné velkym chromosomem Z a primérné
velkym chromosomem W. O rok pozdéji byla navic publikovana studie Fayao a kol. (1988),
V niz autofi uvadi pfitomnost sex-chromatinu a heteromorfnich pohlavnich chromosomu i u
dalsich dvou druhti hrotnok#idleci, Hepialus zhayuensis a blize neur¢eného Hepialus sp.,
potvrzujici zasadni rozkol s pivodnimi hypotézami. Traut a Marec (1996) vSak prokazali
absenci pohlavné specifického heterochromatinu u hrotnok#idlece Triodia sylvina, coz
naopak teorii ze bazalni motyli chromosom W nemaji podporuje.

Navzdory zavaznosti a znepokojujicimu charakteru svého obsahu vsak tyto dvé prace
zistavaji  jedinym  zdrojem informaci o chromosomalni konstituci  zastupci
hrotnokiidlecovitych. Jednou z pfi¢in je bezesporu naro¢nost studia primitivnich druhd, které
jsou fylogeneticky znacné vzdalené od dobie prozkoumanych odvozenych skupin motyli.
Ta spociva jak v nedostatku relevantnich dat, tak v ¢asto komplikovaném zivotnim cyklu a
narocnému sbéru vzorkti. Cilem mé diplomové prace bylo ovéfit pritomnost nebo absenci
chromosomu W u vybranych zastupcii ¢eledi Hepialoidea a provést molekularné-

cytogenetickou analyzu jejich karyotypt. Dil¢imi cili prace bylo:

1. Oveéfeni vyskytu pohlavné specifického chromatinu v jadrech polyploidnich bunék a
potvrzeni vysledku piimou detekci chromosomu W na chromosomalnich
preparatech.

2. Stanoveni poctu chromosoml v karyotypu a zakladni cytogeneticka analyza
chromosomil.

3. lzolace casteénych sekvenci genti ortolognich ke geniim vézanym na pohlavni
chromosom Z modelového organismu bource morusového Bombyx mori.

4. Ovéfeni vazby téchto genli na pohlavni chromosom Zu cilovych druhii pomoci
metody kvantitativni Real-time PCR (qPCR; Nguyen a kol. 2013).
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3. Material a metody

3.1 Pouzity hmyz

Tato prace byla provedena na dvou druzich motyli z celedi hrotnoktidlecoviti (Hepialidae),
hrotnokfidleci chmelovém Hepialus humuli a americkém druhu hrotnokiidlece Phymatopus
californicus. Jedinci obou druhti byli ziskani z piirodnich populaci v Ceské republice, Rakousku a
USA. V piipadé H. humuli byl sbér proveden celkem na tiech lokalitach, konkrétng v Bochové (CR),
Ceském Krumlové (CR) a Obergurglu (Rakousko). Vétsinou se jednalo o odchyt dospélych jedinci.
Larvy vylihlé z vajicek nakladenych chycenymi samicemi byly odchovavany na mrkvi (Daucus
carota) péstované v kontejneru ve venkovnich podminkach (Edwards 1964). Larvalni stadia vhodna
k vyzkumu se u tohoto hrotnoktidlece timto zptisobem podatilo ziskat pouze z materialu z lokality
Bochov. Larvy hrotnokiidlece P. californicus pochazi z rezervace Bodega Marine Reserve (Bodega
Bay, Kalifornie, USA) a byly poskytnuty Patrickem Grof-Tiszou z University of California.

3.2 Priprava preparati

3.2.1 Priprava preparati pohlavné specifického chromatinu

Preparaty pro ovéreni pritomnosti pohlavné specifického chromatinu byly pfipraveny z polyploidnich
bun¢k Malpighiho trubic larev a dospélcti podle postupu z prace Traut a kol. (1986). Malpighiho
trubice byly vypitvany ve fyziologickém roztoku (0,9% NaCl, 0,042% KClI, 0,025% CaCl,, 0,02%
NaOHs, ptipraveny podle Glaser 1917, citovano v Lockwood 1961) a pieneseny na podlozni sklo
ocisténé 96% etanolem, kde byly fixovany 2 min Cerstvé ptipravenou fixazi dle Carnoye (etanol,
chloroform a kyselina octovd v poméru 6:3:1, Sharma a Sharma 1980). Pfebytecna fixdz byla
nasledné odsata filtraénim papirem, fixovana tkan byla barvena lakto-aceto-orceinem (1,5% orcein
v 30% kyselin¢ octové a 30% kyseliné¢ mlécné) 3-5 min a preparat ptikryt krycim sklem o velikosti
22 x 22 mm. Pfitomnost ¢i nepfitomnost sex-chromatinu v jadrech byla vyhodnocena ve svételném
mikroskopu a vysledky byly zdokumentovany CCD kamerou F-View pfipojenou k mikroskopu Zeiss
Axioplan 2 (Carl Zeiss, Jena, Némecko) s vyuZzitim programu Analysis Software 3.2 (Soft Imaging
System GmbH, Miinster, Némecko). Snimky byly dale zpracovany v programu Adobe Photoshop CS
5 (Adobe Systems, San Jose, USA).
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3.2.2 Priprava preparati pro karyotypovou analyzu

Chromosomalni preparaty byly pfipraveny tzv. ,spreading” technikou dle postupu v praci Mediouni a
kol. (2004) z gonad a mozkl larev hrotnokiidlecti. Tkané byly stejné jako v piipadé Malpighiho
trubic vypitvany ve fyziologickém roztoku a fixovany Cerstvou fixazi Carnoy (viz Kap. 3.2.1), v
tomto pfipadé vSak 15 minut. V pfipad¢ testes byl material pied fixaci jesté hypotonizovan 10 minut
v 0,075 M KCI. Fixovand tkan byla pfenesena na podlozni sklo o€isténé kyselym etanolem (1% HCI
vV 96% etanolu) do kapky 60% kyseliny octové a homogenizovana wolframovymi jehlami. Sklo
s homogenizovanym materidlem bylo umisténo na histologickou plotynku vyhtatou na teplotu 45°C
a kapka posouvana po skle az do tiplného odpareni kyseliny.

Hotové chromosomalni preparaty byly odvodnény standardni alkoholovou tadou (po 30
vtefinach v 70%, 80% a 100% etanolu) a skladovany pii -20°C nebo -80°C podle piedpokladané
doby do jejich dalsiho pouziti. Cést preparatti obou typd byla bezprostiedné po piipravé obarvena
smesi DAPI (2-(4-amidinophenyl)-1H-indole-6-carboxamidin) v DABCO (1,4-
diazabicyclo[2.2.2]octan) o koncentraci 500 ng/ml a pouzita pro stanoveni poétu chromosomd,

zbytek byl uskladnén pro pozdéjsi pouziti pro hybridizace in situ.

3.3 1zolace nukleovych Kkyselin

3.3.1 Izolace genomové DNA

Genomova DNA potiebna pro hybridizaéni metody a kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci
(qPCR) byla izolovana dvéma riznymi zpusoby, a to fenol-chloroform-izoamylalkoholovou extrakci
a komercni soupravou. Jedinci hrotnoktidlecti byli rozdé€leni dle pohlavi a DNA kazdého z nich byla
izolovana zvlast. V ptipadé dospélci byla pred izolaci u obou pohlavi odstranéna kiidla a hlava, aby
se predeslo kontaminaci preparatu DNA pigmenty ze Supinek a o¢i. U samic byl také odstranén
abdomen, ktery v pfipadé oplodnénych samic obsahuje spermie, a tudiz by zptsobil kontaminaci
samci DNA.

Fenol-chloroform-izoamylakoholova izolace byla provedena standardnim zpisobem dle
protokolu podrobné popsaném napt. v praci Dalikova 2006. Tkan z kazdého jedince byla
homogenizovana samostatné v tekutém dusiku a inkubovana s extrakénim pufrem (0,1 g tkdné&/3 ml
extrakéniho pufru: 100 mM NaCl, 50 mM EDTA, 100 pg/ml proteinaza K, 0,5% Sarkosyl, 10 mM
Tris-HCI, pH 8) pfi teploté 37°C po dobu 12-16 hodin. Ke smési byla nasledné pfidaina RNaza A v
takovém objemu, aby konecna koncentrace byla 10 pg/ml. Po jedné hodin€ inkubace s RNazou A byl
kazdy vzorek 30 minut tiepan se stejnym objemem fenolu a nasledné stocen na centrifuze 15 min pfi
5000 g. Horni vodna faze vydé€lena centrifugaci byla prenesena do Cisté zkumavky a cely postup byl

jesté Ctyfikrat opakovan, dvakrat znovu s fenolem, poté s Cerstvé pripravenym fenol-chloroform-
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izoamylalkoholem (pomér 25:24:1) a na zavér pouze s chloroform-izoamylalkoholem (24:1). DNA
byla nasledné z roztoku vysrdzena pfidanim 1/10 objemu 3 M octanu sodného a 7/10 objemu
isopropanolu. Precipitovana DNA byla dvakrat promyta od soli 70% etanolem a rozpusténa v 50 pl
sterilni vody.

V ptipadé P. californicus byla DNA izolovana také soupravou NucleoSpin® Tissue
(MACHEREY-NAGEL, Diiren, Némecko). Postup vychazel z protokolu vyrobce, ale byl
optimalizovan pro maximalni vytéznost. Doba inkubace s T1 pufrem a roztokem proteindzy K byla
oproti pivodnimu protokolu prodlouzena na 16 hodin za stalého tfepani a vymyti vzorkli bylo
provedeno ve tech krocich: (1) na membranu kolonky bylo nejprve naneseno 25 pl vymyvaciho
pufru, kolonka byla poté inkubovana 5 min pfi pokojové teploté a centrifugovdna dle doporuceni
vyrobce, (2) ziskany eluat byl nanesen zpét na kolonku a inkubovan a centrifugovan za stejnych
podminek a (3) na kolonku bylo naneseno 10 pl Cerstvého vymyvaciho pufru, inkubace a
centrifugace byla stejna jako v pfedchozich krocich.

Kvalita izolované DNA byla ovéfena spektrofotometricky na pfistroji NanoDrop 2000
(Thermo Scientific, Waltham, USA), pfipadné téZ $t€penim s restrikénim enzymem Hind 111 (Takara
Bio, Kusatsu, Japonsko). Slozeni $tépici reakce o celkovém objemu 10 pl bylo ~500 ng DNA a 8 U
enzymu v 1x koncentrovaném pufru M. Reakce byla inkubovana 1 h pii teploté¢ 37 °C a vzniklé

fragmenty byly vyhodnoceny gelovou elektroforézou.

3.3.2 Izolace RNA a syntéza cDNA

Pro izolaci pohlavné vazanych genu hrotnokiidlece druhu Hepialus humuli bylo nezbytné
extrahovat také RNA. Ta byla izolovéna z larev pomoci reagencie RNA blue (Top-Bio, Praha, CR)
dle doporuceni vyrobce a poté zbavena zbytkové DNA inkubaci s DNazou I (USB, Cleveland, USA)
15 min pti 37°C (reakce o objemu 10 pl obsahovala cca 2,5 pg RNA 2 U DNazy I a 5 U inhibitoru
RNaz SUPERase In (Thermo Scientific) v 1x koncentrovaném pufru. RNA byla poté precisténa
pomoci fenol-chloroformové extrakce s kyselym fenolem (pH 4,7, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a
¢ista RNA pouzita jako templat pro syntézu cDNA.

Ptiprava prvniho vlakna cDNA byla provedena reakci s reverzni transkriptdzou SuperScript®
IIT Reverse Transcriptase (Thermo Scientific) dle protokolu vyrobce. Zbytkovda RNA byla poté
odstranéna inkubaci s 5 U RNazy H (Takara Bio) 20 min pfi 37°C. Enzym byl inaktivovan zahiatim
na 70°C po dobu 20 min a cDNA byla do dal$iho pouziti skladovana v -20°C.
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3.4 Hybridizace in situ

3.4.1 Genomova in situ hybridizace a komparativni genomova hybridizace

Pro ovéfeni ptitomnosti W chromosomu v karyotypu hrotnokiidlecti byla provedena genomova in
situ hybridizace (GISH) a komparativni genomova hybridizace (CGH), které vyuZivaji hybridizace
fluorescencné znacenych celogenomovych sond. Genomova DNA jednotlivych pohlavi izolovana
fenol-chloroform-izoamylakoholovou metodou byla znacena metodou tzv. ,nick-translace” pomoci
soupravy Nick Translation Kit (Abbott Molecular, Des Plaines, USA). Znacici reakce o objemu 25 pl
obsahovala 1 pg DNA, 40 uM dATP, 40 uM dCTP, 40 uM dGTP, 9 uM dTTP, 16 uM Cy3-
dUTP/FITC-dUTP/Green-dUTP a 1x koncentrovanou smés enzymu v 1x koncentrovaném pufru.
Optimalni doba znaceni byla empiricky stanovena na 7 hodin pii teploté¢ 15°C s naslednou inhibici
desetiminutovym zahtatim na 70°C.

V piipadé hrotnokfidelce H. humuli byla samié¢i genomova DNA znaena zelené sviticim
fluorochromem FITC (Jena Bioscience, Jena, Némecko) pro GISH a ¢ervené sviticim Cy3 (Jena
Bioscience) pro CGH. Sam¢i DNA byla pro GISH fragmentovana povatenim 10 minut pii 100 °C a
pouzita jako kompetitor, pro CGH znacena zelené opét fluorochromem FITC. Podobny postup byl
pouzit i u druhu P. californicus, pouze samici sonda pro GISH byla znac¢ena Cervené fluorochromem
Cy3 (Jena Bioscience) a sam¢i sonda pro CGH byla znacena jinym zelenym fluorochromem,
Spectrum Green (Abbott Molecular). VSechny hybridizace byly provedeny na samicich preparatech
ptipravenych z ovarii nebo mozkl hrotnokiidlect technikami popsanymi v kapitole 3.2.2. Ptehled

jednotlivych metod a pouzitych sond je shrnut v Tab. 1.

Tabulka 1. Piehled sond pouzitych pro genomovou in situ hybridizaci (GISH) a komparativni

genomovou hybridizaci (CGH) a jejich znaceni.

Metoda Sonda Znaceni Specificky kompetitor
— ano,
2 GISH sami¢i gDNA FITC (zeleng)
2 samci fragmentovand gDNA
w
= sami¢i gDNA Cy3 (ervend)
'S CGH ne
T saméi gDNA FITC (zeleng)
. ano,
GISH sami¢i gDNA Cy3 (Cerveng)
Q2 samci fragmentovana gDNA
a2 3
o =
T g sami¢i gDNA Cy3 (Gerveng)
E £ | CGH ne
T 8 sam¢i gDNA Green (zeleng)
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Proces samotné hybridizace in Situ je podrobné popsan v bakalaiské praci Volenikova (2012)
a vychazi z protokolu Fukova a kol. (2007). Hybridiza¢ni smés pro GISH v objemu na jeden preparat
se skladala z250 ng znacené samiCi sondy, 3 ug samciho specifického kompetitora a 25 ug
sonikované DNA z lososich spermii (Sigma-Aldrich), rozpusténych v 10 pl 50% formamidu a 10%
dextran sulfatu ve 2x SSC. Slozeni smési pro CGH bylo obdobné, pouze misto specifického
kompetitora byla pouzita znac¢ena sam¢i DNA ve stejném mnozstvi jako samici, tj. 250 ng na kazdy
preparat a denaturovana hybridizacni smés byla pfed nanesenim na skla inkubovana 2 hodiny ve
37°C (Kallioniemi a kol. 1992). Preparaty pro CGH byly pted denaturaci dale vystaveny piisobeni
RNazy A a blokovany v Denhardtové reagens (viz Volenikova 2012).

3.4.2 Fluorescen¢ni in situ hybridizace s telomerickou sondou

Aby bylo mozné s jistotou urcit pocet chromosomii v karyotypu a zaroven konstituci pohlavnich
chromosomt, byla u obou druhi hrotnokiidlec provedena také fluorescencni in situ hybridizace
(FISH) s telomerickou sondou. Amplifikovana DNA pro telomerickou sondu byla ziskana od Ireny
Hladové (Ptirodovédeckéa fakulta, Jihoteska Univerzita v Ceskych Budg&jovicich) a byla p¥ipraven
beztemplatovou polymerazovou fetézovou reakci, postupem popsanym napi. v praci Sichova a kol.
(2015). Sonda byla opét znacena soupravou Nick Translation Kit (Abbott Molecular), pouze doba
znaceni byla zkracena na 75 min. Pro znaceni telomerické sondy byl u obou druhti hrotnoktidlect
pouzit Cervené svitici fluorochrom Cy3 (Jena Bioscience).

Postup hybridizace sondy na preparaty byl totozny jako u genomové in situ hybridizace. Pro
jasnou identifikaci pohlavniho chromosomu W byla na samicich preparatech telomerickd FISH
kombinovana s vySe zminénou GISH (Yoshido a kol. 2005). Vysledna hybridiza¢ni smés na jeden
sam¢i preparat se tedy sestavala ze 160 ng znacené telomerické sondy a 25 pg sonikované DNA
z lososich spermii (Sigma-Aldrich) v 10 pl 50% formamidu a 10% dextran sulfatu ve 2xSSC. Smés
na samici preparaty obsahovala navic jesté 250 ng znacené samici sondy a 3 ug sam¢iho specifického
kompetitora.

Vysledky vSech typa hybridizaci byly nasledné vyhodnoceny ve fluorescencnim mikroskopu
Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss) a Zeiss Axio Imager Z2 (Carl Zeiss) a dokumentovany v prvnim
ptipadé CCD monochromatickou kamerou Olympus CCD XM10 pomoci programu cellSens
Standard (Olympus Europa Holding, Hamburg, Némecko), ve druhém kamerou Axiocam 506 mono
(Carl Zeiss) a software ZEN pro 2012 (Carl Zeiss). Pofizené snimky byly zpracovany v programu
Adobe Photoshop CS 5 (Adobe Systems).
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3.5 Izolace sekvenci pohlavné vazanych geni hrotnokridlece chmelového Hepialus
humuli

3.5.1 Polymerazova retézova reakce

Kandidatni geny pro ovéfeni syntenie genti vazanych na pohlavni chromosom Z hrotnokfidlecti byly
vybrany na zakladé dostupné literatury a vysledkt predchoziho vyzkumu v nasi laboratoti (Provaznik
2008, Nguyen a kol. 2013, Van't Hof a kol. 2013). Ortologni sekvence byly amplifikovany pomoci
degenerovanych primertt navrzenych dle srovnani aminokyselinovych sekvenci (Nguyen a kol.
2013).

Standardni polymerazova fetézova reakce o objemu 10 ul obsahovala 75 ng cDNA, 0,1 mM
dNTP mix, 0,5 puM primery a 0,25 U ExTag Hot Start polymerazy (Takara Bio) v 1x
koncentrovaném ExTaq pufru. Teplotni profil reakce se skladal z ivodni denaturace pii 95°C dlouhé
5 min, poté nasledovalo celkem tficet cykli tvofenych 30 s denaturaci pii stejné teploté, 30
s intervalem nasedani primert a 60 s extenzi pfi 72 °C. Po poslednim cyklu byla provedena
zavéreCnd extenze trvajici 5 min pfi 72°C a poté byla reakce zchlazena na teplotu 4°C. Teplota
nasedani primert byla optimalizovdna pro jednotlivé geny a pohybovala se v intervalu 55-60°C.

Vysledné produkty byly analyzovany pomoci gelové elektroforézy v 1% agarosovém gelu.
Pouzité primery, empiricky zjisténa teplota jejich nasedani a délka ziskanych produktd jsou uvedeny

v Tab. 2.

Tabulka 2. Piehled pouzitych primert, empiricky zjisténych teplot jejich nasedani a délek PCR

produktti amplifikovanych geni hrotnok¥idlece Hepialus humuli.

Lokus Sekvence primeru 5'-3" Ta (°C) Produkt (nt)

GTN ATG GGN CAR AAY CTN AT
6PGD 55 ~ 1500
TGN CCN GTCCARTTNGTRTG

CARTGY GTN ATG GAR GTN GAY GA
ABC-f2 60 ~ 1150
GCRTCD ATNGTY TCCATRTC

GAY TTYTAY TTY AGRCARTT YTG G ~ 1100
Rdl 60
ATC CAR TAC ATN AGR TTR AAR CA ~ 1300

GCN ACNTTY AAR GGN TGG AT
Para 58 ~ 1300
TGC CAD ATY TCRTARTAC AT

Hepialus humuli
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3.5.2 Klonovani

Produkty ziskané PCR byly bud’ pfimo pfecistény a pouzity pro sekvenaci, nebo po gelové
elektroforéze vyfezany z gelu a extrahovany pomoci soupravy Wizard SV Gel and PCR Clean Up
System (Promega) dle protokolu dodaného k soupravé. Produkty genti, které byly extrahovany
Z gelu, byly nasledné podle doporuceni vyrobce vlozeny do plazmidu Promega pGEM T Easy Vector
(Promega) a pouzity k transformaci chemicky kompetentnich bakterii kmene DHS5a. Plazmidova
DNA byla z bakterii izolovana soupravou NucleoSpin® Plasmid (NoLid) (Macherey-Nagel), opé&t
dle dodaného protokolu.

3.5.3 Sekvencovani a zpracovani sekvenci

Sekvenace PCR produktii a plazmidi probihala bud’ na pfistroji ABI Prism 3130xl (Applied
Biosystems, Carlsbad, USA) v Laboratoii genomiky Biologického centra Akademie véd CR
v Ceskych Budg&jovicich nebo ABI Prism 3100 (Applied Biosystems) v ramci servisu spole¢nosti
SEQme (SEQme s.r.0., Dobii§, CR). Vzorky uréené k sekvenaci byly v obou pi¥ipadech piipraveny
dle pozadavka piislu§né laboratofe. VSechny ziskané sekvence byly zpracovany v programu BioEdit
7.2. (Ibis Biosciences, Carlsbad, USA).

3.6 Prace s transkriptomem hrotnokiidlece Phymatopus californicus

3.6.1 Filtrovani a Gprava dat

Sekvenacni data transkriptomu druhu P. californicus v neupravené podob¢ byla ziskana z databaze

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/, ptistupovy kod SRX371350), kde byla zvefejnéna

jako soucast prace Bazinet a kol. (2013). Knihovna pro sekvenovani byla autory pfipravena z CDNA
dospélého jedince P. californicus a sekvenovana na platformé Illumina HiSeq 1000 (Tllumina, San
Diego, USA) metodou sekvencovani parovych konct (,,paired end*).

Aby bylo mozné data pouzit pro dalsi zpracovani, bylo nutné nejprve odstranit kontaminaci
sekvencemi adaptori pouzitych pii sekvencovani, vyfadit ¢teni s nizkou kvalitou a odstranit
nekvalitni pocatecni a koncové baze kazdého ¢teni. K tomu byl vyuzit software Trimmomatic (verze
0.30, Bolger a kol. 2014) vyvinuty pfimo pro zpracovani dat sekvencovanych na platformé Illuminy.
Odstranény byly pocate¢ni a koncové baze ¢téni s kvalitou vyjadienou v tzv. logaritmickém ,,phred*
skore niz§im nez 5, které odpovida pravdépodobnosti Spatné urcené baze > 31 %. Daéle byly
odstranény baze s phred skore zprimerovanym pies klouzavé okénko Ctyt bazi niz§im nez 30, tedy s
pravdépodobnosti nespravného urceni baze > 0,01 %. Vystupy z programu byly poté vizualizovany
pomoci programu FastQC (verze 0.11.2, Babraham Bioinformatics, Babraham Institute, Camebridge,

UK, dostupny z http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).
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3.6.2 De novo sloZeni transkriptomu

Cteni, ktera prosla vy$e zminénym filtrovanim, byla poté pouzita pro sloZeni transkriptomu.
K tomuto uc¢elu byly pouzity dva rizné softwarové balicky, Trinity (Grabherr a kol. 2011, Haas a kol.
2013) a SOAPdenovo-Trans (Xie a kol. 2014).

Softwarovy balicek Trinity pracuje se tfemi na sebe navazujicimi algoritmy a vyzadoval
pouze minimalni specifikaci parametrti, konkrétn¢ vstupni a vystupni soubory, jejich typ a pridéleny
objem vypocetni paméti. VétSina procesu skladani tedy vychazela ze zakladniho nastaveni
nadefinovaného autory. Navzdory této vlastnosti je Trinity hodnocen jako jeden z nejlepsich
programu, které jsou pro skladani transkriptomu de novo, tj. bez dostupné referencni sekvence,
k dispozici (napf. Chopra a kol. 2014).

Alternativou k platformé Trinity byl zvolen program SOAPdenovo-Trans. Na rozdil od vyse
popsané¢ Trinity SOAPdenovo-Trans ke skladani vyuziva maximum dostupnych informaci o
zvoleném transkriptomu. Pfed spusténim samotného programu bylo tedy nutné vytvoftit konfiguracni
soubor, ktery obsahoval detailni informace o datech, ze kterych bude skladani transkriptomu
probihat. Vysledny konfiguracni soubor specifikoval maximalni délku cteni, primérnou velikost
fragmenti DNA pouzitych pro pfipravu knihovny, vstupni data, vystupy a dale nastavitelnou
minimalni délku piekryvu pro slozeni dvou ¢teni. VSechny tyto informace s vyjimkou primérné
velikosti inzertt knihovny byly dostupné bud’ v databazi GenBank nebo publikovany v pivodni praci
Bazinet a kol. (2013). Primérna velikost inzert knihovny byla doplnéna na zaklad¢ e-mailové
korespondence s autorem zminéné publikace Adamem L. Bazinetem (Marylandskd univerzita,
Maryland, USA) a byla 300 bazi. V ramci samotn¢ho piikazu ke spuSténi bylo dale mozné
nadefinovat velikost usekl (k-merti), se kterymi bude sestavovatel transkriptomu pracovat. Pro
dosazeni co nejlepsich vysledkt bylo sestaveni transkriptomu opakovano s k-mery dlouhymi 21, 25,

31, 35,41, 45,51, 55, 61, 65,71, 75 a 81 bazi.

3.6.3 Priprava databaze a vyhledani geni
Vystupy obou programi byly poté slouceny do jediného souboru pomoci skriptu, ktery je soucasti
softwarového baliku EvidentialGene (Gilbert 2013, Nakasugi a kol. 2014).

Ze ziskanych sekvenci byla vytvofena databaze pro vyhledani sekvenci cilovych gent
prostfednictvim nastroje BLAST+ pro piikazovou tadku. Takto ziskand databaze transkriptl
hrotnokiidlece Phymatopus californicus byla prohledana s jiz zadanymi znamymi sekvencemi druhu
Hepialus humuli pomoci programu tblastx, ktery s nukleotidovou sekvenci pieloZzenou do vSech Sesti
¢tecich ramcid prohledava nukleotidovou databazi, ktera je také pieloZzena do vSech ¢tecich ramct
(Altschul a kol. 1990, Camacho a kol. 2009).
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3.7 Kvantitativni polymerazova retézova reakce (RT-PCR)

3.7.1 Navrhovani primeri
Sekvence gent klonované u hrotnokiidlece H. humuli a vyhledané v transkriptomu druhu P.
californicus byly nasledné pouzity k ovéteni syntenie genti na chromosomu Z srovnanim poc¢tu jejich
kopii v genomu samcii a samic pomoci tzv. kvantitativni PCR (QPCR) (Nguyen a kol. 2013).

Kazda sekvence byla nejprve porovnana s referencnim genomem bource morusového

dostupnym v databazi KAIKObase (http://sgp.dna.affrc.go.jp/KAIKObase/) a byly vymezeny

exonové oblasti. Poté byly sekvence izolované z obou druhti hrotnoktidlecti porovnany mezi sebou
v programu Geneious 7.1 (Biomatters, Auckland, Novy Zéland) a primery byly piednostné
navrhovany do stejnych tsekt. Pro navrhovani primerd byl pouzit program Universal ProbeLibrary
Assay Design Center (Roche Diagnostics, Basilej, Svycarsko). Seznam pouzitych primerd, teplota

jejich nasedani (Ta) a délka amplikonti pro jednotlivé geny jsou shrnuty v Tab. 3.

Tabulka 3. Pehled primera pouzitych pro RT-PCR.

Lokus Sekvence primert 5'-3' Ta(°C) Amplikon (nt)
ACC GTG CTG TGA CTG GGT A 60
6PGD 61
ATT GTG CAC CAT CTT GACGA 60
GCA GCAAGCTACCAAGGACT 59
ABC-2 67
ATA CAAGGC ACGGGCTAATG 59
= TGC CAT AAACCTTTGCTT CC 60
2 | Rdl 67
2 ATT AGAGTACGCCACAGTTTG AT 59
(2]
(—:U ATT CCCTTGGCTCCCTTAAC 59
=1 Para 74
% CCCACATTGCTGAGAGTGG 60
GGT GAACCT TGC TGT GAT TG 59
6PGD 68
CCATTGTGC ACCATCTTG AC 59
GCA GCAAGCTAC CAAGGACT 59
ABC-2 68
CAT ACA AGG CAC GGG CTA AC 60
o) CGT GCT CTA CAG CAT CAG GA 60
é CTG CCT ATC GAG TGG GTA CAG 59 76
S Rdl
'T(E TCG CCT ACT GGT CCACCT AC 60 66
a CCACCATAAGCACGATTCAG 59
o
% GAACTCTGCTGT TTG CAT TGG 60
E | Para 69
o CCA GGA ACA AAA GTAGGC AAA 59
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3.7.2 Kvantitativni PCR (qPCR)

Kvantitativni PCR nebo také PCR v realném case (,,Real-time PCR*) je metodou, pomoci které¢ lze
jednoduse otestovat vazbu vybranych genii na chromosom Z . Jeji princip je zalozen na rozdilech v
amplifikaci produktu béhem PCR zpisobenych odliSnou vychozi koncentraci templatu. Rozdil v
mnozstvi templatu se promitd do mnozstvi vznikajiciho PCR produktu, které mizeme zaznamenavat
pomoci interkalaéniho fluorescen¢niho barviva. Z pocétu cykli, ve kterych dojde b&hem
exponencialni faze k piekroCeni prahové hodnoty, tzv. hodnoty Ct (,treshold cycle®) mizeme
odvodit relativni rozdil mezi templaty. Pokud je cilovy gen vazany na chromosom Z, v genomové
DNA samic (WZ nebo Z0) by mél byt pfitomen v poloviénim mnozstvi kopii ve srovnani se samci
(ZZ). Relativni kvantifikaci lze pfitom provadét srovnanim s unikatnim autosomalnim genem (AA)
slouzicim jako standard, jehoz pocet kopii se mezi samci a samicemi nelisi (Nguyen a kol. 2013).

V ramci kazdého experimentu byla kvantifikace provedena na tfech nezavisle izolovanych
vzorcich sami¢i a saméi genomové DNA. V pfipadé vzorkid izolovanych fenol-chloroform-
isoamylalkoholovou metodou byla DNA nejprve inkubovana 90 s pii 99°C, aby doslo k fragmentaci
dlouhych molekul a fedéni vzorkt bylo co nejpresnéjsi. Uéinnost reakce pro referenéni a testovany
gen byla stanovena na smésném vzorku samici a sam¢i DNA fedéném 0x, 10x, 100x a 1000x. Kazda
reakce o celkovém objemu 25 pl obsahovala 250 ng DNA, 1x koncentrovany premix SYBR Premix
ExTaq (Tli RNase H Plus) (Takara Bio) a 0,5 uM primery a byla provedena ve tiech technickych
replikach pro zajisténi maximalni objektivity pfi vyhodnocovéani vysledkii. Samotny experiment
probihal na pfistroji C1000 Thermo Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) s nastavcem
CFX96 Real-Time System (Bio-Rad). Teplotni profil reakce se skladal z po¢ate¢ni denaturace dlouhé
3 min pii 95°C, 45 cyklid sloZzenych z 30 s denaturace pifi 94°C, 30 s intervalu nasedani primert pii
60°C a 30 s elongace pii 72°C a zavérecné syntézy zacinajici pfi teploté¢ 65°C a zvySujici se o pul
stupné Celsia kazdych pét sekund az na teplotu 95°C.

Ziskana data pro kaZzdy experiment byla nejprve zpracovana v programu Bio-Rad CFX
Manager (verze 3.0, Bio-Rad). Hodnoty Ct smésnych vzorki byly graficky vyneseny proti stupni
jejich fedéni do standardni kiivky, zniz byla vypocltena U¢innost reakce (E) pro referencni i
testovany gen. U obou genu byla také provedena kontrola kiivky tani, aby bylo mozné vyloudit
amplifikaci nespecifickych produkti. Hodnoty Ct vzorkt kontrolniho i testovaného genu byly poté
exportovany do programu Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, USA), kde byl pro
kazdy vzorek vypoéitan pomér mezi relativnim po¢tem kopii referenéniho a testovaného genu (R) dle

nasledujiciho vzorce
}E'r_ref

R _ I:1+.E:-E.
|: 1+ EfE'.S L_}Ef test
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kde E,..¢ a E,.q piedstavuji tcinnosti reakce pro referencni a testovany gen a Ct,_r a Ct,, pramér

Ct hodnot technickych replik kazdé reakce. Nulova hypotéza, Ze hodnoty R pro referencni a

testovany gen se od sebe nelisi, byla poté otestovana parovym t-testem.
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4. Vysledky

4.1 Stanoveni pritomnosti pohlavné specifického chromatinu a zikladni karyotypova
analyza

Ptitomnost pohlavné specifického chromatinu jsem u obou druhti hrotnokiidlecti stanovovala
na preparatech ptipravenych z Malpighiho trubic. Aby bylo dosaZzeno maximalni pritkaznosti
vysledkii, Malpighiho trubice jsem vzdy vypitvala v celé¢ délce a analyzovala vSechna jadra
na preparatu. U hrotnokiidlece Hepialus humuli jsem z divodu malého poctu jedincu v
larvalnim stadiu, které je pro piipravu preparati nejvhodnéjsi, pouzila i dospélce, a to jak
zivé, tak zmrazené a skladované v -80°C. Struktura tkani u zmrazenych jedincti odpovidala
nativnimu stavu a bylo tedy mozné je zahrnout do analyzy. Mikroskopické vyhodnoceni
hotovych preparati shodné ukazalo jednozna¢nou absenci pohlavné specifického chromatinu
u samcu i samic obou druhii hrotnoktidlecti (Ptiloha Obr. 1-2). Detailni rozbor struktury
jader pod velkym zvétsenim sice odhalil v nékterych jadrech H. humuli i P. californicus
vyskyt malych heterochromatinovych zrn, jejich frekvence vSak byla stejna u obou pohlavi a
velikosti ani morfologii pohlavné specifickému chromatinu neodpovidala (Pfiloha Obr. 4).
Tato heterochromatinové zrna tak patrné naznacuji spiSe pfitomnost heterochromatinovych
blokli v genomu nez sex chromatinu.

Tento predpoklad byl nasledné na chromosomadlnich preparatech potvrzen.
Heterochromatinové blo¢ky byly na pachytennich bivalentech obou druht hrotnokiidlect
jasné pozorovatelné uz pod fazovym kontrastem b&hem piedbéZného vyhodnocovani kvality
preparatti a zastaly viditelné i po obarveni DAPI (Pfiloha Obr. 9). U druhu H. humuli byla
heterochromatinem tvofena dokonce celd polovina jednoho paru autosomt, formujici na
mitotickych chromosomech jasné identifikovatelné bloky (Pfiloha Obr. 7). Pocet
chromosomil byl u hrotnoktidlece P. californicus stanoven na 2n=64 pro samce a 2n=63 pro
samice, pficemz v sami¢im karyotypu byl pfitomny mimotadné velky chromosom, ktery u
samce chybél (Priloha Obr. 8). U hrotnokiidlece H. humuli bylo mozné chromosomy
spocitat pouze na sam¢ich preparatech, kde pocet odpovidal stejn€ jako u pfedchoziho druhu
2n=64 (Ptiloha Obr. 6). U samic se z davodu nevhodného vyvojového stadia larev bohuzel
nepodafilo ziskat zadny preparat, na kterém by byly chromosomalni figury vhodné
k vyhodnoceni. Piekvapivym zjisténim byla morfologie chromosom obou druhd, naprosto
se vymykajici obvyklé struktufe u motylich chromosomu (Pfiloha Obr. 8). Chromosomy

hrotnokiidlect vykazovaly v nékterych jadrech jasné konstrikce a vyrazné tak ptipominaly
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chromosomy monocentrické. Tento jev byl nezavisle pozorovan jak na preparatech

pfipravenych z gonéd, tak i Z mozkl rGznych jedincii obou druht.

4.2 Detekce chromosomu W pomoci hybridizace in situ

Pfitomnost chromosomu W bylo z vySe uvedenych divodi mozné ovéftit pouze v Karyotypu
samic druhu Phymatopus californicus. K tomuto ucéelu byla na preparatech provedena
genomova in situ hybridizace (GISH) a komparativni genomova hybridizace (CGH) s
celogenomovymi sondami, umoznujici piipadny W chromosom v genomu identifikovat. Ob¢
metody poskytly na vSech preparatech pouzitych pro hybridizaci shodny vysledek a
zvyraznily nezvykle velky chromosom, popsany v piedchozi kapitole (Ptiloha Obr. 10-11).
Signal vSak nebyl lokalizovany po celé délce tohoto chromosomu, ale pouze na jeho ¢asti,
ktera odpovidala pfiblizné poloviné jeho délky a byla tvofena heterochromatinem(Pfiloha
Obr. 11). Poté na chromosomu nasledovalo z(zeni a pokracovala euchromatinova ¢ast, ktera
byla znacena stejn¢ jako autosomy pouze v malé mife, sjednim izolovanym blokem
vyraznéjsiho signalu (Pfiloha Obr. 10). Rozdily v intenzité hybridiza¢nich signalti samici a
sam¢i genomové DNA béhem CGH naznalily na chromosomu W piitomnost jak W-
specifickych a W-obohacenych repetic, tak i repetic spole¢nych pro autosomy (Ptiloha Obr.
12-13). Fluorescentné znacena samici celogenomova DNA pii GISH i CGH kromé
chromosomu W ve zvySené mife hybridizovala také k heterochromatinovym blockim,
koncovym oblastem nékterych chromosomt a poskytla izolovany signal v euchomatinové
¢asti jednoho autosomu, coz muze byt blok repetitivni DNA, ktera se translokovala na W
chromosom a zde se doslo k jejimu rozsiteni (Pfiloha Obr. 11-13). Heterochromatinové
bloky mimo chromosom W a koncové ¢asti vybranych bivalenti byly pii CGH vyrazné&ji
znaCeny i sam¢i DNA (Ptiloha Obr.12-13).

Pro podrobngjsi analyzu péarovani pohlavnich chromosomi byla metoda GISH
v dal§im experimentu zkombinovana s fluorescen¢ni in situ hybridizaci (FISH)
s telomerickou sondou. Doplnénim o telomericky signal bylo mozné jasné urcit konce
jednotlivych chromosomt a tudiz stanovit jejich pfesny pocet a pozici béhem parovani.
Lokalizace telomerického signalu odhalila piitomnost trivalentu pohlavnich chromosomu
tvofené¢ho chromosomem W a dvéma chromosomy Z (Pfiloha Obr.11), ptipadné bivalentu
WZ a univalentu Z (Ptiloha Obr.13). Studiem téchto figur na riiznych preparatech bylo
zjisténo, ze k heterochromatinové ¢asti chromosomu W, oznacené GISH a CGH, se béhem
pachytene vaze jeden zchromosomii Z (Zi1), zatimco druhy pfiseda k Casti tvorené

euchromatinem (Z2). Heterochromatinova c¢ast chromosomu W se vSak v nékterych
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ptipadech parovala sama se sebou, poté byl vytvoren bivalent WZ, a chromosom Z; zustal
ve formé& univalentu. Charakteristické zuzeni na chromosomu W pozorované pii GISH a
CGH piesné¢ odpovidalo mistu mezi obéma chromosomy Z, kde se s chromosomem W

neparoval ani jeden z nich.

4.3 Izolace sekvenci genii ortolognich k Z-vazanym genim u B. mori

Aby bylo mozné zjistit, zda chromosom Z odvozenych motylt tvoii pohlavné vazany
syntenni blok také v genomu hrotnokiidlecti, bylo u nich nutné nejprve izolovat castecné
sekvence vybranych gent, ortolognich ke genlim védzanym na chromosom Z modelového
organismu bource morusového, Bombyx mori. Celkem byly pro tuto analyzu na zakladé
dostupné literatury vybrany étyfi geny, jmenovité 6-fosfoglukondt dehydrogendza (6PGD),
ABC transportér F2 (ABC-f2) a resistance to dieldrin (Rdl) lokalizované v referen¢nim
genomu B. mori i jinych druhti na chromosomu Z a paralytic (Para), ktery v referenénim

genomu bource morusového lezi na chromosomu 21 (http://sgp.dna.affrc.go.jp/KAIKObase/).

V piipad¢ hrotnokiidlece chmelového, Hepiaus humuli, byly sekvence izolovany
amplifikaci cilovych gent z cDNA. Ziskané PCR produkty byly osekvenovéany. Geny ABC-
f2, 6PGD i Para poskytovaly béhem amplifikace stabiln¢ jediny produkt, v pfipadé genu Rdl
ale dochazelo k amplifikaci dvou, liSicich se dle odhadu z gelové elektroforézy ptiblizné
délkou 200 bazi. Oba separované produkty byly tedy z gelu nésledné extrahovany a
osekvenovany zvlast. Porovnani vysledkl odhalilo jejich sekven¢ni shodnost, pouze delsi
znich mél navic 145 bazi, to vSak vzhledem k amplifikaci zcDNA mohlo byt dano
alternativnim sestfithem dané¢ho genu.

U amerického druhu hrotnokiidlece Phymatopus californicus byly sekvence ziskany
prohledanim transkriptomu sloZeného z volné pfistupnych dat zvefejnénych v databazi
GenBank. Aby bylo mozné ziskat sekvence vhodné délky, bylo nutné tato data nejprve
bioinformaticky zpracovat a vytvofit databazi umoZiujici vyhledavani. Vychozi
transkriptomicka data obsahovala celkem cca. 16,5 Gb kratkych parovych ¢teni o délce 100
bazi. Po odfiltrovani adaptorovych sekvenci a c¢teni s nizkou kvalitou zlstalo pro dalsi
zpracovani cca. 93 % parovych ¢éteni. Ty byly pouzity jako vstupy pro dva rizné softwarové
balicky Trinity a SOAPdenovo-Trans. Ty jsou vyslovné urceny ke skladani trankriptomu
nemodelovych druhd de novo, tj. bez dostupného referen¢niho genomu, a byly vybrany na
zaklad¢ jejich predpokladané kvality popsané v nezavislych publikacich. Transkriptom
sloZzeny pomoci Trinity sestaval z celkem 67 773 kontigl, tj. sestavenych sekvenci. Pocet

kontigl ziskanych skladanim pomoci SOAPdenovo-Trans se v zavislosti na délce pouzité¢ho
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K-meru pohyboval od 33155 do 97516 (viz Kap. 3.6.2). Protoze vyhodnoceni kvality
slozenych transkriptomu stale zdstava zna¢né¢ problematické (O'Neil a Emrich 2013), byla
databaze pro vyhledavani nastrojem BLAST+ vytvoiena ze vSech takto sestavenych
sekvenci. Sekvence cilovych gent hrotnokiidlece Phymatopus californicus byly z vytvoiené

databaze vybrany na zaklad¢ izolovanych sekvenci druhu Hepialus humuli.

4.4 Ovéreni vazby geni na chromosom Z hrotnokridleci metodou kvantitativni PCR
Vazba vybranych genli na chromosom Z byla testovdna metodou qPCR zaloZenou na
srovnani po¢tu cyklti amplifikace, po kterych vzorek dosahne prahové hodnoty fluorescence.
Jako templat pro qPCR byla pouzita sam¢i a sami¢i gDNA hrotnokiidlecti. Analyza vychazi
z predpokladu, ze gen vazany na chromosom Z je v gDNA samic (konstituce pohlavnich
chromosomit WZ) pfitomen v polovicnim mnozstvi kopii nez v genomové DNA samcii
(ZZ). Jako vnitini standard umoziujici porovnani vysledkl z riznych reakei pfi této analyze
slouzi autosomalni unikatni sekvence, jejiz pocet kopii se mezi pohlavimi nelisi. Amplikon
genu 6PGD, Rdl a Para odpovidal o¢ekavani a pohyboval se tedy ve vSech piipadech pod
100 pard bazi. U genu ABC-f2 vSak u obou druht hrotnoktidlecti dochazalo k amplifikaci
sekvence dlouhé piiblizné 4500 bp zpusobené pravdépodobné pritomnosti intronické
sekvence. Gen ABC-f2 byl proto z dalsi analyzy vytazen.

Vazba genti 6PGD a Rdl na chromosom Z byla poté testovana qPCR s pouzitim
autosomalniho genu Para jako vnitiniho standardu. V piipadé genu 6PGD se u obou druht
hrotnoktidlecti podafilo vyvratit vazbu tohoto genu na autosom, tj. pocet kopii 6PGD se
mezi sam¢imi a sami¢imi vzorky signifikantné 1i8il (t-test, P<0,05). Zaroven se nepodatilo
vyvratit nulovou hypotézu o dvojndsobné poctu kopii mezi samci a samicemi (t-test,
P>0,05). Vysledky tak naznacuji vazbu tohoto genu na pohlavni chromosom Z. Vysledky
pro gen Rdl neodpovidaly ani vazbé na pohlavni chromosom Z ani na autosom. Vysledky

gqPCR experimentt jsou uvedeny v Tab. 4.
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Tabulka 4 Vysledky gPCR experimenti

Poéet kopii cilového genu vztazeny k referenci Ho (1:1) 8§ Ho(2:1) 8
Druh Gen Pohlavi® vz. T vz.IIT vz. It Egen¥ Ewer? pramértSD+ p p
P. californicus 6PGD ¢ 2,24 2,03 2,21 0,96 1,01 2,16+£0,12 0,04 0,53
Q 1,06 0,97 0,73 0,96 1,01 0,92+0,17
H. humuli 6PGD ¢ 1,44 1,42 1,35 0,95 0,99 1,40+0,05 0,01 0,12
Q 0,62 0,57 0,63 0,95 0,99 0,61+0,04

*d — samec, @ — samice; T Primérna hodnota (n = 3) tfi nezavislych opakovani (I-1ll); ¥ E — uginnost PCR vypoditana ze standardni kfivky, Egen — ugéinnost

testovného genu, Eref — ucinnost referenéniho genu; § Nulova hypotéza (Ho): (i) Zadny rozdil (1:1) nebo (ii) dvojnasobny rozdil (2:1) mezi samci a samicemi v

primérnych hodnotach ze tfi nezavislych opakovani byla testovana t-testem (pfi p > 0.05 se primérné hodnoty signifikantné neli§i od poméru 1:1, resp. 2:1)
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5. Diskuze

Cilem této prace bylo ovéfit konstituci pohlavnich chromosomil vybranych zastupcii motyla
z bazalni celedi hrotnokiidlecoviti (Hepialoidea), u niz vysledky ptfedchoziho vyzkumu
naznacily rozpor s obecné uznavanou piedstavou o evolu¢nim plivodu chromosomu W. Za
timto ucelem byly metodami molekularni cytogenetiky prozkoumany dva druhy
hrotnok#idlecti, hrotnokiidlec chmelovy Hepialus humuli a americky druh hrotnokiidlece
Phymatopus californicus. U obou druhti byla prokazana absence pohlavné specifického
heterochromatinu v polyploidnich tkanich, naznacujici uréeni pohlavi typu Z0/ZZ. Tento
predpoklad vsak byl nasledné u druhu Phymatopus californicus vyvracen sérii in situ
hybridizaci, které prokazaly nejen pifitomnost ¢aste¢né diferencovaného chromosomu W, ale
také dvou chromosomt Z, které se s timto chromosomem pérovaly. Pohlavni chromosomy
samic hrotnokiidlece Hepialus humuli bohuzel nebylo mozné na preparatech vyhodnotit. U
obou druhti se ale podafilo stanovit po&et chromosomuti v karyotypu, ktery byl 2n(J3)=64.
Analyza chomosomalnich preparatl dale odhalila velké mnozstvi heterochromatinovych
blo¢kli a neobvyklou morfologii chromosomt, ktera vykazovala znaky monocentrického
usporadani. U obou druhti hrotnokiidlecti byly nasledné izolovany caste¢né sekvence genti
ortolognich k Z-vazanym geniim 6PGD, ABC-f2 a Rdl modelového organismu Bombyx mori
a jeden autosomalni ortolog Para. V piipadé hrotnokiidlece H. humuli byly cilové sekvence
ziskany amplifikaci z cDNA, u druhu P. californicus vyhledany v sekvenci de novo
slozeného transkriptomu. Prostfednictvim metody kvantitativni polymerazové fetézové
reakce (qQPCR) byla nasledné u obou testovanych druhti prokazéna vazba ortologu genu
6PGD na pohlavi, naznacujici spole¢ny ptivod pohavniho chromosomu Z hrotnoktidlecti

a pohlavniho chromosomu Z pokrocilych motyla.

5.1. Pohlavné specificky heterochromatin jako marker chromosomu W

Ackoliv analyza jader polyploidnich bun€k Malpighiho trubic prokazala absenci pohlavné
specifického hetrochromatinového téliska u obou zkoumanych druhG hrotnokiidlecd,
chromosom W byl v genomu druhu Phymatopus californicus ptitomny a dokonce byl
nejveétsim chromosomem z celého komplementu. Ziejmy rozpor mezi témito vysledky Ize
vysvétlit evoluéni podstatou pohlavné specifického heterochromatinu motyli, ktery na rozdil
od podobného heterochromatinu u savci neni mechanismem kompenzace genové davky
fizené umlcujici transkripéné aktivni chromosom, ale disledkem degeneracnich procesi,

kter¢ na chromosomu W probihaji (Traut a Marec 1996). Heterochromatinizace
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chromosomu W totiz pfimo souvisi s jeho repetitivnim slozenim (Henikoff 2000), takze
vyskyt pripadnych euchromatinovych oblasti muize jeho integritu naruSovat a
heterochromatinové télisko se poté rozpada do mensich fragmentt, které v jadie neni snadné
identifikovat (Traut a Marec 1996, Sichova a kol. 2015). Tento jev byl také popsan naptiklad
u mutantnich linii zavije¢e mouc¢ného Ephestia kuehniella (Pyraliade), kde byly na
chromosom W translokovany ¢asti chromosomu Z nebo autosomu (Traut a kol. 1986, Marec
a Traut 1994) a je piipisovan transkripci z traslokovanych casti, ktera okolni
heterochromatin rozvoliiuje a brani jeho shlukovani (Marec a Traut 1994).

Mozny rozpad heterochromatinového téliska u samic hrotnoktidlece Phymatopus
californicus podporuje i neobvykla struktura pohlavniho chromosomu W, ktera byla u toho
druhu pozorovana. Ackoliv je chromosom W u vétS§iny motyli dobfe diferencovany,
v piipadé P. californicus diferencovana ¢ast tvofi pouze cca polovinu tohoto chromosomu a
zbytek je s vyjimkou malého heterochromatinového bloku tvofen euchromatinem. Na
preparatech z Malpighiho trubic nebylo sice u samic patrné zadné heterochromatinové
télisko typického tvaru a velikosti, pod velkym zvétSenim byla vSak u obou pohlavi
zaznamenana pritomnost heterochromatinovych zrn. Analyza chromosomadlnich preparati
poté prokazala vyskyt velkého mnoZstvi heterochromatinovych blocki na autosomech, které
pritomnost téchto zrn u obou pohlavi vysvétluji. Fragmenty pohlavné specifického
heterochromatinu a zrna piivodem odvozend od autosomalnich heterochromatinovych blocka

vSak neni mozné na tomto typu preparati vzajemné odlisit.

5.2 Karyotyp a pohlavni chromosomy celedi hrotnokiidlecoviti (Hepialidae)

Kromé druhtt H. humuli a P. californicus studovanych vramci této prace jsou znamy
informace o karyotypu nebo alespon pfitomnosti pohlavné specifického heterochromatinu
jesté u dalsi péti motylt z Celedi Hepialidae, konkrétné druht Endoclita sinensis (Kawazoe
1987), Endoclita excrescens (Ken Sahara, Univerzita Iwate, Japonsko, nepublikované
vysledky), Triodia sylvina (Traut a Marec 1996) a Ahamus (syn. Hepialus) zhuyensis a blize
neurcené¢ho druhu Hepialus sp. (Fayao a kol. 1988). Znamé karyotypové charaktersitiky
téchto druhi jsou shrnuty v Tab. 5.
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Tabulka 5. Piehled dostupnych informaci o chromosomech motyld z celedi
hrotnoktidlecoviti (Hepialidae).

Druh PSH Chr. W 2n (%) 2n (&) Zdroj

Hepial_us B ” ” 64 tato prace,

humuli ' Lukhtanov (2000)
Hepialus spp. +" +# 64 64 Fayao a kol. (1988)
Ahamus zhayuensis + +# 64 64 Fayao a kol. (1988)
Endoclita ? . 64 64 Kawazoe (1987)
sinensis

Endoclita excrescens | ? + 64 64 K. Sahara, Gstni sd€leni
Triodia 3 ” ” " Traut a Marec (1996),
sylvina ' ' ' Lukhtanov (2000)
Ph)_/matc_)pus - + 63 64 tato prace
californicus

PSH, pohlavné specificky heterochromatin, Chr. W, chromosom W; 2n(?), diploidni pocet chromosomu
samice; 2n(3), diploidni pocet chromosomil samc{i; —, absence; +, pfitomnost; ?, stav neznamy.

“Pitomnost pohlavné specifického heterochromatinu byla doloZena nekvalitnim obrazovym materidlem a tudiz
nemohla byt ovéfena; *autofi identifikované heteromorfni pohlavni chrosomy interpretuji jako chromosomy
XY.

U vSech druhli se zndmym karyotypem byl po€et chromosomi 2n=64, ktery je patrné
ancestralnim a evolu¢né zna¢né konzervovanym karyotypem vSech dosud zkoumanych
druhtt hrotnoktidlect. S vyjimkou P. californicus se dostupné pocty chromosomi
hrotnokiidlect neli§i mezi pohlavimi, coz spolu s prokazatelnou ptitomnosti heteromorfniho
chromosomalniho paru naznacuje, Ze ancestralni karyotyp hrotnokiidlecti obsahoval par
pohlavnich chromosomlit WZ (Kawazoe 1987, Fayao a kol. 1988, Sahara, nepublikované
vysledky).

Neobvykla heterogenni struktura chromosomu W P. californicus mize byt
vysvétlena nasledkem recentni flize, béhem niz doSlo ke spojeni diferencovaného
ancestralniho chromosomu W s autosomem, ktery tvoii jeho novou, euchromatinovou ¢ast.
Tomu odpovida sniZzeny pocet chromosomi u samic 2n(9)=63, pfiblizné¢ dvojnasobna
velikost chromosomu W v porovnani s ostatnimi elementy v komplementu a predev§im jeho
parovani se dvéma chromosomy Z, znichz kazdy se vaze k jedné ze zminénych Casti
chromosomu W. Kromé¢ téchto trivalentli byly na preparatech pozorovany také bivalenty
WZ,, ve kterych ancestralni ¢ast chromosomu W vytvofila kompaktni strukturu sama se
sebou a k parovani doslo pouze mezi chromosomem Z> a euchomatinovou ¢asti chromosomu

W. V takovych pripadech byl ancestralni chromosom Zi, parujici se patrné v trivalentu
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k ancestralni heterochromatinové c¢asti chromosomu W v jadfe pfitomen ve formé
samostatného univalentu (Ptiloha Obr. 13).

Vznik neo-pohlavnich chromosomi je fenoménem, ktery byl u motyli opakované
popsan a je v souladu s mechanismy karyotypové evoluce jejich genomu, popsanymi v Kap.
1.1.3. Dobie zdokumentovany piipad vzniku neo-pohlavnich chromosomi byl publikovan
napiiklad v praci Nguyen a kol. (2013), ktera studii syntenie gend a vazby genetickych
znaki na pohlavi pfinesla dikaz o fiznim pivodu chromosomu Z obalece jable¢ného Cydia
pomonella (Tortricidae), ktery vzniknul spojenim ancestralniho chromosomu Z s autosomem
odpovidajicim chromosomu 15 modelového organismu Bombyx mori. Vyzkum na
ptibuznych druzich motyli navic prokazal, ze k této fuzi doslo uz u spolecného piedka
hlavnich vyvojovych linii ¢eledi Tortricidae, podéeledi Olethreutinae a Tortricinae. Sichova
a kol. (2013) analyzovala diferenciaci pohlavnich chromosomi W u nékolika obalect a
ukazala, ze se jejich diferenciace podstatné lisi patrné v dusledku stochasticity procesu
degenerace autosomalni ¢asti neo-W chromosomu. Dal§im popsanym ptikladem takové fuze
jsou evolucné mlad$si mnohocetné pohlavni chromosomy ptedivek rodu Yponomeuta
(Yponomeutidae) (Nilsson a kol. 1988), u nichZ byl béhem meiotické profidze pozorovan
trivalent WZ1Z». Tato konstituce dle autoru vznikla translokaci autosomu na chromosom W,
ktery se poté paroval jak s homolognim autosomem (Z2), tak s ptiivodnim chromosomem Z.
Autofi prokazali ptitomnost sex-chromatinu v polyploidnich tkanich a heterochromatinovou
povahu celého chromosomu neo-W indikovanou vyraznéj$i barvitelnosti. Veseld (2012)
vSak pomoci komparativni genomové hybridizace zjistila, ze se mira diferenciace
chromosomu neo-W u jednotlivych druhi predivek zna¢né 1isi. Nicméné u vSech zminénych
druhi obalect a piedivek byla pies rizny stupen diferenciace a stafi chromosomu (neo-)W
potvrzena ptitomnost pohlavné specifického heterochromatinu v jadrech polyploidnich
bun¢k. Dobie zdokumentovany rozpad pohlavné specifického heterochromatinu byl recentné
popsan u kryptickych druhd bélaskt rodu Leptidea, které maji patrné velmi mladé a také
znaéné odvozené mnohodetné pohlavni chromosomy Wi.4Z1.4 (Sichova a kol. 2015). Zda je
absence pohlavn¢ specifického heterochromatinu univerzalnim znakem chromosomu W
hrotnokiidlecti nebo se tykd jen evoluéné mladého neo-W chromosomu pozorovaného v

karyotypu P. californicus neni mozné na zékladé dostupnych informaci rozhodnout.
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5.4 Chromosom W a evoluce systétmu WZ

Motyli jsou coby nejvétsi skupina organismi s chromosomalnim uréenim pohlavi WZ/ZZ
idedlnim modelovym systémem pro ovéfeni obecné platnosti nejriznéjSich aspektii evoluce
pohlavnich chromosomi, studovanych pfevazné u taxont se systémem XX/XY. Otazka
jejich ptvodu je tak kliCova pro pochopeni vzniku pohlavnich chromosomua i jejich
evolu¢niho vyznamu.

Dosavadni hypotézy postavené na distribuci pohlavné specifického karyotypu a
modalnich karyotypech bazéalnich skupin motyla ptedpokladaly, ze chromosom W vznikl u
spole¢ného piedka skupin Tischeriina a Ditrysia v disledku chromosomalni fuze nebo z B
chromosomu. Chromosomalni uréeni pohlavi typu ZZ/Z0 u bazéalnich motyli bylo vSak
v drtivé veétSiné piipadii stanoveno pouze na zaklad¢ absence pohlavné specifického
chromatinu, coz nelze povazovat za jednoznac¢ny dukaz absence chromosomu W. Nejen ze
vysledky této prace a dalSich studii prokazaly, ze k tvorbé heterochromatinového téliska
Vv polyploidnich tkanich samic motylti nemusi v pfitomnosti chromosomu W vitbec dochdzet
(Sichova 2013), ale télisko s téméf totoznou morfologii mohou u motyli tvofit napiiklad i B-
chromosomy (Volenikova 2011). Absenci pohlavné specifického chromatinu tedy neni
mozné jednoznacné interpretovat jako absenci pohlavniho chromosomu W, coz zpochybnuje
data, na kterych byly hypotézy o plivodu chromosomu W postaveny. Tato prace naopak
potvrzuje dlouho opomijenou pifitomnost chromosomu W u zastupcli nadceledi Hepialoidea
(cf. Traut a kol. 2007, Sahara a kol. 2012). Vysledky qPCR potvrdily vazbu genu 6PGD na
pohlavni chromosom Z u druhtit H. humuli a P. californicus. Stejn¢ tak je tento gen pfitomen
na chromosomu Z u v$ech dosud testovanych ditrysijnich motyla (viz napt. Putnam a kol.
2007, Nguyen a kol. 2013, Van't Hof a kol. 2013 a dalsi). To naznacuje Zze chromosomu Z
hrotnoktidlecti a odvozenych motyli obsahuje spolecny syntenni blok a tudiz ma spolecny
evoluéni pavod.

Ve svétle novych poznatkti je tfeba piehodnotit stavajici pohled na evoluci
pohlavnich chromosomi motyli. Pfitomnost chromosomu W u zastupci nadceledi
Hepialoidea naznacuje, Ze chromosom W vznikl uz u spoleéného predka skupiny
Coelolepida, tj. motylt skupiny Glossata charakterizovanych sosdkem a absenci kusadel s
vyloucenim ¢eledi Eriocraniidae (Regier a kol. 2015) (Obr. 1). Shoda modalniho karyotypu
¢eledi Eriocraniidae (Lukhtanov 2000) s ancestralnim karyotypem nadceledi Hepialoidea
vSak naznacuje, ze karyotyp 2n=64, WZ miize predstavovat ancestralni uspofadani genomu

celé skupiny Glossata. Chromosom W prokazateln€¢ neni pfitomen v karyotypech
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studovanych chrostikii (Marec a Novék 1998, Lukhtanov 2000) a zdstupce nejbazalnéjsi
skupiny motyli, chrostikovnika blatouchového, Micropterix calthella (Traut a Marec 1997).

5.5 Perspektiva dalSiho vyzkumu

Vyse uvedena hypotéza je testovatelna metodami klasické 1 molekularni cytogenetiky.
Pfitomnost chromosomu W v genomu zastupci Celedi Eriocraniidae lze vyvratit jejich
karyotypovou analyzou. Hypotézu o spoleéném ptuvodu chromosomu W skupiny
Coelolepida lze diky vysoké mife zachovani syntenie gend v ramci motylich genomi
testovat prostiednictvim jeho partnera, chromosomu Z. K tomuto ucelu bude vyuzita i
sekvence transkriptomu hrotnokiidlece Phymatopus californicus sestavena v ramci této
prace, kterd umozni ndvrh DNA mikroc¢ipu (,,DNA microarray) a naslednou identifikaci
pohlavné vazanych genti komparativni genovou hybridizaci (cf. Baker a Wilkinson 2010).
Pokud se celkova syntenie genti mezi chromosomem Z hrotnokfidlect a pokroc¢ilych motylt
neprokdze, chromosom W motyli pak s nejvyssi pravdépodobnosti vznikl v evoluci
opakovang. Nezodpovézenou otazkou zlstava, zda chromosom W vznikl z autosomu nebo B
chromosomu. Také tuto hypotézu je mozné testovat analyzou genového slozeni chromosomu
Z. Jedinym vhodnym modelem pro jeji testovani vSak v soucasnosti ziistava chrostikovnik
blatouchovy Micropterix calthella, nejprimitivngj$i motyl prokazatelné postradajici

chromosom W.

Bombycoidea W2Z; WZ.Z,; Z
Geometroidea WZ; Z
Noctuoidea WZ; W \W,Z; Z
Drepanoidea wWZ
Pyraloidea WZ; W\W,Z; Z
Papilionoidea + Hesperioidea WZ: Z
o Gelechioidea Wz; z
Ditrysia Zygaenoidea Wz; Z
Tortricoidea WZ, W,\WoZ; Z
Yponomeutoidea + Gracillarioidea WZ; WZ.Z,; Z
Tischerioidea wz
Coelolepida Incurvarioidea Z7?
N\ Nepticuloidea 27
Lepidoptera Hepialoidea WZ; WZ,Z,
Eriocranioidea Z7?
Micropterigoidea Z
Trichoptera Z
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Obrazek 1 Evoluce pohlavnich chromosomt motylu (Lepidoptera). Kladogram zobrazuje
nadceledi, u kterych byly studovany bud’ pohlavni chromosomy nebo vyskyt pohlavné
specifického heterochromatinu, spoleéné se zjisténymi konstitucemi pohlavnich
chromosomil samic (dle prace Sahara a kol. 2012). Z ? - konstituce pohlavnich chromosomu
uréena na zaklad¢ pohlavné specifického heterochromatinu a vyzaduje ovéfeni (viz Kap. 5).
Cervena barva oznaduje konstituci pohlavnich chromosomit nadéeledi Hepialoidea
studovanou v této praci a nové navrzeny puvod chromosomu W u spolecného predka

skupiny Coelolepida. Fylogenetické vztahy zalozeny na praci Mutanen a kol. (2010).
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7. Priloha
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Obr. 1-5. Analyza vyskytu pohlavné specifického heterochromatinu na preparatech z polyploidnich
bunék Malpighiho trubic jedincti sami¢iho i saméiho pohlavi hrotnoktidlect druhu Hepialus humuli a
Phymatopus californicus, v porovnani se zavijeCem mouc¢nym, Ephestia kuehnuella (A. Volenikova,
nepublikovano). Tkané byly ve vSech pfipadech barveny lacto-oceto-orceinem. Velikost métitka
kromé& Obr. 5a odpovida 200 um, v piipadé Obr. 5a je 100 um. 1a-b. Polyploidni jadra Malpighiho
trubic samice (a) a samce (b) hrotnokfidlece druhu H. humuli. Heterochromatinové télisko nebylo ani
u jednoho pohlavi ptitomné. 2a-b. Polyploidni jadra Malpighiho trubic samice (a) a samce (b)
hrotnokiidlece druhu Phymatopus californicus. Heterochromatinové télisko nebylo ani u jednoho
pohlavi ptitomné. 3a. Polyploidni jadra Malpighiho trubic samice zavijeCe mouc¢ného E. kuehniella.
Heterochromatinova téliska jsou na rozdil od studovanych druhi hrotnoktidlect pfitomna ve vSech
jadrech (oznaéeno hroty Sipek). 4a-b. Vyskyt heterochromatinovych zrn (Sipky) v polyploidnich
jadrech Malpighiho trubic u samice (a) a samce (b) hrotnokiidlece P. californicus. 5a. Detail
pohlavné specifického heterochromatinu na piikladu zavijece mouéného E. kuehniella.
Heterochromatinové télisko je oznaceno hrotem Sipky.
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Obr. 6-11. Pocty chromosomu hrotnokiidlecti Hepialus humuli a Phymatopus californicus a jejich zakladni karyotypova charakteristika. Chromosomy jsou ve
vSech pfipadech pobarveny DAPI, métitko je 10 um. 6a-b. Mitoticky komplement samce hrotnokiidlece H. humuli. Pocet chromosomi se rovna 2n=64. 7a-b.
Mitoticky komplement samce hrotnokfidlece H. humuli s vyznaéenymi heterochromatinovymi bloky na autosomech (hvézdicky) a signalem telomerické
sondy FISH (Cy3-dUTP, ¢erveny signal). 8a-b. Mitoticky komplement samice (a) a samce (b) hrotnokiidlece P. californicus. Poéet chromosomi je 2n=63 u
samice a 2n=63 u samce. Hrot Sipky oznacuje neobvykle velky chromosom v samié¢im karyotypu, ktery u samce neni pfitomny. 9. Heterochromatinové blocky
na pachytennich bivalentech samice hrotnokfidlece P. californicus. Lokalizace nejvyrazné&jsich blokt je vyznacena hvézdickami. 10. Detail chromosomu W u
samice hrotnoktidlece P. californicus (chromosom oznagen hrotem S$ipky). Genomova in situ hybridizace (Cy3-dUTP, cerveny signal) vyznacila
diferencovanou ¢ast chromosomu a maly blo¢ek na euchomatinové ¢asti (oznaceno hvézdi¢kou). 11a-d. Genomova in situ hybridizace kombinovana s FISH
s telomerickou sondou na pachytennich chromosomech hrotnok#idlece P. californicus. Hrot Sipky oznacuje chromosom W (@). Diferencovana cast
chromosomu W je vyraznéji znacena genomovou sondou (Green-dUTP, zeleny signal) (b). Konce jednotlivych chromosomti jsou oznaéeny telomerickou
sondou (Cy3-dUTP, ¢erveny signal) (). Lokalizace telomerickych signald prokazuje pfitomnost trivalentu WZ1Z, (d).
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Obr. 12-13. Detailni analyza struktury chromosomu W samice hrotnokiidlece P. californicus pomoci komparativni genomové hybridizace. Chromosomy jsou
ve vsech ptipadech pobarveny DAPI, méfitko je 10 um. 12a-d. Pachytenni chromosomy s vyzna¢enym chromosomem W (hrot $ipky) (). Sami¢i genomova
sonda (Cy3-dUTP, Cerveny signal) poskytla vyrazny signal pfedevs§im na diferencované ¢asti chromosomu W (hrot Sipky) (b). Sam¢i genomova DNA (Green-
dUTP, zeleny signal) znacila diferencovanou ¢ast chromosomu W (hrot Sipky) v porovnanim s ostatnimi chromosomy ménég, ptresto vSak na ni byl signal
detekovatelny (c). Ptrehled hybridizace vSech sond, chromosom W se pravdépodobné paruje v trivalentu WZ,Z, (d). 13a-d. Pachytenni chromosomy
s vyznacenym W (hrot Sipky) a univalentem Z (Sipka) (a). Samici celogenomova sonda (Cy3-dUTP, Cerveny signal) vyrazné barvila diferencovanou ¢ast
chromosomu W (hrot Sipky), lokalizace signalu na univalentu Z (Sipka) byla nizZs§i neZ na autosomech (b). Saméi celogenomova sonda (Green-dUTP, zeleny
signal) znacila v§echny chromosomy, diferencovanou ¢ast chromosomu W (hrot Sipky) v porovnani s autosomalnimi bivalenty a univalentem Z (Sipka) méné
(¢). Piehled hybridizace vSech sond, chromosom W se pravdépodobné paruje v bivalentu WZ.
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