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1. UVOD

1.1. Evoluce pohlavnich chromosomii

Pohlavni chromosomy hraji kli¢ovou roli v chromosomalnim ur¢eni pohlavi jedince a
vyznamn¢é ovlivituji jeho plodnost a expresi pohlavné vazanych znakii. V prabéhu evoluce
eukaryot se objevily mnohokrat, a to nezavisle na sob¢. Podle obecné piijimané hypotézy cely
proces zacina tim, ze jeden z autosomu ziska faktor urcujici pohlavi (Charlesworth, 1991).
Postupné se tento novy faktor dostava do tésné vazby s geny pohlavné-specifickymi. Protoze
je vyhodné tyto geny predavat spolecné€, v heterogametickém pohlavi je vyrazné omezena i
zcela zastavena rekombinace na pohlavnich chromosomech (Rice, 1987). Chybéjici
rekombinace vSak neodvratitelné odstartuje degeneracni proces pohlavné specifického
chromosomu (Y nebo W). Dochazi k hromadéni vice ¢i méné skodlivych/nefunkénich alel,
které jsou v tésné vazbé na geny urcujici pohlavi. Tyto nevyhodné mutace nemohou byt
efektivné odstranény ozdravnym procesem rekombinace, jako se tomu d&je naptf. u
chromosomil Z nebo X (ty travi 2/3 svého “evolu¢niho ¢asu” v homogametickém pohlavi, kde
normalné rekombinuji). Vysledkem je potom vysoce degenerovany, z velké ¢&asti
heterochromatizovany chromosom s velkym podilem repetitivnich sekvenci (mobilnich
elementi a satelitil) a minimalnim poctem funk¢nich genti. Tento proces miiZe ptipadné vyustit
az v Uplnou ztratu pohlavniho chromosomu (v piipadé€, Ze pohlavi urcujici faktor ziska jiny
autosom) a cely cyklus se mize opakovat. Rad motyli piedstavuje idealni skupinu pro studium
evoluce pohlavnich chromosomt, protoze je velmi druhové i geneticky rozmanity, a tim
umoznuje pozorovat evoluéni mechanismy v riznych stadiich (Sahara a kol., 2012; Wright a
kol., 2016).

Alternativni moznosti je vznik pohlavniho chromosomu z B chromosomu. Tyto nadpocetné,
postradatelné elementy se narozdil od autosoml vyskytuji v buiice nepravidelné a obvykle
nemaji zadny vliv na vysledny fenotyp (Bhat a Wani, 2017; Pansonato-Alves a kol., 2014).
Ptilezitostné se B chromosomy mohou podilet na ureni pohlavi. Naptiklad u cichlid ve
Viktoriing jezete bylo zjisténo, Ze jejich B chromosomy nesou funkéni protein-kodujici geny a
vyskytuji se pouze v samicich buiikdch. Pravdépodobné se zde jednd o proto-pohlavni

chromosomy, které budou v pribéhu evoluce dale formovany (Yoshida a kol., 2011).



Podobnymi pfipady jsou octomilka, kde osekvenovani chromosomu Y podpofilo hypotézu o
jeho vzniku specializaci B chromosomu, a nikoliv degeneraci homologniho X (Carvalho,
2002); nebo mera prelétava (Cacopsylla peregrina), kde Y vznikl z B chromosomu, ktery se v

meidze zacal parovat s chromosomem X (Nokkala a kol., 2003).

Existuji dva zakladni typy chromosomalniho urceni pohlavi — systém XX/XY a WZ/ZZ.
Systém XX/XY, kde heterogametické pohlavi zastupuje samec, se vyskytuje ¢astéji, a uplatiluje
ho napf. vétSina hmyzu nebo téméf vSichni savci véetné lidi (Blackmon a kol., 2016). Systém
WZ je o néco vzacnéjsi; vyskytuje se napiiklad u motyld, hadi ¢i ptakt. Heterogametickym
pohlavim je zde samice, chromosomalni konstituce jedinct je WZ/ZZ (samice/samec) (Traut a
kol., 2008).

Ackoliv jsou chromozomy W a Y povazovéany za rozhodujici prvek pii ur€ovani pohlavi,
skute¢na mira jejich relevance se mezidruhové velmi 1isi. U¢ebnicovym piikladem muze byt
pravé fad motyli (Lepidoptera). Na jedné strané existuji druhy, pro které je piitomnost
chromosomu W jednozna¢nym signalem k vyvoji samiciho pohlavi — napiiklad u bource
morusového (Bombyx mori) se embryo obsahujici chromosom W bude vzdy vyvijet v samici,
a to nezavisle na poctu chromosomu Z (Traut a kol., 2008). Na stran¢ druhé byly prokazany i
ptipady, kdy pfitomnost chromosomu W nehraje viibec Zadnou roli v uréeni pohlavi. Ve své
nedavné praci Yoshido a kol. (2016) pozorovali vysledky recipro¢niho kiizeni mezi dvémi
poddruhy martinaée Samia cynthia se zaméfenim na chromosomy W a neo-W. Kromé
oc¢ekavanych vysledkd nalezli mezi hybridy nejen samice, u kterych se W ani neo-W
nevyskytovalo, ale i samce, kteti méli oba tyto “sami¢i” chromosomy. Prokazali tak, Ze vyskyt
W ¢i neo-W u daného druhu nema vliv ani na ur€eni pohlavi, ani na jeho fitness. Bohuzel, u
vétSiny druhti motyld nejsou k dispozici data, kterd by u nich umoznila dilezitost chromosomu

W posoudit.



1.2. Pohlavni chromosomy motyli

Chromosomalni uréeni pohlavi s heterogametickymi samicemi je u hmyzu pomérn¢ vzacné a
vyhradné ho maji pouze dva tady, motyli a jejich sestesky fad chrostici (Trichoptera) (Traut a
kol., 2008). V¢tSina zkoumanych druht ze skupin Tischeriidae a Ditrysia, které dohromady
tvoti témet 98% z celkového poctu fadu Lepidoptera, ma chromosomalni konstituci WZ/ZZ
(samice/samec). Druhou variantou je konstituce Z/ZZ, ktera je povazovana za ancestralni stav
a vyskytuje se predevsim u bazalnich skupin jako jsou napfi. chrostikovnici (Micropterigidae).
Odhaduje se, ze se tento systém urceni pohlavi u motyll a chrostikii vyvinul jiz pied 180 mil.
let, pfi¢emz samici chromosom W se stal soucasti systému az o poznani pozd¢ji, odhadem pred

100 mil. let (Sahara a kol., 2012).

Evoluéné starSi chromosom Z je svou stavbou podobny autosomim a lezi na ném mnozstvi
genu (Traut a kol., 2008). Jejich syntenie je v ramci fadu motylt velmi konzervovana, stejné
jako u genti na ptac¢im chromosomu Z (Nanda a kol., 2008) nebo u genti na sav¢im chromosomu
X (Macha a kol., 2012). Rozsahlé studie provedené srovnavanim ruznych druhd s modelovym
druhem B. mori potvrdily zachovalou syntenii gent na Z, s né¢kolika malo vyjimkami u okace
Bicyclus anynana a zavijece Ostrinia nubilalis (Beldade a kol., 2009). Ve své letosni praci
dospéli ke stejnym zavérum i Dalikova a kol. (2017), porovnavajici pét vybranych geni lezicich
na Z, a Fraisse a kol. (2017), ktefi provedli komparativni analyzu genomu u tii fylogeneticky
vzdalenych druht motyll a potvrzuji u nich spole¢ny pivod Z. Chromosom Z hraje dileZitou
roli i ve speciaci. Obsahuje totiz napfiklad geny kontrolujici produkci feromont, jejich

rozpoznavani a voltinismus (Yasukochi a kol., 2011).

Sami¢i chromozom W je oproti tomu tvofen prevazné mobilnimi elementy. Narozdil od
chromosomu Z nese jen velmi malo gent (Traut a kol., 2008). Nejznaméj$im piikladem je
feminizacéni faktor Fem, ktery byl u B. mori pomoci dele¢niho mapovani lokalizovan na malé
oblasti chromosomu W; jeho piesné urceni se ale velmi dlouho nedatilo (Abe a kol., 2010;
Tazima, 1964). Az v roce 2014 byl objeven gen pro piRNA, ktery slouzi jako primarni signal
k vyvoji samiciho pohlavi. Jedna se tak o vliibec prvni objeveny ptipad, kdy je pohlavi urcovano
pomoci nekoddujici RNA namisto proteinu (Kiuchi a kol., 2014; shrnuto v Marec, 2014).

Umisténi nekterych dalSich gent na W jiz bylo definitivné potvrzeno, a u jinych se tak na



zakladé dédiénosti n€kolika samicich znakt piedpoklada (napf. Kawamura, 1988; Sahara a
Traut, 2001).

Typickym znakem chromosomu W je jeho pievazna heterochromatinizace (Traut, 1999). U
pohlavnich chromosomti jde o bézny jev, ktery lze vyuzit pii jejich identifikaci (at’ se jednd o
meiotické nebo mitotické chromosomy). V polyploidnich somatickych bunkach vytvari W
takzvany sex-chromatin, jehoz velikost se zvySuje se stupném ploidie buiky. Traut a Marec v
roce 1996 provedli rozsahlou studii, kde sledovali pfitomnost sex-chromatinu u 238 druhi, a
dospéli k zavéru, ze sex-chromatin je vhodnym orientacnim indikatorem piitomnosti W.
Korelace mezi absenci sex-chromatinu a absenci chromozomu W byla na zéklad¢ Z univalentu
u chrostikti Trichoptera prokazana o dva roky pozdé&ji (Marec a Novak, 1998). Nasledn¢ byl
sex-chromatin pouzit ve vice pracech jako indikdtor pfitomnosti a stavu chromosomu W
(Lukhtanov, 2000; Makee a Tafesh, 2007). Nicméné n¢€kolik pozdéjsich studii dokazalo, ze se
vzdy nemusi jednat o spolehlivy marker — naptiklad u hrotnoktidlece Phymatopus californicus
(Hepialidae) byl chromosom W detekovan pomoci komparativni genomové hybridizace, a to
navzdory jednozna¢né absenci sex-chromatinu v samicich somatickych buinkach (Volenikova,
2015). Z dostupnych zdroji vyplyva, Ze detekce sex-chromatinu je uzite¢na pro prvotni
screening pii ur€ovani piitomnosti W, ale nelze ji pouzit jako univerzalni a jednoznacny zdroj

informaci.

O plivodu a stafi chromosomu W existuje vice teorii. V tivahu pfipadaji bud’ fize chromosomu
Z s autosomem (Traut, 1999), nebo vznik W z B chromosomu, ktery se zacal parovat s
chromosomem Z (Lukhtanov, 2000). Pivod W se obecné datuje ke skupiné Euheteroneura
(zahrnujici Ditrysia a Tischeriidae; Sahara a kol., 2012). Existuji vSak nepfimé dikazy o absenci
W u nekterych bazalnich Ditrysia (napt. u Psychidae), a naopak byla ptitomnost W prokazana
u dvou druht hrotnoktidlect Hepialidae navzdory jejich velmi bazalni pozici v ramci skupiny
motylt (Dalikova a kol., 2017; Traut a Marec, 1996; Volenikova, 2015). Ovéteni homologie W
u téchto skupin bohuZel neni mozné, jednoduse kviili repetitivni povaze W a jeho dynamické
evoluci, kterd umoziiuje jen ¢aste€né srovnani pouze u velmi piibuznych druhii. Vitkova a kol.
(2007) provedli srovani homologie v ramci skupiny zaviject Pyralidae pomoci Zoo-FISH a

odhalili ¢astecnou homologii u néckolika blizkych druhii, ale témét Zadnou u druht



vzdalengjsich. Pivod chromosomu W je v soucasnosti pfedmétem intenzivniho vyzkumu,

pii¢emz klicovymi skupinami jsou pravé bazalni Ditrysia.

1.3. Karyotyp motyla

Rad motyli (Lepidoptera) je jednou z nejpodetndj$ich skupin v ramci hmyzu. Pfesto se z
cytogenetického hlediska stale jedna o nepftili§ probadanou skupinu, a to predevsSim diky
ncékolika technickym obtizim, které studium cytogenetiky znesnadiiuji. Identifikace
jednotlivych chromosomti je totiz obvykle zalozena bud’ na vyskytu uréitého poctu
heterochromatinovych bloki, které dohromady vytvari specificky vzor (napf. metoda C-
pruhovani), a nebo na poloze centromery (Bickmore, 2001; Levan a kol., 1964). Tyto metody
vSak u motyll selhdvaji hned ze dvou divodi: typické chromosomy motyll jsou holokinetické
(tzn. postradaji centromeru), a krom¢ chromosomu W neobsahuji vétsi mnozstvi
heterochromatinu; navic jsou malé a uniformni (Sharma a kol., 2002; Wolf a kol., 1997).
vzor na chromosomech vyuzit - napiiklad T. Bigger (1976) ve své praci popisuje specifické G-
pruhovani mitotickych chromosomu u bélaska zelného, Pieris brassicae. Celkové se vsak spise
jedna o vyjimky na poli motyli cytogenetiky, a reprodukce podobnych vysledki neni

spolehliva.

Karyotyp motylt zistdva v pribéhu evoluce pomémé silné konzervovan. Dikazy o tom
piinaseji rozsahlé studie zabyvajici se syntenii genli — v tomto ohledu nejzasadnéjsi poznatky
ptinesla prace Pringle a kol. z roku 2007. U baboc¢ky Heliconius melpomene bylo mapovano
celkem 72 gent, pfi¢emZ vSechny zkoumané geny vykazovaly vysoce konzervovanou syntenii
s referen¢nim genomem Bombyx mori. Zaroven prokazaly i Sest piipadii chromosomalnich fazi,
které byly pfedpokladany vzhledem k rozdilnému poctu chromosomu u B. mori (n=28) a H.
melpomene (n=21). K podobnym zavérim dospélo i mnoho dalSich navazujicich studii;
napiiklad mapovani syntenie pomoci BAC-FISH u B. mori a Manduca sexta (Yasukochi a kol.,
2009), analyza syntenic pomoci BAC chromosomi mezi B. mori, Helicoverpa

armigera a Spodoptera frugiperda (d’Alencon a kol., 2010) nebo nové prace zamétené na



syntenii gend na chromosomu Z (Dalikova a kol., 2017; Fraisse a kol., 2017). Vysoka mira
konzervovanosti napfi¢ motylimi druhy naznacuje, Ze jejich chromosomy maji pravdépodobné

specifické vlastnosti, diky kterym ziistava syntenie zachovana (Volenikova, 2015).

1.4. Cytogenetické markery

Vyzkum cytogenetiky u motyli byl po dlouhou dobu omezen jen na pocitani ¢i méreni
chromosomil. Jedinym pouzivanym markerem byl sex-chromatin, ktery lze barvit lakto-aceto-
orceinem a pozorovat svételnou mikroskopii v interfaznich jadrech, kde indikuje pritomnost
chromosomu W (Traut a Marec, 1996). Skute¢ny prulom nastal az s pFichodem

flouorescencnich metod, tedy fluorescencni in situ hybridizace (FISH) a jejich modifikaci.

Oblibenou variantou pro modelové druhy motylu se stala tzv. BAC FISH, kterd vyuziva
knihovnu z bakteridlnich umélych chromosomi. Robustnost signalii je zajisténa dlouhym
insertem (100-200 kb) pouzivanym k vyrobé sond. BAC FISH byla uspé&$né pouzita pro
mapovani gend napi. u B. mori (Yoshido a kol., 2005). Konstrukce BAC knihovny je vSak
velmi ndkladna a ¢asové narocnd, takze pro pouziti u nemodelovych druhd neni vhodna. V
piipadé studia pohlavnich chromosomil existuje hned n¢kolik moZnosti. Jednou z nich je GISH
— genomova in situ hybridizace, kterd vyuZzivad kompetice znacené samici sondy s nadbytkem
neznacené sam¢i sondy o cilové chromosomalni sekvence. Ve vysledku znacené sonda zvyrazni
pouze sekvence, které jsou specifické pro samici, tzn. ¢asti chromosomu W. GISH byla Gspésné
pouzita pro detekci chromosomu W u nékolika druht motylt (napt. Yoshido a kol., 2006). Dalsi
moznosti je FISH s W-specifickou sondou pfipravenou laserovou mikrodisekci sex chromatinu
z polyploidnich interfaznich jader (Fukova a kol., 2007), nebo komparativni genomova
hybridizace (CGH). Krom¢& pohlavnich chromosomi 1ze pomoci FISH analyzovat celou $kalu
dalSich komponent genomu. Pro prvotni screening prestaveb karyotypu, piipadné aktivity
mobilnich elementd, je vhodné pouZit univerzalni konzervované markery jako naptiklad geny

pro histon H3 nebo rDNA.



1.4.1. Komparativni genomova hybridizace

CGH je fluorescen¢ni metoda zalozena na soupefeni sond pfipravenych ze dvou jedincu pii
hybridizaci na chromosomy stejného druhu. V pfipad¢€, Ze jsou jejich genomy totozné, ob¢
sondy naznaci preparat rovnomérng; pokud se genomy v urcité ¢asti odliSuji, jedna ze sond zde
bude hybridizovat silnéji. Tato skutecnost je hojné€ vyuzivana napiiklad pti diagnostice nadora
(shrnuto ve van Beers a Nederlof, 2006), ale také pii studiich pohlavnich chromosomi. U
motyli se CGH vyborn¢ osvédCila jako nastroj k jejich identifikaci, mimo jiné 1 kvali

nepouzitelnosti prouzkovacich metod nebo velikostnich rozdilt (Traut a kol., 2001).

Jiz v roce 1999 provedli Traut a kol. v ramci své studie analyzu pohlavnich chromosomu
pomoci CGH u zavije¢t Ephestia kuehniella a Galleria mellonella a u bource B. mori. U vsech
tii druhii byli schopni jasné¢ determinovat pachytenni chromosom W, ktery byl silné znacen
samici sondou. Do urcité miry ho slabé naznacila i sam¢i sonda, coz autofi pfipisuji vysokému
podilu béznych repetitivnich sekvenci nashromazdénych na W. Oproti tomu, chromosom Z
nevykazoval od autosomt témét zadny rozdil v hybridizaci - o néco silnéji byl ¢aste€né znacen
pouze u E. kuehniella. Podobné byla CGH vyuzita v mnoha dalSich studiich (Mediouni a kol.,
2004; Sichova a kol., 2015; Traut a kol., 2001), hybridizace byla dokonce provedena i na sex-

chromatinu v interfaznich jadrech (Sahara a kol., 2003).

Vysokou miru béznych repetitivnich sekvenci ve své praci popisuji i Fukova a kol. (2005),
kteti u obale¢e Cydia pomonella zaznamenali rovnomérnou hybridizaci sond na chromosomu
W. Lze tedy tvrdit, Ze metoda CGH ndm krom¢ identifikace pohlavnich chromosomi navic

poskytuje pfibliznou informaci o jejich slozeni (Vitkova a kol., 2007).



1.4.2. Histon H3

Histonovy protein H3 je souc¢asti histonového oktameru, ktery spole¢né s vlaknem DNA tvoii
tzv. nukleosom - zakladni jednotku chromatinového vlakna. Histony hraji duleZitou roli v
kompaktaci chromatinu, a tak umoznuji nebo naopak brani interakci specifickych proteind s
genomovou DNA (Luger a kol., 1997). Jednou z funk¢nich domén histonového proteinu je N-
konec, ktery ¢asto podléha post-translacnim modifikacim jako je napt. fosforylace, metylace ¢i
acetylace. Tyto modifikace dale ovliviuji Siroké spektrum bunécnych pochodi (transkripci,
dekondenzaci a kompakci chromosomt pii bunééném déleni atd.) (Nowak a Corces, 2000;
Turner, 2000; shrnuto v Hans a Dimitrov, 2001). Pavod histonu H3 se datuje az k poslednimu
spoleénému eukaryotickému ptedku (LECA), a jeho funkéni domény zlstavaji silné
konzerovany napii¢ v§emi eukaryotickymi organismy (Waterborg, 2012). Nejen diky tomu je
histon H3 oblibenym cytogenetickym markerem - rozdily v jeho chromosomalni distribuci
navic pomérné presné odrazi evolu¢ni zmény v karyotypu (Zhang a kol., 2007). Na zaklad¢
toho 1ze pomoci metody FISH odhalit chromosomalni inverze, translokace nebo genomové

duplikace.

Chromosomalni distribuci histonového genu H3 u hmyzu se zabyvalo jiz mnoho praci.
Napiiklad Castillo a kol. (2017) je zkoumali u saran¢at rodu Dichroplus a u vSech druhti nalezli
jediny intersticialni klastr; podobné vysledky uvadi ve své praci Cabral-de-Mello a kol. (2011)
u vrubountl Scarabaeinae, v jejichZ ptipad¢ byly lokalizovany bud’ jeden nebo maximalné dva
klastry. U fadu Lepidoptera v§ak existuje jen nékolik mélo studii — Sichova a kol. (2013) v
ramci studia evoluce karyotypu obalect Tortricidae nalezli jediny klastr, ktery se mirné 1isil
pouze svou polohou na autosomu (intersticialni/subtelomericky). Ve své pozd&jsi praci se
Sichova a kol. (2015) zabyvali rodem Leptidea, ktery se vyznacuje nestabilnim karyotypem, a
odhalili signifikantni variabilitu v lokalizaci histonu H3 nejen mezi druhy, ale dokonce 1 mezi
potomky jedné samice L. sinapsis. Z vysledku vyse uvedenych praci vyplyva, ze histonové
geny jsou dobrym markerem dynamiky karyotypové evoluce, protoZe jejich reorganizace
odrazi evolu¢ni prestavby genomu (Hladova, 2015). Obecné je histon H3 povazovan za silnéji
konzervovany marker nez naptiklad ribosomalni RNA, a jako mozné vysvétleni je navrhovéana

silna purifikujici selekce (Waterborg, 2012).



1.4.3. rDNA

Geny pro ribosomalni RNA (rDNA) jsou v tandemovych kopiich uspofadany v jednom nebo
vice regionech organizatoru jadérka (dale jen NOR). Barveni NOR stfibrem patii mezi jednu z
klasickych cytogenetickych technik, vyuzivanych napiiklad pti diagnostice nadort (Trere,
2000). Diky vysoce konzervované nukleotidové sekvenci je rDNA dobrym markerem | pro

fluorescen¢ni metody.

Chromosomalni distribuce tDNA muize byt voditkem k odhaleni chromozomalnich fuzi ¢i
rozpadil. Informace o nich ndm spolecné s celkovym poctem chromosomti mohou poskytnout
pfedstavu o tom, jak dynamickou evoluci karyotyp prochdzel a na kterych chromosomech
dochazelo nejcastéji ke zménam (Bombarova a kol., 2007). Nguyen a kol. provedli v roce 2009
rozséhlou studii zabyvajici se distribuci rDNA u 18 druhii motyll za pouziti 18S rDNA sondy
z obaleCe Cydia pomonella. Karyotypy s jedingm NOR mély castéji klastr rDNA umistén
intersticidlng, narozdil od karyotypli s dvémi NOR, které vykazovaly spiSe terminalné
umisténou rDNA. U nékterych druht byly nalezeny nové, povétSinou terminalni klastry, a to
bez odchylek od modalniho po¢tu chromosomi n=31 (Lukhtanov, 2000). Tato skutecnost
vylucuje chromozomové fuze jakozto hlavni evoluéni mechanismus expanze rDNA; namisto
nich Nguyen a kol. navrhuji ektopickou rekombinaci (homologni rekombinaci repetitivnich
sekvenci u nehomolognich chromosomt). Dalsi vyznamnou systematickou studii rDNA motyli
je diplomova prace 1. Hladové (2015), ktera mapovala geny u 24 druhtt motyld a jednoho druhu
chrostika za pouziti 18S rDNA sondy z obale¢e Cydia pomonella. Na zakladé ziskanych
vysledkl urcila jeden termindlni klastr rDNA jako ancestralni stav. Kromé toho pozorovala
Sirokou variabilitu v umisténi i poctech klastrii mezi jednotlivymi druhy, z ¢ehoz usuzuje, ze

evoluce rDNA genil je velmi dynamicka.

Schopnost klastriit rDNA ménit svou polohu v rdmci chromosomu (napf. inverzi) i pocet byla
popséna jiz v roce 1984 u cesneku, kde autor studie popisuje vysokou variabilitu mezi dvémi
druhy a jejich hybridy. Pozorovanou skutecnost vysvétluje aktivitou mobilnich elementt
(Schubert, 1984). Navazujici studie potvrzuji, ze mobilni elementy skute¢né stoji za Sitenim a
relokalizaci gent rDNA i u dalSich rostlinnych a zivocisnych druht (Eickbush a Eickbush,
2007; Pérez-Gonzalez a Eickbush, 2001; Roa a Guerra, 2012).



1.5. Vakonosi (Psychidae)

Vakonosi (Psychidae) jsou mala skupina no¢nich motylt, ktera se fadi mezi bazalni Ditrysia.
Charakteristickym znakem larvalniho stddia vakonost je stavba druhové specifickych vakl z
hedvabi a piirodnich materidlti, pomoci kterych 1ze vakonoSe alespon ¢astecné identifikovat.
Jedna se o ¢eled’ s neobycejné vyvinutym pohlavnim dimorfismem; vice nez u poloviny druht
se vyskytuji bezkfidlé samice, které ani po dosazeni dospélosti neopoustéji sviyj vak (Rhainds
a kol., 2009). Druhotna ztrata kiidel u samic se objevuje u dalsich 25 ¢eledi motylt, pficemz u
vakonostu se vyskytuje spise u fylogeneticky mladSich druhti — bazalni druhy obvykle mivaji
oktidlené samice (Sattler, 1991). Vyvoj kfidelnich imaginalnich diskt se v larvalnim stadiu
odehrava u obou pohlavi velmi podobné az do ptedposledniho instaru, kdy za¢nou samici
imaginalni disky namisto rychlé proliferace stagnovat a nakonec se stanou soucasti epidermis

(Niitsu, 2003).

Dalsim zajimavym rysem celé skupiny je opakovany, nezavisly vznik partenogeneze. Ten byl
detailnéji popsan napiiklad u druhi Dahlica fenicella (Chevasco a kol., 2013) nebo Dahlica
triquetrella (Grapputo a kol., 2005), ktera se vyznacuje existenci partenogenetickych i sexualné
se rozmnozujicich populaci v rdmcei Evropy. Na zékladé vyznamnych rozdilti mitochondridlni
DNA se predpoklada, ze tyto partenogenetické populace vznikaly nezavisle na sobé (Elzinga a
kol., 2013). Pro studium pohlavnich chromosomi partenogenetické populace ptedstavuji

urcitou limitaci, protoze diky absenci sam¢iho genomu u nich nelze aplikovat metodu CGH.

Zivotni cyklus vakonogil trva pfiblizné rok, a béhem n&j pfijde na svét pouze jedina generace.
S ptichodem jara zaCinaji larvy vylézat na své hostitelské rostliny, kde se za¢atkem léta zakukli
a zanedlouho na to vylihnou. Dospéla imaga Ziji velmi kratce — nepiijimaji potravu a hynou
prakticky ihned po pareni. Samice tésné pfed tim naklade vajicka do vaku, a larvy, které se z

nich vylihnou, se ukryji v detritu, kde pfezimuji (Macek, 2009).

V nasich geografickych podminkach se z ekonomického hlediska nejedna o pfili§ vyznamnou
skupinu; ojedinéle bylo hldseno nékolik ptipadii napadeni ovocnych sadli vakonoSem Apterona
crenulella, naposledy vSak v roce 1953 (Manitera.cz, 2017). Naopak v tropickych oblastech se

jedna o velmi obavané Skidce — naptiklad na palmovych plantazich v Malajsii predstavuji
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vakonos$i vaznou ekonomickou hrozbu a jejich kontrola pomoci feromonovych pasti nebo
piirozenymi predatory je pfedmétem intenzivniho studia (Cheong a kol., 2010; Kamarudin a
kol., 2010; Sankaran, 1970).

Z cytogenetického hlediska se jedna o velmi malo prostudovanou skupinu. Obecné piijimanym
tvrzenim je, ze vakonosi maji Chromosomalni konstituci Z/ZZ (samice/samec). Toto tvrzeni Se
ale opira pouze o nepiimé dikazy absence W - primarné se jedna o lichy pocet chromosomu u
samic (Seiler, 1919), a sekundarné o absenci sex-chromatinu v somatickych jadrech (Traut a
Marec, 1996). Solidni cytogeneticka data na bazi fluorescen¢nich metod vSak zatim zcela chybi,
a proto neni mozné pritomnost chromosomu W zcela vylouc¢it. Tato informace je pfitom zcela

klicové pro pochopeni evolu¢niho ptivodu W, coz bylo motivaci celé této prace.
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2. CILE PRACE

Nejzasadnéjsim cilem mé prace bylo predevsim ovétit nepfitomnost chromosomu W pomoci
komparativni genomové hybridizace u ¢eledi vakonosi (Psychidae), a pfispét tak ke
komplexnim znalostem o jeho ptivodu. Vakonosi obecné patii k cytogeneticky malo
prostudovanym skupinam v rameci motyli (Lepidoptera); u vétsiny druhd nejsou k dispozici
ani zakladni cytogeneticka data jako naptiklad pocet chromosomul nebo pfitomnost sex-
chromatinu v interfaznich jadrech.

Dalsim cilem mé prace bylo provést screening karyotypu vybranych druhti pomoci
osveédcenych markert - histonu H3 a podjednotky 18S rDNA. Ty by mély pomoci odhalit
pripadné chromosomalni ptestavby, odhadnout dynamiku evoluce karyotypu a doplnit
celkovy obraz ancestralniho stavu u bazalnich Ditrysia.

Diléimi tkoly mé préce tedy bylo:

1) Ur¢it ne/piitomnost sex-chromatinu v jadrech malpighickych trubic

2) Na zakladé¢ vysledka testu na piitomnost sex-chromatinu ovéfit absenci chromosomu
W pomoci CGH

3) Stanovit po¢et chromosomui u vybranych druht

4) Stanovit pocet kopii a pribliznou polohu klastra gent pro 18S rRNA

5) Stanovit pocet kopii a ptibliznou polohu klastri gent pro histon H3
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Pokusné organismy

Veskery pokusny hmyz z ¢eledi vakonosa Psychidae (tzn. Taleporia tubulosa, Proutia
betulina, Psyche crassiorella, Psyche casta, Dahlica triquetrella a Phalacropterix graslinella)
jsem sbirala v budinach ¢ smi$enych lesich v okoli do 20 km. od Ceskych Bud&jovic. Hmyz
byl ve stadiu piedposledniho larvalniho instaru sbiran za denniho svétla pfi suchém pocasi v
obdobi od biezna do ¢ervna. Nasledné byl pfechovavan v plastové krabicce vystlané rosenou
vegetaci pii teploté 4 °C, aby se oddalil proces kukleni. Takto pfechovavany hmyz jsem do
peti dntli vypitvala, a zbylou tkai neprodlené zmrazila v tekutém dusiku.

Dale jsem pracovala s molem Satnim, Tineola bisselliella (Tineidae). Rozhodla jsem se jej
zahrnout do této prace poté, co jsem zjistila stav u vakonosu — Tineidae totiz piedstavuji dalsi
bazalni skupinu Ditrysia. V tomto ptipadé jsem vyuzila laboratorniho chovu. Larvy byly
chovany na surové ov¢i ving pii teploté 25°C v rezimu 16/8 hodin svétlo/tma.

Vzajemné fylogenetické vztahy pouzitych druht jsou znazornény v obrazku 1 (Mutanen a
kol., 2010).

Dahlica triquetrella
Taleporia tubulosa

Psychidae

Proutia betulina

—E Psyche crassiorella
Psyche casta

Psychinae

Oiketicinae
Phalacropterix graslinella

Tineidae

Tineola bisselliella

Obr. 1: Vzijemné fylogenetické vztahy pouzitych druhti. Pfevzato z Mutanen a kol. (2010),
piepracovano.
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3.2. Determinace druhii pomoci barcodingu

Druhy Dabhlica triquetrella, Taleporia tubulosa a Proutia betulina (Psychidae) 1ze relativné
snadno urcit podle tvaru a velikosti schranek, a podle velikosti a barvy housenek. Naproti
tomu druhy Psyche crassiorella a Psyche casta prakticky neni mozné od sebe rozeznat v
larvalnim stadiu. Pro pfipravu chromosomalnich preparatt jsem potiebovala pravé larvy
(nikoliv dospélé jedince) a proto bylo nutné vyuzit molekularnich metod k urceni jedince do
druhu. K témto ucelim jsem pouzila metodu “barcoding”, kterd umoziuje pfesné urceni
druhu na zakladé vysoce variabilnich oblasti v mitochondridlnim genu pro cytochrom oxidazu

I (dale jen COI) (Hebert a kol., 2004).

Pomoci PCR a specifickych primert pro Lepidoptera (pfiloha 1) jsem amplifikovala gen pro
COl; protokol jsem pievzala z Hebert a kol. (2004). Jedna reakce o objemu 50 ul obsahovala
10-50 ng genomové DNA, 2,5 mM MgCl,, 5 pmol kazdého z primerti, 20 mM dNTPs, 10
mM Tris HCI (pH 8,3), 50 mM KCl a 1 U ExTaq DNA polymerazy (TaKaRa, Japonsko).
Reakce bézela v termocykleru pii tomto teplotnim profilu: po¢atecni denaturace 1 minuta pii
94°C, poté 6 cykli denaturace 1 minuta pii 94°C, 90 sekund pti 45°C a 75 sekund pii 72°C, a
dale 36 cykli 1 minuta pii 94°C, 90 sekund pti 51°C a 75 sekund pfi 72°C; zavérecnym
krokem byla 5 minut dlouha elongace pii 72°C. PCR produkty byly elektroforeticky
separovany na 1,5 % agar6zovém gelu v TAE pufru, obarveny etidium bromidem a
vizualizovany pod UV.

Usp&sné amplifikované produkty byly odeslany k sekvenaci (viz kapitola 3.6.5. Sekvenace).

3.3. Priprava chromosomalnich preparati

Pomoci metody “spreading” byly zhotoveny chromosomalni preparaty z ovarii, testes, mozku
a samcich kiidelnich imaginélnich disk daného jedince. Organy jsem za pfitomnosti
vychlazeného fyziologického roztoku vyjmula z téla larvy a pfemistila do hypotonizacniho
roztoku (75 mM KCI), kde byly ponechany 8 minut. Nasledn¢ byly fixovany ve fixaznim
roztoku Carnoy z etanolu, chloroformu a kyseliny octové v poméru 6:3:1 po dobu 15 minut.

Poté jsem material macerovala pomoci wolframovych jehel na sklicku v 10 ul 60% kyseliny
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octové — kdyz doslo k homogenizaci materialu, sklicko jsem piemistila na plotynku vyhtatou
na 45 °C a material po sklicku rovnomérné rozptylila pomalym tahem jehlou. Vzniklé
preparaty jsem odvodnila pomoci etanolové fady (70%, 80% a 100% etanol, vzdy ponechano

cca 1 minutu) a uskladnila v -20 °C do dalsiho pouZziti.

3.4. Piiprava preparati z malpighickych trubic

Malpighické trubice byly, stejné jako pii ziskavani gonad, vyjmuty z téla larvy ve
vychlazeném fyziologickém roztoku a pfemistény za sklicko. Zde jsem je zakapla fixaznim
roztokem Carnoy (viz vyse) a nechala kratce fixovat. Zbylou fixaz jsem odsala filtracnim
papirem a obarvila pomoci 2,5% lakto-aceto-orceinu. Vse jsem piikryla krycim sklickem,
pomoci filtraéniho papiru odsala ptebytecné barvivo a hotovy preparat zalakovala. Preparaty

byly skladovany pii 4 °C a pozorovany svételnym mikroskopem pii 40-ti ndsobném zvétSeni.

3.5. 1zolace DNA

Pro izolaci genomové DNA jsem pouzila NucleoSpin DNA Insect kit (Macherey-Nagel,
Neémecko), ktery efektivné maceruje tkan pomoci ocelovych kulic¢ek. Pti izolaci jsem
postupovala podle ptilozeného navodu od vyrobce. Vyslednou koncentraci vytézené DNA
jsem promeéfila na fluorometru Qubit 3.0 (ThermoFisher Scientific, Némecko), a izolovanou

DNA skladovala pti -20 °C.

3.6. Priprava hybridiza¢nich sond

3.6.1. Klonovani

Klonovani bylo pouzito pro ziskani sekvence sondy pro histon H3. S pomoci PCR a
degenerovanych primert (pifiloha 2) jsem amplifikovala ¢asti druhové specifickych sekvenci
histonu H3 — jako templat jsem pouzila genomovou DNA ze zastupct dvou podceledi,
Taleporia tubulosa a Proutia betulina.

Ziskana sonda z Taleporia tubulosa byla pozdéji pouzita pro detekci histonu H3 i u Psyche

crassiorella. PCR reakce o objemu 20 pl obsahovala 2 pl 10x TaKaRa ExTaq pufru
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(TaKaRa), 0,5 U TaKaRa ExTaq DNA polymerazy, 0,2 mM dNTPs, 1 uM degenerovanych
primert a 100 ng DNA. Reakce probihala v termocykleru. Pocate¢ni denaturace trvala 3
minuty a probihala pti 94°C, poté nasledovalo 30 cykli denaturace pii 94°C po 30 sekund,
nasedani primert pii 58°C po 30 sekund a elongace pii 72°C po 90 sekund. Zavérecnym
krokem byla 3 minuty trvajici elongace pii 72°C. Ziskané PCR produkty byly elektroforeticky
separovany na agarézovém gelu v TAE pufru, barveny etidium bromidem a vizualizovany
pod UV. Produkty ocekavanych velikosti jsem z gelu vyfizla a ptecistila pomoci kitu Wizard
SV Gel and PCR Clean-up System (Promega, USA) podle navodu vyrobce.

Piecisténé produkty jsem zaligovala do vektoru Promega pGem T-Easy Vector (Promega) dle
navodu vyrobce. Ligaéni smés o celkovém objemu 10 pl obsahovala 100 ng ziskané¢ho
produktu, 50 ng vektoru, 3 U T4 DNA ligazy a liga¢ni pufr. Liga¢ni reakce byly pii teploté
4°C inkubovany ptes noc. Druhy den jsem provedla transformaci vektoru do kompetentnich
bunék bakterii E. coli (kmen DH5a) dle doporuceni vyrobee — buiiky byly nejprve zahtivany
pii 42°C po 90 sekund, a pak prudce ochlazeny na ledu, aby prosly teplotnim Sokem.

Takto oSetfené buiky jsem vysela na Petriho misky s 1,5% LB agarem s 143 mM sodnou soli
ampicillinu, 0,5 mM IPTG (isopropyl -D-thiogalactosid) a 122 mM X- Gal (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranosid), a kultivovala pii 37°C pies noc. Nasledujici den
jsem provedla modro-bilou selekci kolonii a ty kolonie, které nesly insert, jsem pteockovala
na Cisté Petriho misky. Pomoci PCR za pouziti univerzalnich vektorovych primerd M13 jsem
ovéfila délku zaklonovaného produktu a vybrané kolonie jsem inokulovala do 3 ml tekutého
LB média se 143 mM ampicilinem. Takto byly kultury inkubovany pii 37°C ptes noc za
stalého michani.

Pozadovany plasmid jsem z nich izolovala pomoci NucleoSpinPlasmid (Macherey — Nagel)
podle navodu vyrobce, a vyslednou koncentraci vzorku zméftila na flourometru Qubit 3.0

(ThermoFisher Scientific).
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3.6.2. Znaceni s vyuzitim PCR

Principem této metody je ptimé zabudovani znacenych nukleotidi do nového vldkna. PCR
znaceni bylo vyuzito pro ptipravu sondy pro histon H3 pro metodu tyramidové FISH. Do
celkového objemu reakce 25 ul bylo pfidano 2 ul 10x TaKaRa ExTaq pufru (TaKaRa),
nukleotidy 40 uM dATP, 40 uM dCTP, 40 uM dGTP, 14,4 uM dTTP, 25,6 uM znaCenych
nukleotidii Fluorescein-12-dUTP (PerkinElmer and Analytical Sciences, USA), 4-5ng
plasmidového templatu, 1 pM degenerovanych primerti a 0,25 U TaKaRa ExTaq DNA
Polymerazy. Reakce probihala v termocykleru. Pocatecni denaturace trvala 3 minuty a
probihala pti 94°C, poté nésledovalo 30 cykli denaturace pti 94°C po 30 sekund, nasedani
primert pii 62°C po 30 sekund a elongace pii 72°C po 90 sekund. Zavere¢na elongace trvala
3 minuty pii 72°C. Hotovou sondu bylo nutné piecistit pomoci Sephadexu (GE Healthcare,
UK) na piedem piipravené kolonce. Pro jednu kolonku jsem smichala 0,025 g Sephadexu a
400 pl MilliQ vody a nechala 45 minut bobtnat pti 4°C. Pak jsem pomoci improvizované
vakuové pumpy a pipety zbavila Sephadex piebyte¢né tekutiny, nanesla na néj sondu a
centrifugovala 2 minuty pii 2 000g. Takto pfipravena a precisténa sonda byla skladovéna pii —

20°C.

3.6.3. Celogenomova amplifikace

Amplifikace celého genomu vyuZziva sady degenerovanych primerd, diky nimz je pti PCR
mozné rovnomérné amplifikovat cely genom. Amplifikaci bylo nutné provést pfed zna¢enim
sond pro CGH nick-translaci, ktera vyzaduje pomérné vysokou koncentraci DNA. Pfi
amplifikaci DNA jsem pouzila Ilustra GenomiPhi HY DNA Amplification kit (GE
Healthcare) a postupovala piesné podle navodu od vyrobce. Reakéni smés obsahovala

minimalné 10 ng DNA a byla inkubovéna pti 30 °C po 4 hodiny.

3.6.4. Znaceni s vyuzitim Nick-translace

Principem znaceni nick-translace je pouziti velmi malého mnozstvi DNazy, DNA
polymerazy a znacenych nukleotidt. Nukleotidy jsou pomoci polymerazy pii reparaci DNA
inkorporovany do vlakna, které endonukleaza poskodila, spolecné s béznymi nukleotidy —

vysledkem je tedy rovnhomérné znacend DNA. Znaceni nick-translaci bylo vyuzito pro sondy
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na nepiimou FISH a na CGH, a bylo provedeno pomoci Nick-Translation Kit (Abott
Molecular Inc, USA). Reakce o objemu 20 ul obsahovala 1 ug DNA, NT pufr (0,05M Tris-
HCI, pH 7,5, 5 mM MgCly, 0,005% BSA), 0,1 M merkaptoetanol, 0,1 mM znacené
nukleotidy Cy3-dUTP (Jena Bioscience, Némecko) nebo Fluorescein-12-dUTP (Jena
Bioscience), 0,05 mM dATP, dCTP, dGTP a 0,01 mM dTTP, 40 U DNA polymerazy |
(ThermoFisher Scientific) a 0,01 U DNazy | (ThermoFisher Scientific). Reakce byla
inkubovana pii 15 °C po dobu 3,5 hodiny a konec¢na deaktivace enzymi probihala pti 70 °C
po 10 minut. Takto ptipravené sondy byly skladovany pii -20 °C.

3.6.5. Sekvenace

Vzorky byly ptipraveny podle pokynl provozovatele a odeslany k sekvenaci Sangerovou
metodou do firmy SeqMe (Dobiis, Ceska republika). Ziskané sekvence byly upravovany a
porovnavany v programech Mega 6.06 (Tamura a kol.,2013) nebo Geneious 7.1.7
(Biomatters, 2014) a jejich totoznost byla ovétena pomoci nastroje BLAST na webovych

strankach NCBI (Altschul a kol., 1990).

3.7. FISH

Principem fluorescenéni in-situ hybridizace (dale jen FISH) je hybridizace pfedem

pfipravené sondy znac¢ené barevnymi fluorochromy s chromosomalni DNA, fixované na

preparatu. Chromosomalni DNA je za pfitomnosti formamidu denaturovéna pti vyssi teploté a

poté je na preparat aplikovana denaturovana sonda. Dochdzi k postupné renaturaci fetézct, ale

zaroven 1 k hybridizaci chromosomalniho fetézce se sondou, diky cemuz je mozné velmi
presné detekovat polohu a pocet konkrétnich klastri genti. U vSech druhii jsem vzdy testovala

nékolik jedincii obou pohlavi.

3.7.1. TSA FISH

Tyramidova FISH (dale jen TSA FISH) vyuZiva enzymatické amplifikace signalu s vyuzitim

tyramidu, a umoznuje ptesnou detekci genti o nizkém poctu kopii. TSA FISH probihala
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podle zavedeného protokolu z Carabajal Paladino a kol. (2014). Pomoci této metody jsem
detekovala histon H3 — pouzivala jsem sondu znacenou PCR. Po pocateénim odvodnéni
preparati v etanolové fade¢ (70%, 80% a 100%; kazdy po minut¢) jsem preparaty ponechala
10 minut v roztoku 10mM HCI pii 37 °C, abych odstranila piebytecnou cytoplasmu. Po
promyti v PBS (3x 5 min, pokojové teplota) jsem preparaty 30 minut inkubovala pfi
pokojové teploté v 1% peroxidu vodiku a nasledovalo opét troji promyti v PBS. Poté jsem
aplikovala RNazu A (100 pg/ml) v 2x SSC kvuli odstranéni prebytecné RNA, a inkubovala
pti 37 °C 1-2 hodiny. Po uplynuti inkuba¢ni doby jsem preparaty znovu promyla v PBS a
pro snizeni pozadi jsem preparaty ponechala 30 minut pii 37 °C v 5x Denhartové roztoku
(0,1% polyvinylpyrolidol, 0,1% BSA, 0,1% Ficoll 400).
Soucasn¢ jsem si ptipravila hybridiza¢ni smés, ktera obsahovala cca 15 ng sondy rozpusténé v
50 % deionizovaném formamidu, 10% dextran sulfatu a 2x SSC. Hybridizacni smés jsem
aplikovala na preparaty, které byly okamzité denaturovany na ploténce pii 70 °C po dobu péti
minut a ndsledné ptfemistény do inkubacni komurky. Zde probihala hybridizace pti 37 °C pies
noc.
Dalsi den probihalo promyvani preparatii: nejdiive 3x 5 minut pti 46 °C v 50% formamidu v
2x SSC, dale 5x 2 minuty pii 46 °C v 2x SSC, potom 3x 5 minut pii 62 °C v 0,1x SSC a 5
minut pii pokojové teploté v TNT pufru (0,1 M Tris-Cl, 150 mM NaCl, 0,1% Tween 20). Pro
zablokovani reakce byly preparaty 30 minut inkubovany s TNB pufrem (0,1 M TRIS-HCI,
0,15 M Nac(l, 0,5% blokovaci ¢inidlo) v pokojové teploté, a nasledné byla aplikovana
protilatka konjugovana s kienovou peroxidazou (anti-fluorescein HRP, PerkinElmer), fedéna
pufrem TNB v poméru 1:1000. Inkubace s protilatkou probihala hodinu pii 37 °C ve vlhké
komiirce. Preparaty byly promyty 3x po 5 minutach za pokojové teploty TNT pufrem a pro
amplifikaci signdlu byl aplikovan tyramid fedény rozpoustédlem (TSA Plus Fluorescein
system, PerkinElmer) v poméru 1:50. Inkubace s tyramidem probihala za pokojové teploty 7-
9 minut a pak byly preparaty opét 3x promyty V TNT pufru. Poté jsem preparaty jesté
oplachla ve miliQ vodé s 1% Kodak FotoFlo (Kodak, USA) a poslednim krokem byla
aplikace 25 ul DAPI (Sigma-Aldrich, USA) v DABCO (Sigma-Aldrich) o koncentraci 0,5

pg/ml. Preparat jsem zakryla krycim sklickem a okraje zalakovala lakem na nehty.
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3.7.2. Nepiima FISH — Fluorescenc¢ni in situ hybridizace s vyuzitim protilatek

Metoda neptimé FISH vyuziva nékolikanasobného zesileni signalu pomoci konjugovanych
protilatek. Vyborné se tedy hodi k detekci genli o nizkém poctu kopii. V mé praci jsem tuto
metodu vyuzivala k vizualizaci genti pro 18S rDNA malé ribosomalni podjednotky (18S
rDNA).

Jiz ptipravenou sondu z obalece jable¢ného, Cydia pomonella, jsem obdrzela od své
kolegyné Ireny Hladové. Castedna sekvence 18S rDNA byla nejprve amplifikovana PCR,
zaklonovana a naznacena nick-translaci (detailni popis postupu je uveden v praci Hladova,
2015).

Koncentrace DNA pouzité na jeden preparat byla 25 ng. K naznacené sond¢ jsem pridala 25
pg sonikované DNA z lososiho spermatu jako kompetitor (Sigma-Aldrich). Celkovy objem
sondy a lososi DNA jsem pouzila jako vychozi €islo pro vypocet objemu dalSich reagencii —
pfidala jsem octan sodny (1/10 objemu) a vychlazeny 100% etanol (2,5 nasobek objemu).

Smés jsem nechala vysrazet 30 minut v -80°C a poté jsem ji 20 minut centrifugovala pii 4°C a
pti 15 000 rpm. Pipetou jsem odsala supernatant, k peletu jsem ptidala 500 pl vychlazeného
70% etanolu a znovu centrifugovala 5 minut pti 4°C a pfi 15 000 rpm. Supernatant jsem opét
peclivé odsala a promyty pelet jsem 30 minut za ob&asného promichani rozpoustéla v 5 pl
deionizovaného formamidu, pfedehiatého na 37°C. Poté jsem piidala 5 ul predehiatého 20%
dextran sulfatu a provedla 5 minutovou denaturaci pii 90°C. Celou reakci jsem prudce
ochladila na ledu a aplikovala na preparaty, které jsem pfipravovala soubézné nasledujicim
zpusobem. Po odvodnéni v etanolové fadé (70%, 80% a 100%. cca minutu v kazdém) jsem
aplikovala RNazu A (200 pg/ml) v 2x SSC a inkubovala hodinu pfi 37°C. Preparaty jsem
promyla 2x po 5 minutich v 2x SCC za pokojové teploty, a pfemistila je na 30 minut do 5x
Denhartova roztoku pii 37°C pro snizeni pozadi. Poté jsem nanesla 70% formamid v 2x SSC
a provedla 3,5 minutovou denaturaci pii 68°C. Po denaturaci jsem preparaty prudce ochladila
v ledovém 70% etanolu (-20°C) jednu minutu, a odvodnila v 80% a 100% etanolu pfi
pokojové teploté po 30 sekundéach. Po osuseni jsem nanesla rozpusténou sondu, piekryla
krycim skli¢kem, zapecetila tekutym lepidlem a nechala pies noc hybridizovat pti 37°C ve
vlhké komiirce.

Druhy den jsem odstranila lepidlo a kryci sklicko a promyla preparaty 3x po 5 minutach v
50% formamidu v 2x SSC pii1 46°C, 5x po 2 minutach v 2x SSC pii 46°C, 3x po 5 minutach v
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0,1 SSC pfi 62°C a déle v 0,1% Tweenu v 4x SSC po 5 minut pii pokojové teploteé. Promyté
preparaty jsem blokovala 2,5% roztokem BSA pii pokojové teploté 30 minut, a poté jsem
aplikovala streptavidin-Cy3 (Jackson ImmunoRes. Labs. Inc, USA) fedény blokovacim
roztokem 2,5% BSA v 4x SSC, 1:1000 a inkubovala 30 minut pii pokojové teploté. Potom
jsem preparaty opét 3x promyla v 0,1% Tweenu v 4x SSC pii 37°C a opét blokovala
roztokem BSA. Po druhém blokovani jsem pro zesileni signalti nanesla antistreptavidin
(Vector Labs. Inc, USA) fedény 1:25 s blokovacim roztokem a inkubovala 30 minut pii 37°C.
Protilatku jsem 3x odmyla stejnym zpisobem a znovu aplikovala BSA. Jesté jednou jsem
pouzila streptavidin-Cy3 pro zesileni signalu, odmyla ho a promyla hotové preparaty 5 minut
v 1% Tritonu v 2x SSC a 5 minut v 1% Kodak PhotoFlo (Kodak) v miliQ vod¢. Nakonec
jsem preparat obarvila 25 ul DAPI (Sigma-Aldrich) v DABCO (Sigma-Aldrich) o koncentraci
0,5 pg/ml, ptikryla krycim sklickem a zalakovala.

3.7.3. CGH - Komparativni genomova hybridizace

Metodu CGH jsem vyuzivala pro zjisténi ptipadnych rozdild v sami¢im a sam¢im karyotypu.
Principem metody je vzajemna kompetice riizn€ naznacenych samicich a sam¢ich
celogenomovych sond pfi hybridizaci na chromosomalni preparat — v ptipadé¢ detekce
pohlavnich chromosomt se pti metodé CGH sondy vzdy aplikuji na preparaty z
heterogametického pohlavi, tzn. u motylli na samice.

Pouzivala jsem optimalizovany protokol s ¢astecnou prehybridizaci sondy. Pro kazdy preparat
jsem pomoci nick-translace pfipravila ¢ervené znacenou samci sondu a zelen€ zna¢enou
samici sondu, pii cemz kazda obsahovala 250 ng DNA. Ke smési sam¢i a sami¢i sondy jsem
pfidala 25 pg sonikovaného lososiho spermatu, ktera zde slouZzi jako kompetitor, a dale 1/10
celkového objemu octanu sodného a 2,5 nasobek objemu 100% vychlazeného etanolu. Smés
byla ponechédna v -80°C po dobu 30 minut, aby doslo k precipitaci DNA. Poté byla reakce
celtrifugovana pti 4°C pfi 15 000 rpm 5 minut a vznikly supernatant byl opatrné odstranén
pipetou. K peletu jsem ptidala 500 pl vychlazeného 70% etanolu a znovu centrifugovala 5
minut pii 4°C a pti 15 000 rpm. Supernatant jsem opé€t peclivé odsala a takto promyty pelet
byl rozpustén v 5 ul 100% deionizovaného formamidu, ptedehiatého na 37°C. Po promichani

bylo ptidano 5 ul 20% dextran sulfatu a celd smés byla denaturovéana pii 90°C po dobu 5
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minut, a okamzité poté prudce ochlazena na ledu. Pied pouzitim jsem pfipravenou sondu
jesté umistila na hodinu a piil do 37°C, aby doslo k renaturaci béznych repetitivnich sekvenci.
V mezicase jsem provedla pfipravu preparati — nejprve jsem je odvodnila v etanolové fadé
(70%, 80% a 100% po cca minut¢) a nechala oschnout. Aplikovala jsem RNéazu A (200
ug/ml) v 2x SSC a inkubovala hodinu pti 37°C. Preparaty jsem dvakrat promyla pii pokojové
teploté po 5 minutach v 2x SSC, poté jsem nanesla 70% formamid v 2x SSC a denaturovala
3,5 minuty pti 68°C. Po denaturaci byly preparaty prudce ochlazeny v ledovém 70% etanolu a
nasledné odvodnény v 80% a 100% etanolu pii pokojové teploté. Po oschnuti jsem aplikovala
piipravenou sondu, zakryla krycim sklickem a zapecetila tekutym lepidlem. Takto oSetfené
preparaty jsem umistila na tfi dny do vlhké komurky do 37°C. Po uplynuti inkuba¢ni doby
jsem odstranila lepidlo a kryci sklicko a 5 minut promyvala preparaty v 1% Triton X v 0,1x
SSC pii 62°C. Poté jsem je kratce oplachla v 1% Kodak PhotoFlo (Kodak) v miliQ vod¢ pii
pokojové teploté, po oschnuti nanesla 25 ul DAPI (Sigma-Aldrich) v DABCO (Sigma-
Aldrich) o koncentraci 0,5 pg/ml , prikryla krycim sklickem a zalakovala lakem na nehty.

3.8. ProhliZeni preparati

Preparaty z malpighickych trubic a preparaty z experimentil FISH a CGH jsem prohlizela na
svételném a fluorescen¢nim mikroskopu Zeiss Axioplan 2 microscope (Carl Zeiss Jena,
Némecko), pfi ¢emZ k fluorescenéni mikroskopii jsem pouZivala 3 barevné filtry (pro DAPI a
pro kazdou sondu zvlast’) a cernobilé snimky potizovala pomoci kamery Olympus CCD
XM10 s programem cellSens 1.9 (Olympus, Némecko). Vysledny obraz jsem upravila a

slozila v po¢ita¢i v programu Adobe Photoshop CS6 version 13.0.1.
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4. VYSLEDKY

4.1. Barcoding

Metodu barcoding jsem pouzila pro odliSeni larev druhti Psyche casta a Psyche crassiorella.
Mitochondrialni sekvence cytochrom oxidazy I jsem pfifadila k jedendcti referenénim
sekvencim ziskanym z NCBI GenBank (piiloha 3) v programu MEGA 6.06 (Tamura a kol.,
2013) a s pomoci algorytmu Neighbor-joining se mi podafilo tyto dva druhy spolehlivé
rozeznat — ob¢ rozhodujici vétve mély bootstrapovou podporu 99% (ptiloha 4). Zjistila jsem,
7e naprosta vétsina zkoumanych vzorku patii k druhu Psyche crassiorella, ackoliv na stejné
lokalité sbéru se vyskytovaly i se svym sesterskym druhem. Barcoding se tedy ukazal jako

spolehlivy zptlisob k rozeznani larev téchto druhii a umoznil jejich §irsi analyzu.

4.2. Nepritomnost sex-chromatinu v interfaznich jadrech

Nalezené druhy ¢eledi Psychidae (Taleporia tubulosa, Proutia betulina, Psyche crassiorella,
Dahlica triquetrella a Phalacropterix graslinella) byly testovany na ptfitomnost sex-
chromatinu v polyploidnich jadrech malpighickych trubic. U zadného z danych druhti se sex-

chromatin nevyskytoval ani u samic (obr. 2), ani u samci.
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Obr. 2: Samiéi polyploidni interfazni jadra. Barveno lakto-aceto-orceinem. Métitko = 10 um. A:
Taleporia tubulosa, B: Proutia betulina, C: Psyche crassiorella, D: Dahlica triquetrella a E:

Phalacropterix graslinella.

4.3. PocCet chromosomu

Mitotické preparaty jsem ziskdvala z mozkd,
gonad a samcich imaginalnich diskt. U
vybranych druh@ se mi podatilo urcit pocet
chromosomii - u druhu Taleporia tubulosa
jsem urcila 59/60 chromosomu a u Psyche
crassiorella 61/62 chromosomii, ¢imz jsem
potvrdila jiz znamé vysledky praci Seiler
(1919, 1922). U druhu Proutia betulina dosud
pocet chromosomtll nebyl zndm — ur¢ila jsem

ho na 61/62 chromosomu (obr. 3).

Obr. 3: Mitotické chromosomy samice Proutia betulina. Méfitko = 10 um.
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V pribéhu mé prace jsem se podilela i na uréeni po¢tu chromosomu u mola Satniho, Tineola
bisselliella (Tineoidea) z fylogeneticky blizce ptibuzné ¢eledi Tineidae, u kterého bylo
spocitano 59/60 chromosomi. Tyto vysledky byly jiz zahrnuty do publikace Dalikova a kol.,
(2017).

Dale jsem analyzovala meiotické pachytenni chromosomy a u samic druhu Taleporia
tubulosa, Proutia betulina, Psyche crassiorella a Tineola bisselliella jsem identifikovala Z
univalent (obr. 4). Z druhi Dahlica triquetrella a Phalacropterix graslinella se mi bohuzel

nepodaftilo ziskat ani stadium pachytene, ani mitotické chromosomy.

Obr. 4: Z univalent na sami¢ich pachytennich jadrech. Barveno DAPI. Métitko 10 = um. A: Taleporia

tubulosa, B: Proutia betulina, C: Psyche crassiorella, D: Tineola bisselliella.

4.4. Komparativni genomova hybridizace

Neptitomnost chromosomu W jsem ovétovala pomoci metody CGH. Vzhledem k absenci
sex-chromatinu v jadrech malpighickych trubic a k odlisnym poétim chromosoml mezi
samci a samicemi jsem oc¢ekavala rovnomérnou hybridizaci obou sond. U druhti Taleporia
tubulosa, Proutia betulina a mola Tineola bisselliella se tak skute¢né stalo — ob& sondy
naznacily preparat zcela rovnomérné, bez viditelnych rozdili.

U druhu Psyche crassiorella jsem detekovala terminalni usek chromosomu, ktery byl vyrazné
siln€ji znacen samic¢i sondou (zeleng). Tento jev jsem pozorovala jak u tii samicich, tak u ctyt
samcich preparati, a to véetné preparatu ze samce, z jehoz DNA byla pfipravena samc¢i ¢ast

sondy (obr. 5).
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Obr. 5: Komparativni genomova hybridizace. Méfitko 10 = um. Piekryv samiéi + sam¢i sondy (A,E,|,M,Q);

samci sonda zna¢ena Cervené (B,F,J,N,R); samici sonda znacena zelené (C,G,K,0,S); barveno DAPI

(D,H,L,P,T). Druhy: A-D: samice Taleporia tubulosa, E-H: samice Proutia betulina, I-L : samice Psyche

crassiorella (odlisné znaceny terminalni Gisek oznacen Sipkou), M-P: samec Psyche crassiorella, Q-T: samice

Tineola bisselliella.




4.5. Pocet a poloha Kklastri histonu H3

Pro zjisténi poctu a polohy klastri histonu H3 byla pouzita sonda ziskana PCR amplifikaci
zaklonovaného histonu z druhti Taleporia tubulosa (ten byl pouzit i pro Psyche crassiorella) a
Proutia betulina. Zaklonovany fragment byl sekvenovan, a ziskané sekvence byly po upravé
porovnany v programu MEGA 6.06 (Tamura a kol., 2013). Celkova délka sekvence byla 1
123 bazi, pricemz 85 pozic vykazovalo polymorfismus. Po ptekladu do proteinového kédu

ob¢ sekvence vykazovaly 93% identitu.

Naznacenou sondu jsem pouZila na meiotické preparaty metodou TSA FISH. U druhil
Taleporia tubulosa, Proutia betulina a Psyche crassiorella jsem u obou pohlavi ur¢ila jeden

velmi silny intersticialni klastr umistény piiblizné ve tietiné autosomu (obr. 6).

Obr. 6: Poloha klastru histonu H3. Pachytenni jadra barvena DAPI, signaly zelené (viz $ipky). Méfitko

=10 um. A: samice Taleporia tubulosa, B: samec Proutia betulina, C: samice Psyche crassiorella.

4.6. Pocet a poloha klastri 18S rDNA

Pro zjisténi poctu a polohy klastrii 18S rDNA byla pouzita sonda z Cydia pomonella. Sondu
jsem aplikovala na meiotické preparaty metodou nepiimé FISH. U druhu Taleporia tubulosa
jsem identifikovala tfi silné klastry, prokazateln¢ umisténé na stejném bivalentu autosomti.
Tyto klastry byly umistény intersticialng, s pravidelnymi rozestupy od sebe. Ctvrty klastr byl

velmi slaby; na nékterych jadrech nebyl viibec patrny a vyskytoval se na jiném autosomu
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(jeho polohu bohuzel nebylo mozné urcit). U druhu Proutia betulina jsem nalezla ¢tyfi
terminalni klastry, z toho dva umisténé na opacnych koncich stejného autosomalniho
bivalentu, a dva lezici na odlisnych autosomech. K podobnym vysledkiim jsem dospéla i u
posledniho druhu Psyche crassiorella, kde jsem také urcila ¢tyfi silné terminalné umisténé
klastry, které pravdépodobné lezi na rozdilnych chromosomech. U druhu Tineola bisselliella
jsem identifikovala jeden silny klastr na pachytennich bivalentech, ktery odpovidal dvéma
klastrim na mitotickych chromosomech — potvrdila jsem tak vysledek prace Hladova (2015),

ktera detekovala jeden intersticialni klastr (obr. 7).

Obr. 7: Poloha klastrt rDNA. Pachytenni jadra barvena DAPI, signaly ¢ervené. Métitko = 10 um. A:

samice Taleporia tubulosa, B: samec Proutia betulina, C: samec Psyche crassiorella, D: samice

Tineola bisselliella.
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5. DISKUZE

Celed vakonosi (Psychidae) byla az do sou¢asné doby z pohledu cytogenetiky studovana jen
ziidka; o karyotypu jednotlivych druhti vakonosu je znamo velmi malo. Jednim z cilii této
prace proto bylo provést zakladni cytogeneticky screening pomoci ovétenych marker (histonu
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screeningu zahrnula i zastupce piibuzné ¢eledi molovitych (Tineidae), Tineola bisselliella.

5.1. Pocet a poloha klastri histonu H3

Sekvenovani zaklonovanych fragmentt histonu H3 odhalilo mezi P. betulina a T. tubulosa
93% shodu v proteinové sekvenci. Takto vysoka shoda ale neni u histonil vyjimkou — sekvence
histonii je siln¢ konzervovany i mezi fylogeneticky mnohem vzdalen€j§imi druhy diky
purifikujici selekci (Waterborg, 2012). Neméné konzervovand zistava také pocetnost a
distribuce klastri, které¢ geny histonu H3 tvofi na chromosomech. Potvrzuji to i vysledky mé
prace, kde jsem u druht T. tubulosa, P. betulina a P. crassiorella shodné nalezla jeden silny
intersticidlni klastr, umistény pfiblizn€ ve tfetin€ bivalentu autosomi, a to u obou pohlavi. V

ramci skupiny vakonosi tedy vysledky screeningu naznacuji spise stabililni karyotyp.

Zda se, ze tento vzorec vakonosi sdili s nékolika dalSimi skupinami motyli: jediny intersticidlni
klastr byl v ramci diplomové prace 1. Hladové (2015) detekovan napti¢ skupinou Ditrysia, napf.
u mola Tineola bisselliella (Tineidae), u klinénky Cameraria ohridella (Gracillariidae), u
babocky Aglais urticae (Nymphalidae), u zavijeCe Ephestia kuehniella (Pyralidae), u
modelového bource Bombyx mori (Bombycidae) a mnoha dalSich. U péti druhl obalect
Tortricidae ke stejnym vysledkiim dospéla Sichova a kol., (2013). Jako &asta alternativa k
intersticidlnimu klastru se objevuje klastr terminélni, ktery byl pozorovan napt. u zaptednicka
Plutella xylostella (Pluteliidae) nebo u bélaska Pieris brassicae (Pieridae). Co se tyc¢e non-
ditrysijnich motyld, jeden intersticialni klastr se vyskytoval u dvou druhti hrotnokiidlect
(Hepialidae) a jeden terminalni klastr u minovni¢ka Tischeria ekebladella (Tischeriidae).

Vyjimku z pravidla pfedstavuji mimo jiné motyli rodu Leptidea (Pieridae), kde bylo v
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souvislosti s dynamickou karyotypovou evoluci pozorovano néckolikandasobné zmnozeni
histonovych klastrii a dokonce vnitrodruhova variabilita v jejich poctu. Zajimavé srovnani s
celou skupinou motylt pak poskytuje zastupce sesterského fadu chrostik Glyphotaelius
pellucidus, u kterého byly popsany tii terminalni klastry (Hladova, 2015; Sichova a kol., 2015).
Odhlédneme-li od téchto vzacnych odchylek, mizeme na zakladé dostupnych dat tvrdit, ze
jediny klastr gentt H3 je u motyll spole¢nym znakem. Ackoliv zatim nelze urcit, zda je ptivodni
lokalizace intersticialni ¢i termindlni, jejich vyvazeny vyskyt naznaCuje relativné cCasté

chromosomalni inverze na daném chromosomu.

5.2. Pocet a poloha klastri 18S rDNA

Evoluce klastri 18S rDNA je v porovnani s histonovymi klastry mnohem dynamictéjsi, a
neni zcela zavisla na piipadnych chromosomalnich pfestavbach. Piesto jejich distribuce
poskytuje uzite¢né informace napiiklad o aktivit€¢ mobilnich elementi v genomu, pfipadné ji
lze vyuzit k identifikaci chromosomil u dané¢ho druhu. Navic, sekvence 18S rDNA zistava
evoluéné siln€ konzervovand, coz umoziluje aplikaci sondy z jednoho druhu na dalsi piibuzné

druhy.

Vysledky této prace odhalily u vSech druhii vakonost ¢tyfti klastry rDNA, které se ale odlisuji
svou velikosti i lokalizaci. U druhti Proutia betulina a Psyche crassiorella jsem shodné
identifikovala Ctyfi stejné velké terminalni klastry, pticemz u P. betulina byly dva z nich
prokazatelné lokalizovany na opa¢nych koncich téhoz chromosomu. U P. crassiorella zatim
nelze detailngji urcit jejich vzajemnou polohu; na zakladé dostupnych vysledku se ale spise
bude jednat o ¢tyfi rizné lokalizované terminalni klastry. Nejzajimavéjsi distribuci klastrt
jsem pozorovala u Taleporia tubulosa, kde byly tfi stejné velké klastry rDNA umistény
intersticialné na jednom chromosomu. Ctvrty klastr byl velmi slaby a nebylo mozné ho
detekovat na kazdém jadru, coZ zde pravdépodobné znamena nizky pocet kopii rDNA gend.
U mola Tineola bisselliella jsem potvrdila jiz znamy jeden intersticialni klastr (Hladova,
2015).

30



Jak vyplyva ze systematickych studii Hladova (2015) a Nguyen a kol. (2009), nej¢astéji se u
motylii objevuje pouze jeden, ptipadné dva klastry rDNA, a to bez zjevné souvislosti s
fylogenetickou pozici daného druhu. Jeden intersticialni klastr byl kromé T. bisselliella
pozorovan napf. u minovnicka Tischeria ekebladella (Tischeriidae) nebo u bource Bombyx
mori (Bombycidae); jeden terminalni klastr pak u chrostika Glyphotaelius pellucidus, u
zapiednicka Plutella xylostella (Pluteliidae) nebo u bélaska Pieris brassicae (Pieridae). Dva
terminalni klastry se vyskytuji napf. u hrotnokiidlece Phymatopus californicus (Hepialidae)
nebo u zavijece Ephestia kuehniella (Pyralidae). Objevuji se ale i kuridzni ptipady, jakym je

babocka Inachis io (Nymphalidae) se svymi jedenacti klastry.

V porovnani se ziskanymi vysledky této prace je ziejmé, zZe Ctyfi klastry u vakonost
pravdépodobné budou odvozenym stavem, a mohly by mit souvislost bud’ s rozsahlymi
chromosomalnimi pfestavbami (Cemuz ale nenasvédcuje ani zachovany pocéet chromosomt,
ani distribuce klastru H3) a nebo s vysokou aktivitou mobilnich elementti v jejich genomu,
ptipadné s vyssi frekvenci ektopické rekombinace mezi nehomolognimi chromosomy. V
zadné z dostupnych studii jsem nenalezla ptipad podobny T. tubulosa, kdy by se tfi klastry
nalézaly na témze chromosomu. Vzhledem k tomu, Ze tento druh ma ve srovnani

s ancestralnim karyotypem motylii redukovany pocet chromosomt, je mozné, ze lokalizace tii
klastru rDNA na jednom chromosomu vypovida o davné fuzi, pokud pfitomnost téchto klastri
nebyla dokonce jeji pficinou. Této skute¢nosti navic bude v budoucim vyzkumu mozné vyuzit
ke spolehlivé identifikaci daného chromosomu. U P. crassiorella a P. betulina jsem
pozorovala analogii se zavijeCem Ostrinia nubilalis (Pyralidae) u které¢ho byly nalezeny ¢tyfti
terminalni klastry — vzhledem k jejich vzajemné fylogenetické pozici se ale pravdépodobné

jedna o pouhou shodu nahod.

5.3. Absence chromosomu W

Hlavni motivaci této prace bylo ovéfit absenci chromosomu W u vakonosu. Tato skupina je
vzhledem ke své fylogenetické pozici klicova pro pochopeni vzniku chromosomu W u motyla

(viz kapitola 1.2. Pohlavni chromosomy motylli; shrnuto v Dalikova a kol., 2017). Obecné
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uznavand teorie o jeho vzniku tvrdi, ze chromosom W vznikl jiz u spole¢ného piedka
Tischeriidae a Ditrysia (tzn. Euheteroneura). Pokud by tomu tak skute¢né bylo, mél by byt
chromosom W pfitomen i u bazalnich skupin Ditrysia, tzn. u vakonost, u jejich sesterské

skupiny molovitych (Tineidae) nebo u skupiny Meessiidae (obr. 8).

Tischeriidae
Meessiidae
Euheteroneura Psychidae
Ditrysia/ Tineidae

Gracillariidae
Plutellidae
ostatni Ditrysia

Obr.8: Zjednodusené fylogenetické vztahy Euheteroneura. Pievzato z Dalikova a kol. (2017),

pfepracovano.

Bohuzel, toto tvrzeni je v rozporu s n¢kolika neptimymi dikazy o jeho absenci; primarné se
jedna o lichy pocet chromosomu u samic vakonos$u (Seiler, 1919), a sekundarné o absenci sex-
chromatinu v somatickych jadrech vakono$i a molt (Traut a Marec, 1996). Na bazi téchto
studii ale nelze ptitomnost chromosomu W definitivné vyloudit — pokud by totiz W tvofil
trivalent s dvéma Z, jako je tomu napft. u hrotnokftidlece P. californicus (Volenikova, 2015),
byl by pocet chromosomil stale lichy; pokud by navic W vznikl fizi s autosomem, nemusel by
obsahovat vétsi mnozstvi heterochromatinu a tim padem by netvotil sex-chromatin (Brown a

Bachtrog, 2014; Volenikova, 2015).

Vysledky této prace vSak jasn€ podpotily ptivodni domnénku o absenci W u vakono$u. Analyza
polyploidnich interfaznich jader somatickych bunék jednoznaéné vyloucila ptitomnost sex-
chromatinu u v8ech péti zkoumanych druhii vakonosii a u jednoho mola, a to u obou pohlavi.
U ¢tyi druhii (vakonost Taleporia tubulosa, Proutia betulina, Psyche crassiorella a mola
Tineola bisselliella) se mi podatilo ziskat dostatek materialu pro dukladnou cytogenetickou

analyzu, kterd dale rozsifila dikazy o absenci W. Prvnim nepifimym dikazem byl pocet
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chromosomti — ten byl znam jiz na pocatku 20. stoleti u druht T. tubulosa (59/60) a P.
crassiorella (61/62) (Seiler, 1919 a 1922). M4 prace tento pocet chromosomu potvrdila, a navic
pfinesla zcela nové poznatky o poctu chromosomi u P. betulina (61/62) a u T. bisselliella
(59/60). Tyto vysledky dobie koreluji s modalnim a pravdépodobné ancestralnim poctem
chromosomil u motyli (n=31) (Lukhtanov, 2000). Nicmén¢, lichy pocet chromosomul u samic

je zde prvotnim naznakem absence W.

Nejzasadnéjsi dukazy v tomto ohledu pfinesla komparativni genomova hybridizace (CGH) na
samicich pachytennich chromosomech. U vSech druhti, které byly podrobeny detailnéjsi
cytogenetické analyze, tato metoda zcela jasné vyloucila pfitomnost diferencovaného
chromosomu W. Navic zde byl velmi dobfe patrny Z univalent, ktery se u samcii nevyskytoval.
V kombinaci s po€ty chromosomtl a chybéjicim sex-chromatinem se tak jedna o celistvy a

dostate¢né spolehlivy dukaz absence W u zkoumanych vakonos$t a u mola T. bisselliella.

Zajimavy nahled do rozdilné skladby karyotypu mezi jedinci poskytly vysledky CGH u P.
crassiorella. Zelena samici sonda totiz opakované oznacila u ur¢itého bivalentu terminalni ¢ast.
Prvotni domnénka, ze by se mohlo jednat o sekvenci specifickou pro samice (tzn. naptiklad o
cast W), byla zidhy vylouCena provedenim experimentu na samcich pachytennich
chromosomech, a to v¢etné samce, ze kterého byla pfipravena saméi ¢ast sondy. Vysledek byl
u vSech experimentl shodny. Existuje nékolik moZznych vysvétleni tohoto jevu, pficemz nejvice
pravdépodobnou verzi je repetitivni DNA, kterd by se v rdmci vnitrodruhové variability
vyskytovala ve vice kopiich u konkrétni samice nez u samce, ze které¢ho byla pfipravena sonda.
Vnitrodruhov4 variabilita poctu repetitivnich sekvenci je zcela béZnym jevem — jeji existence
byla mnohokrat popsana bez u€inki na fenotyp (rutinné je vyuZzivana i pro identifikaci osob pti
forenzni genetice), ale i jako ptivodce lidské Huntingtonovy choroby (Budworth a McMurray,
2013). Pro potvrzeni jedné z hypotéz bude nezbytné provést dalsi experimenty CGH na Sir§im

vzorku z daného druhu, a to za pouziti riznych sond z vice jedinci.

Alternativnim vysvétlenim by mohla byt fize autosomu s B chromosomem. Podobny piipad
byl pozorovan napiiklad u sarancete Eyprepocnemis plorans, kde fazi B chromosomu s

autosomem doslo k aktivaci latentniho NOR (Camacho a kol., 2003). V budoucim vyzkumu by
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bylo vhodné provést FISH s telomerickou sondou, ktera by mohla detekovat piipadné

intersticialni telomerické sekvence a pomohla tak ptipadnou fuzi odhalit.

5.4. Vyznam prace pro teorii o vzniku W

Vysledky mé diplomové prace potvrzuji absenci chromosomu W u vakono$t a mola. Pro tuto
skute¢nost pfipadaji v avahu dvé mozna vysvétleni: sekundarni ztrata chromosomu W u
nékterych skupin nebo nezavisly vznik nékolika variant chromosomu W. Otazkou vsak stale
zustava, kdy tento chromosom W vznikl - zda skute¢né az u skupiny Euheteroneura, jak se
obecné tvrdi, anebo jiz mnohem diive, ¢emuz by nasvédcovala jeho pfitomnost u bazalnich
motyll Hepialidae. V tom ptipad€ by ale muselo dojit k sekundérni ztraté i u dalSich skupin
jako jsou napft. Adelidae, u nichz byla absence W prokazana az velice nedavno v praci Fraisse
a kol. (2017), nebo u Nepticulidae a Incurvariidae, u nichz se absence W pouze predpoklada na
zakladé¢ chybgjiciho sex-chromatinu (obr. 9).

sex chromosom
chromatin w
pfitomen pfitomen
Trichoptera - -
0=3' Micropterigidae - .
- n=32_ Eriocraniidae - n.d.
Lepidoptera (n=31) 0232 Hepialidae - +
n=31 . .

Glossata (n=31 or n=32) Nepticulidae - n.d.
. n=? _ Adelidae . -

Coelolepida (n=31 or n=32)
Incurvariidae - n.d.

Heteroneuran=11
Ll Palaephatidae n.d. n.d.
Tischeriidae + +
Meessiidae n.d. n.d.
Euheteroneura (n=31) Psychidae - -

/ﬂ 4

Ditrysia (n=31) Tineidae - -
Gracillariidae + +
Plutellidae + +
ostatni Ditrysia +/- +f-*

Obr. 9: Zjednodusené fylogenetické vztahy mezi skupinami fadu Lepidoptera, ptitomnost W u jednotlivych

skupin, modalni pocty chromosomi a mozny puvod spolecného W, za ptredpokladu sekundarnich ztrat.
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Vysvétlivky: Cervené (Celedi testované v této praci), - (Sex-chromatin/W nepiitomno), + (sex-chromatin/W
pfitomno), n.d. (neuréeno), n (haploidni pocet chromosomtl), cerveny krouzek (jedna z moznosti vzniku W),
hvézdic¢ka (ne v8echny druhy testované na sex-chromatin byly podrobeny i cytogenetické analyze). Pfevzato z

Dalikova a kol., 2017; pfepracovano.

Dal$im moznym vysvétlenim absence W u vakonosii a moli mize byt nezéavisly vznik
chromosomut W nejprve u Hepialidae, pak u Tischeriidae a pozdéji u Ditrysia, poté co doslo k
odstépeni bazalnich skupin (dale jen pokrocild Ditrysia) (Dalikova a kol., 2017;Traut a Marec,
1996).

V kazdém pfipadé¢ by mechanismem vzniku W mohla byt bud fuze chromosomu
Z s autosomem, nebo adopce B chromosomu, ktery se zacal parovat s chromosomem Z.
V piipad€ nezavislého vzniku nckolika variant W by se pak tyto udélosti u riznych skupin
musely opakovat nebo kombinovat. Zda chromosom W vznikl pouze jednou (Euheteroneura)
nebo dvakrat (Tischeriidae + pokrocila Ditrysia), a zda pochazi z B chromosomu ¢i z faze Z s
autosomem se pokusili ve své praci zjistit Dalikova a kol. (2017), ktefi mapovali syntenii gent
na chromosomu Z. Podafilo se jim vyloucit moznost, ze chromosom W vznikl nezévisle u
pokrocilych Ditrysia fuzi autosomu a chromosomu Z. Pokud by tomu tak bylo, musely by se
nékteré z vybranych gent vyskytovat u bazalnich Ditrysia na autosomech — coz tato prace
presveédcive vyvratila, a naopak potvrdila mezi témito skupinami konzervovanou syntenii genti
lezicich na Z. Na zéklad¢ nizsi parsimonie dale zavrhuji jediny vznik W, nebot’” takova udalost
by vyzadovala jeden vznik W a pozdé&ji jeho dvé nezavislé ztraty u Psychidae a Tineidae.
Navrhuji tedy nezéavisly vznik W u Tischeriidae a u pokrocilych Ditrysia, a to bud
mechanismem nezéavislé adopce B chromosomu u obou skupin, anebo fuzi autosomu
s chromosomem Z u Tischeriidae v kombinaci s adopci B chromosomu u pokrocilych Ditrysia
(obr. 10).
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a) Dvé nezdvislé adopce B chromosomd b) Fuze Z a autosomu + adopce B chromosomu

Tischeriidae Psychidae Tineidae pokrocila

pokrotila 7 Wi Ditrysia
Tischeriidae Psychidae Tineidae  Ditrysia
Z Wi Z 4 5z w2 > 2 7 wo
3
g
8
.
.

A adopce B chromosomu
adopce B chromosomu

~

adopce B chromosomu Ditrysia flize Z a autosomu

w Ditrysia

Obr. 10: Navrzené mechanismy nezavislého vzniku W u Tischeriidae a pokrocilych Ditrysia. Pievzato

z Dalikova a kol. (2017), pepracovano.

Autofi prace se navic pifiklanéji k druhé varianté (obr. 10b), a to kvili snizenému poctu
chromosomti pozorovanému u skupiny Tischeriidae, naznacujicim zvys$enou pravdépodobnost
chromosomalnich fuzi. Narozdil od této studie, nejnovéjsi prace Fraisse a kol. (2017) se priklani
ke vzniku W z B chromosomu na zaklad¢ zjisténé vysoké konzervovanosti chromosomu
Z napii¢ skupinou motylt, pficemz navrhuje dvé€ varianty jeho ptavodu: skupinu Euheteroneura,
nebo nékterou ze skupin bazalnich motyll. Neni totiZ mozné ignorovat skute¢nost, Ze nékolik
vySetfenych hrotnoktidlecti Hepialidae chromosom W ma — Vv jejich ptipad¢€ ptipadd v ivahu
bud’ nezavisly vznik jedné z variant W, anebo vznik jediného ptivodniho W: tato hypotéza je
vSak méné parsimonicka, protoze predpoklada vétsi mnozstvi sekundarnich ztrat chromosomu

W.

Pro komplexni pochopeni evoluce chromosomu W bude potieba smérovat vyzkum k bazalnim
skupindm motyld, a dale k bazalnim Ditrysia, jako jsou napiiklad Meessiidae. V prvni fad¢ je
nezbytné ovéfit u nich ne/pfitomnost chromosomu W spolehlivymi cytogenetickymi
technikami a provést rozsahlejsi studii syntenie genti na chromosomu Z u bazalnich druht
motyll. Navic, informace o absenci sex-chromatinu u mnoha skupin (v¢etné vakonost a moli)
pochézeji z velmi tizkého vzorku druhti, a nemusi platit pro dalsi druhy v dané skuping. Proto

bude nutné rozsifit mnozstvi testovanych druhti v ramci jednotlivych celedi.
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6. ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo ovéfit absenci chromosomu W u vakonostu Psychidae. Pro tyto
ucely byla u péti druhii vakonosu (T. tubulosa, P. betulina, P. crassiorella, D. triquetrella a P.
grasslinella) analyzovana polyploidni interfazni jadra, u nichz byla jednozna¢né vyloucena
pifitomnost sex-chromatinu. Dale byl u tii druht vakono$u (T. tubulosa, P. betulina a P.
crassiorella) a jednoho druhu mola (T. bisselliella) analyzovan pocet chromosomi. U zbylych
dvou druht se bohuZzel nepodafilo ziskat mitotické a meiotické preparaty, tudiz nebylo mozné
provést detailnéjsi analyzu. U dvou druhti vakonost (T. tubulosa a P. crassiorella) byl potvrzen
jiz znamy stav, a u druhd P. betulina (n=31) a T. bisselliella (n=30) byl nové uren na zakladé
mitotickych preparati.

Nejdulezitéjsi dukazy piinesla pfima cytogeneticka analyza pachytennich chromosomt — u
vSech Cétyf vySe zminénych druhd jsem u samic identifikovala Z univalent, a metoda
komparativni genomové hybridizace definitivné vyloucila pfitomnost diferencovaného
chromosomu W. U druhu P. crassiorella jsem navic detekovala terminalni ¢ast chromosomu,
ktera byla jak na samicich tak na samcich preparatech vyraznéji oznacena samici sondou.
Vyloucila jsem variantu, Ze by se mohlo jednat o sekvence specifické pro samice — moznymi
vysvétlenimi zustava vnitrodruhova variabilita v poctu repetitivnich sekvenci, anebo fuze
autosomu s B chromosomem.

Soucasti mé prace dale bylo provést zdkladni cytogeneticky screening karyotypu, a urcit pocet
a polohu klastrd histonu H3 a 18S rDNA. U tii druht vakonosu (T. tubulosa, P. betulina a P.
crassiorella) jsem urcila pfitomnost jediného intersticialniho klastru H3. Tyto vysledky jsou
shodné s jednim intersticialnim klastrem u T. biselliella, ktery byl ur¢en v praci Hladova (2015),
a celkové koreluji se znamymi vysledky u dalSich druhd motylt, ¢imz podporuji predstavu o
konzervativnim chovani klastrti histonu H3. U stejnych druh a u mola T. biselliella jsem
urCovala i pocet a lokalizaci klastri 18S rDNA. Vysledek T. bisselliella byl shodny s praci
Hladova (2015), kde jsem potvrdila jeden intersticialni klastr. Druhy P. betulina a P.
crassiorella mé¢ly shodny pocet terminalné umisténych klastri (¢tyfi), u druhu P. betulina navic
dva z nich leZely na opacnych koncich téhoz chromosomu. Zajimavou distribuci klastrti jsem
pozorovala u T. tubulosa, kde byly tfi silné klastry intersticialné lokalizovany na stejném

chromosomu. Ctvrty klastr o nizkém poétu kopii bylo obtizné detekovat a jeho poloha ziistala
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neurcena. V porovnani s dalsimi druhy z dostupnych studii se jedna o zcela unikatni distribuci,
a celkové se pocet klastri rDNA u vakonost zda vysSi nez je mezi motyly obvyklé.
Pravdépodobné se zde jedna o odvozeny stav, ktery mlze naznacovat aktivitu mobilnich
elementii v genomu nebo casté ektopické rekombinace.

Zaverem tedy mohu fici, Ze jsem uspésné provedla screening karyotypu a urcila polohu a pocet
klastrii histonu H3 a 18S rDNA u vybranych druht. Hlavné se mi ale podafilo poskytnout
dostatek pfimych i nepfimych dukazi, které jednozna¢né potvrzuji absenci chromosomu W u

vakonosi, a pfispét tak ke komplexnim znalostem o jeho piivodu.
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8. PRILOHY

Priloha 1: Primery pouZzité pro barcoding

FORWARD: ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG
REVERSE: TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA

Priloha 2: Degenerované primery pro amplifikaci a znaceni histonu H3

FORWARD: ATGGCNCGTACNAARCARAC

REVERSE: TANGCACGYTCNCGGAT

Priloha 3: Tabulka referen¢nich sekvenci COI z NCBI GenBank

Tab.1: Referenéni sekvence

Druh

Psyche casta
Psyche casta
Psyche casta
Psyche casta
Psyche casta
Psyche crassiorella
Psyche crassiorella
Psyche crassiorella
Psyche crassiorella
Psyche crassiorella

Taleporia tubulosa

KX046141.1
KX046322.1
KX046322.1
KX047398.1
KX045691.1
KX047109.1
KX046104.1
KX045973.1
KX043231.1
KX045663.1
KX045712.1

Pristupovy kéd NCBI
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Priloha 4: Fylogeneticky strom rozliSujici druhy

W15
KX043231.1 Psyche crassiorella
W16
k20
F7
F11
F21
gs| F22
F25
F26
F28
Fod
# fm12
10
F18
2 |F19
k0471091 Psyche crassiorella
i 66‘| k0461041 Psyche crassiorella
FE045973.1 Psyehe crassiorella
KX045663.1 Psyche crassiorella
— M3
kA5 1
k2
a9
kX045691.1 Psyche casta
kX046141.1 Psyche casta
* kHO46322.1 Peyche casta
kX047398.1 Psyche casta
kX044743.1 Peyche casta

k0457121 Taleporia tubulosa

0.020

Rozliseni druhii Psyche casta a Psyche crassiorella metodou barcoding, Taleporia tubulosa pouzita
jako vnéjsi skupina (outgroup). Vysvétlivky: M = samec, F = samice.
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