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1. Uvod

1.1. Evoluce pohlavnich chromosomu

Pohlavni chromosomy jsou vyznamnou soucasti genomti mnoha organismi a hraji dilezitou
roli v evolu¢nich procesech jako pohlavni vybér ¢i speciace. V prubéhu evoluce se vyvinuly zcela
nezavisle u riznych druhd rostlin a zivocichli, coz nasvédcuje tomu, Ze jejich utvafeni ovliviuji
podobné sily (Charlesworth 1996).

Soudi se, ze pohlavni chromosomy vznikly z ptivodné¢ homologniho paru autosomi poté, co
jeden z partnera ziskal gen determinujici pohlavi jedince. V dalSim kroku pak selekce preferovala
st¢hovani sexudlné antagonistickych gent, tj. vyhodnych pro jedno ale Skodlivych pro druhé pohlavi,
do vazby k pfislusnému genu. Jelikoz genetickda rekombinace narusuje vazebnou nerovnovahu alel
téchto gend, je evoluéné velmi vyhodné zabranit rekombinaci v daném lokusu chromosomalnimi
prestavbami tak, aby nedoslo ke ztrat€¢ vyhod plynoucich ze dvou oddélenych pohlavi (Bergero a
Charlesworth 2009). Restrikce rekombinace mezi pohlavnimi chromosomy pak v kone¢ném disledku
vede k degeneraci funkcnich gend a Sifeni repetitivnich sekvenci u pohlavné specifickych
chromosomtl, chromosomu Y v systémech uréeni pohlavi typu XY/XX a chromosomu W v systémech
typu WZ/ZZ (Bachtrog 2006, Vitkova a kol. 2007, Bergero a Charlesworth 2009).

Degenerace heteromorfnich chromosomu je zptisobena hned nékolika soubézné plisobicimi
mechanismy. Prvnim znich je proces znamy jako Miillerova rohatka (“Miillers ratchet”), tj.
nendvratné hromadéni mirné Skodlivych a neutralnich alel v populaci v disledku genetického driftu.
Jinymi slovy, pokud je rychlost vzniku mutaci dostate¢né vysokd, chromosomy bez mutaci budou
pfitomny v populaci pouze v nizké frekvenci a vlivem genetického driftu budou ztraceny.
Chromosomy se do plvodniho stavu mohou dostat pouze zpétnou mutaci, jejiz vyskyt je vysoce
nepravdépodobny (Charlesworth a Charlesworth 1997). Dal§im jevem podilejicim se na upadku
pohlavnich chromosomi je geneticky draft nazyvany téz evolucni svezeni se (“genetic hitchhiking”),
kdy vyhodna mutace zapficini fixaci vSech skodlivych mutaci, které jsou s ni v tésné vazbé (Rice
1987, Bachtrog a Gordo 2004). Tietim a nemén¢ dilezitym mechanismem degenerace je selekce
na pozadi (“background selection™). Pfi této selekci jsou neutradlni mutace odstranény z genofondu
populace diky tomu, Ze se nachazeji na chromosomu v blizkosti nové vzniklé selekéné negativni
mutace a jsou eliminovany spolu s ni. Tento jev vede ke snizeni efektivni velikosti populace (N,)
chromosomu Y, ¢imz posiluje vliv genetického driftu na fixaci Skodlivych mutaci (Charlesworth
1994). Relativni vyznam téchto modelti v§ak neni dosud zcela jasny a mize se liSit mezi organismy
(Charlesworth and Charlesworth 2000, Bachtrog 2004, Bachtrog 2006).

Vysledkem degenerace pohlavnich chromosomi Y a W je vznik pseudogend a hromadéni
repetitivnich sekvenci, zejména transposonti (Steinemann a Steinemann 2005), tvoficich Casto rozsahlé
bloky heterochromatinu. Na chromosomu Y se vSak nachazi i nezanedbatelné mnozstvi funkénich

gend, z nichZ se u zivocichtl vétSina exprimuje ve varlatech (Ellegren 2011). Pfi absenci rekombinace
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by vSak tyto geny byly odsouzeny k zaniku, a to procesy zminénymi vyse v textu. V pribchu evoluce
se tedy zakonité musely vyvinout mechanismy zabranujici degeneraci téchto klicovych genti. Rozsahlé
sekvenacni studie lidského chromosomu Y odhalily vjeho nerekombinujici casti 8 prakticky
identickych palindromickych sekvenci. Jejich vysoka mira homologie je udrzovana genovou konverzi
a prave ta slouzi k ptipadné opravé mutované alely na alelu ptivodni (Rozen a kol. 2003, Skaletsky a
kol. 2003).

Znatna divergence heteromorfnich chromosomti v prubéhu evoluce byla potvrzena
mezidruhovymi srovnavacimi analyzami. Hughes a kol. (2010) srovnavali Y chromosomy Simpanze a
clovéka a potvrdili znacné rozdily v jejich slozeni. Tyto zmény zahrnovaly expanzi palindromickych
sekvenci a velké ztraty genti kodujicich proteiny. To samé potvrdili Koerich a kol. (2008) u octomilek
rodu Drosophila. Podobna data jsou v systémech urceni pohlavi typu WZ/ZZ stale vzacna. Vitkova a
kol. (2007) v8ak za pomoci malovaci sondy poukazali na rychlou ztratu homologie mezi sekvencemi

chromosomu W u blizce ptibuznych druhlt motyli z ¢eledi Pyralidae (zavijecCoviti).

1.2. Homogametické pohlavni chromosomy

Na rozdil od svych parovacich partnert se homogametické pohlavni chromosomy, X nebo Z,
mnohem vice podobaji svym autosomalnim piedkiim. Pfesto se od nich v nékterych ohledech
vyznamné¢ lisi. Naptiklad u chromosomu X je ve srovnani s autosomy rozdil v genovém obsahu, ktery
je dany jeho hemizygotni konstituci u samci. Kazda nové vznikla recesivni mutace, ktera samci
prinasi alespon ¢astecnou reprodukéni vyhodu, je v heterozygotnim stavu piimo vystavena selekci a
proto rychleji fixovana. Dusledkem toho by mélo dochazet k tzv. maskulinizaci chromosomu X, tj.
akumulaci gend prospéSnych pro samce na chromosomu X (Rice 1984). Na druhou stranu vSak
chromosom X stravi dvé tietiny svého evolu¢niho putovani v samici a pouze jednu tietinu v samci.
Selekce ma tedy mnohem vétsi Sanci plisobit na geny zvyhodnujici samice a naopak feminizovat
chromosom X (Rice 1984).

Homomorfni pohlavni chromosomy se od autosomut odliSuji také svou efektivni velikosti
populace (N,). Za predpokladu stejného mnozstvi rozmnozujicich se samcii a samic odpovida efektivni
velikost populace chromosomi X/Z (N.x;) tfem ctvrtindm efektivni velikosti autosomi (N.4).
Nicméné velikost efektivni populace chromosomu X je ovlivnéna rozdily v reprodukénim uspéchu
jednotlivych pohlavi. Vyssi rozdil v reprodukénim uspéchu zvysi N,y u druhi se samcim
heterogametickym pohlavim a naopak snizi N,z u druhd se sami¢im heterogametickym pohlavim
(Vicoso a Charlesworth 2009).

Diferenciace pohlavnich chromosomli zplsobuje problémy v genové davce. Geny
lokalizované na parovém chromosomu jsou v homogametickém pohlavi pfitomny ve dvou kopiich,
zatimco u pohlavi heterogametického pouze v kopii jedné. Zachovani stalé hladiny exprese u obou
pohlavi fesi nékteré organismy tzv. kompenzaci genové davky. Rizné organismy vyuzivaji odlisné

mechanismy kompenzace. Nejlépe je tento mechanismus prozkouman u savet a octomilky Drosophila
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melanogaster. U savcil nejCastéji dochdzi k nahodné inaktivaci chromosomu X u samic (Lyon 1961).
Vyjimku tvoii vacnatci, kde se preferencné inaktivuje chromosom X zdédény od otce (Cooper a kol.
1993). Octomilka fes$i problém genové davky zdvojnasobenim exprese gent lokalizovanych na
chromosomu X u samci (Baker a kol. 1994). U ptakt (systém urCeni pohlavi WZ/ZZ) probiha
kontrola exprese genll vazanych na chromosom Z individualn¢ a lisi se v zavislosti na tkéani a stupni
vyvoje. Ptaci jsou schopni tolerovat nebo vyuZzivat rGzné mnozstvi produktl gent lezicich na
chromosomu Z a genovou davku kompenzuji jen u né€kterych gentl (“gene-by-gene”) zvySenim
exprese podobné, jako je tomu u octomilky (Mank a Ellegren 2009). Naprosta vétSina genli vSak
kompenzaci postrada. Absence kompenzace genové davky byla popsana také u motyld (Johnson a
Turner 1979, Suzuki a kol. 1998, Suzuki a kol. 1999). Detailni studii na toto téma provedli Zha a kol.
(2009). Za pomoci ¢ipové analyzy sledovali miru exprese 579 genl vazanych na pohlavni chromosom
Z bource morusového, Bombyx mori. Ve vSech tkanich byla exprese signifikantné vyssi u samct
v porovnani se samicemi. Také tyto poznatky tedy naznacuji, ze globalni mechanismus kompenzace

genové davky neni k tispéSnému pieziti druhu zapottebi (Mank 2009).

1.3. Sexualné antagonisticka selekce a MSCI

Geny uplatiiujici se v pohlavnim vybéru casto skytaji vyhodu pouze pro jedno pohlavi,
zatimco pro druhé mohou byt $kodlivé. Tyto geny nazyvame sexualné antagonistické. Pro tento typ
genl je vyhodna lokalizace na pohlavnich chromosomech, at’ uz kvili vy$e zminéné hemizygotické
expresi ¢i pohlavné zavislému pienosu (“sex-bias transmission”; Rice 1984). Otazkou vsak ziistava,
jestli preferenéné dochazi k maskulinizaci ¢i feminizaci pohlavniho chromosomu X. Doposud ziskané
vysledky totiz nejsou konzistentni a 1isi se mezi druhy (Vicoso a Charlesworth 2006, Ellegren a Parch
2007).

Chromosom X je u octomilky a had’atka Caenorhabditis elegans obohacen o geny se
specifickou expresi u samic, zatimco geny exprimujici se u samcli jsou na ném vyrazné
podreprezentovany (Parisi a kol. 2003, Ranz a kol. 2003, Reinke a kol 2004). Tento trend je jeSté
vyrazné€j$i u gend exprimovanych v gonadach (Parisi a kol. 2003). U savcl je vSak situace odliSna.
Dvé nezavislé studie prokazali, ze geny exprimované v pribéhu rané spermatogeneze v mySich
varlatech jsou vyznamné obohaceny na pohlavnim chromosomu X (Wang a kol. 2001, Khil a kol.
2004). Geny aktivni v pozdni spermatogenezi se vSak na chromosomu X téméf nenachazely (Khil a
kol. 2004).

U organismi se systémem uréeni pohlavi typu WZ/ZZ je v disledku absence kompenzace
genové davky studium sexualné antagonistické selekce mnohem jednodussi. U kura domaciho bylo
zjisténo, Ze se na chromosomu Z nachazi mnohem vice genl s primarni expresi v mozku samce
(Kaiser a Ellegren 2006, Storchova a Divina 2006). Akumulaci gendi vyhodnych pro saméi pohlavi na
chromosom Z potvrdili i Arunkumar a kol. (2009) pii studiu transkriptomu bource morusového, B.

mori. Odlisnych vysledki se vSak dobral Motkovsky a kol. (2010) pfi srovnani miry exprese samc¢ich
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a samicich genli v zarode¢nych ovaridlnich bunikach kufete. Na chromosomu Z se nachazelo velké
mnozstvi genli se specifickou expresi v somatickych bunkach ovarii, zatimco geny exprimované
v primarnich oocytech na ném byly vyrazné podreprezentovany. Tyto vysledky naznacuji, ze sexualne
antagonisticka selekce vede na chromosomu Z k vét§imu zastoupeni alel vyhodnych pro samice.

Vedle genového obsahu se X chromosom a autosomy lis$i mirou pohybu gent skrze
retrotranspozici (Singh a Petrov 2007). Na rozdil od duplikovanych gent jsou geny vzniklé
retrotranspozici snadno identifikovatelné. DNA retroelementl je totiz nejprve transkribovana do RNA,
potom se pomoci enzymu reverzni transkriptazy opé€t vytvoii kopie DNA, ktera se nasledn¢ muze
integrovat do novych poloh v genomu. Geny duplikované timto zpisobem neobsahuji Zadné introny,
maji poly-A konec a invertované repetice (Ostertag a Kazazian 2001). U savcl a octomilky bylo
provedeno mnozstvi studii, které se zabyvaly osudem retrotranspozici vzniklych geni (shrnuto Betran
a kol. 2004). Betran a kol. (2002) u octomilky zjistili, Ze retropozici vzniklé autosomalni geny
pochézeji ptevazné z chromosomu X. Stejné vysledky byly potvrzeny i u savcil (Emerson a kol. 2004,
Vinckenbosch a kol. 2006), kde vSak soubézné dochazelo k retropozici genti na pohlavni chromosom
X (Emerson a kol. 2004, Potrzebowski a kol. 2010). K akumulaci retropozici vniklych genti dochazi i
na pohlavnim chromosomu Z, coz bylo dokézano u kuiete (Bellott a kol. 2010). Velmi zajimavé je to,
ze vétSina retrogent s ptivodem na pohlavnim chromosomu X se specificky exprimuje v testes (Betran
a kol. 2002, Emerson a kol. 2004, Marques a kol. 2005). U octomilky pét ze Sesti genil vzniklych
retrotranspozici z pohlavniho chromosomu X ma expresi ve varlatech, zatimco jejich rodicovské kopie
tuto pohlavné specifickou expresi postradaji (Betran a kol. 2002).

Za tento ut€k genl z pohlavniho chromosomu X je vedle sexualné antagonistické selekce
zminéné vySe (Wu a Xu 2003) patrné¢ zodpovédny také nedavno popsany fenomén meiotické
inaktivace pohlavnich chromosomt, tzv. MSCI (“meiotic sex chromosome inactivation”). Pfi
meiotické inaktivaci dochazi epigenetickymi modifikacemi histonti k transkripénimu umlceni
nesparovanych oblasti na pohlavnich chromosomech. MSCI je tedy projevem daleko obecnéjsiho
mechanismu - meiotické inaktivace nesparované¢ho chromatinu, tzv. MSUC (“meiotic silencing of
unsynapsed chromatin”). Dusledky inaktivace zpravidla pfetrvavaji jesté dlouho po ukonéeni meiosy
(Namekawa a Lee 2009). MSCI byla popsana u savci (Namekawa a kol. 2006, Hornecker a kol.
2007), sarancete Eyprepocnemis plorans (Cabrero a kol. 2007), octomilky (Hense a kol. 2007),
had’atka (Bean a kol. 2004) a nedavno dokonce i u druhu se systémem urceni pohlavi typu WZ/ZZ,
kufete (Schoenmakers a kol. 2009). Tyto studie naznacuji, Ze pravé MSCI je hlavni pficinou

hromadného exodu gend exprimovanych ve varlatech z pohlavnich chromosomii na autosomy.

1.4. Pohlavni chromosomy a speciace

Pohlavni chromosomy X nebo Z hraji vyznamnou roli i pfi speciaci, ke které dochazi v
disledku tvorby prezygotickych ¢i postzygotickych rozmnozovacich bariér mezi nové vznikajicimi

druhy (Coyne a Orr, 1998).



Prezygotické bariéry pisobi pfed vznikem zygoty a zahrnuji nekompatibilitu gamet,
prostorové nebo casové oddéleni, ¢i jiné ekologické nebo etologické naroky. Z pohledu pohlavnich
chromosomt zde hraje velkou roli pohlavni vybér (Qvarnstrém a Baley 2009). Analyza vysledkt
reciprokych ktizeni ukazala, Ze znaky podléhajici pohlavnimu vybéru jsou ovlivnény geny vazanymi
na pohlavni chromosom X (Reinhold 1998). Nedavna studie vSak vazbu téchto znakd na chromosom
X zpochybnila (Qvarnstrom a Baley 2009). Zajimava je vSak situace u organismi s pohlavnimi
chromosomy Z a W, kde samice preferuji samce s geny prosp&Snymi jejich synim (Albert a Otto
2005). Saether a kol. (2007) u lejskti rodu Ficedula prokazali, ze geny pro preference samic jsou
vazané na pohlavni chromosom Z. To potvrdil i Sperling (1994) u n¢kolika druhd motyli a Iyengar a
kol. (2002) u ptastevnika Utetheisa ornatrix. U organismi se systémem urceni pohlavi typu WZ/ZZ
navic nedochazi ke kompenzaci genové davky na pohlavnich chromosomech (Itoh a kol. 2007).
Z tohoto divodu jsou geny vazané na chromosom Z dvakrat vice exprimované v samcich (ZZ) oproti
samicim (WZ), coz mize vést k akumulaci pohlavné dimorfnich znak podléhajicich pohlavnimu
vybéru na chromosomu Z.

Postzygotické bariéry, jak uz nazev napovida, vznikaji az po oplozeni vajicka a zahrnuji
sterilitu nebo nezivotaschopnost hybridt. Tento typ izolace popisuji Haldanovo a Coynovo pravidlo.
Prvni z nich fika, Zze pokud se v prvni filidlni generaci F; mezidruhovych kiizencl vyskytne jedno
pohlavi se snizenou fertilitou nebo zivotaschopnosti, je to mnohem castéji pohlavi heterogametické
(Haldane 1922). Platnost tohoto pravidla byla prokdzana u Sirokého spektra druhd (Coyne 1992,
Laurie 1997, Presgraves 2002, Price a Bouvier 2002). Vznika pii rozdéleni populace v disledku fixace
odlisnych alel kédujicich ¢leny proteinovych komplexti nebo signalnich drah. Po opétovném spojeni
populace mohou tyto alely v proteinovych interakcich vykazovat nekompatibilitu. Pokud je pro plnou
zivotaschopnost nebo fertilitu jedince dilezita interakce produktli genu z heteromorfniho pohlavniho
chromosomu s autosomalnim genem, budou tyto proteiny uz v generaci F; inkompatibilni s polovinou
svych partnerti a dojde k hybridnimu rozpadu (Turelli a Orr 1995, Turelli a Orr 2000, Presgraves
2002).

Velky efekt chromosomu X na plodnost a zivotaschopnost hybridi se nékdy vysvétluje nejen
jeho hemizygotni konstituci v heterogametickém pohlavi, ale i jeho pfedpokladanym vétSim obsahem
genl zpusobujicich mezidruhovou inkompatibilitu. Toto tzv. Coynovo pravidlo bylo poprvé potvrzeno
u octomilky (Coyne 1984). Teorii velkého vlivu chromosomu X na reprodukéni tspésnost jedince
(“Large-X effect”) dokazuji studie zabyvajici se introgresi chromosomu X jednoho druhu na genetické
pozadi druhu jiného. Masly a Presgraves (2007) na octomilkach ukazali, ze substituce Casti
chromosomu X zptsobuje samci sterilitu v 60 procentech piipadii oproti 18 procentim v piipadé
introgrese podobné velkého autosomalniho useku. Velky vliv chromosomu X byl dokazan i u riznych
poddruhti mysi domaci (Oka a kol. 2004, Storchova a kol. 2004, Good a kol. 2008). Velky efekt

tentokrat vSak chromosomu Z (“Large-Z effect”) byl popsan i u organismi s heterogametickym



urcenim samiciho pohlavi, ptak a motylt (Naisbit a kol. 2002, Saetre a kol. 2003, Ellegren 2009,
Storchova a kol. 2010).

Jednim z moznych vysvétleni velkého efektu chromosomu X je rychlejsi fixace recesivnich
mutaci na tomto chromosomu a tedy vétsi mira divergence chromosomu X v porovnani s autosomy,
tzv. efekt rychlejsitho chromosomu X (“Fast-X effect”) (Charlesworth a kol. 1987, Presgraves 2008).
Jednoduse feceno, nové recesivni mutace nejsou v heterozygotnim stavu maskovany standardni alelou
a okamzit¢ podléhaji selekci. Dalsim dulezitym faktorem ovliviiujici miru selekce je jiz zminéna
efektivni velikost populace (V,) pohlavniho chromosomu X a autosomi ¢i jind sam¢i a sami¢i mutacéni
rychlost v zarodecné linii (Vicoso a Charlesworth 2006). Analogicky to plati i pro systémy
s heterogametickymi samicemi.

Testovani efektu rychlejSiho chromosomu X pfineslo u octomilek rozporuplné vysledky.
Analyzou 254 protein kodujicich sekvenci z Drosophila melanogaster a D. simulans Betancourt a kol.
(2002) prokazali stejnou rychlost adaptivni evoluce, vyjadienou pomérem nesynonymnich a
synonymnich substituci (da/ds) u pohlavniho chromosomu X a autosomi. Absenci efektu rychlejsiho
X potvrdili i Thornton a kol. (2006) v rozsahlé studii zahrnujicim D. melanogaster, D. pseudoobscura,
D. yakuba a D. miranda. Dalsi analyzy ortolognich gend u nékolika druhii octomilek vSak prokazali
vetsi substituéni rychlost na chromosomu X (Counterman a kol. 2004, Singh a kol. 2008). Rychlejsi
adaptivni evoluci vykazovali i duplikované geny vazané na chromosom X (Thornton a Long 2002).
Vysledky u savcl a ptakdl jsou mnohem konzistentnéj$i a u obou druhd prokazatelné¢ dochazi
k rychlejsi evoluci gend vazanych na pohlavni chromosom X/Z (Torgerson a Singh 2003, Borge a kol.
2005, Lu a Wu 2005, Baines a Harr 2007, Mank a kol. 2007). Dle Mank a kol. (2010) neni zrychlena
divergence pohlavniho chromosomu Z u ptaka disledkem selekce, ale spiSe genetického driftu. To je
pravdépodobné zplsobeno asortativnim parovanim, pii kterém si samice vybira samce, coz redukuje
efektivni velikost populace chromosomu Z (N,z) v porovnani s efektivni velikosti populace autosomtl

(Ney). U motylti dosud nebyla takovato studie provedena.

1.5. Evoluce pohlavnich chromosomu motyla

Jak uz bylo zminéno vyse, motyli maji heterogametické samici pohlavi ur¢ené chromosomalni
konstituci WZ nebo Z0, zatimco samci jsou homogameticti s pohlavnimi chromosomy ZZ. Primitivni
druhy motyld spolecné se sesterskou skupinou chrostikd (Trichoptera) sdili chromosomalni konstituci
typu Z0/ZZ, ktera je povazovana za ancestralni. Chromosom W vznikl v evoluci u spole¢ného predka
skupin Tischeriina a Dytrisia zahrnujici 98% vsech zijicich druhti motylt (shrnuto v praci Traut a kol.
2007). V zasadé existuji dvé hypotézy o jeho plivodu. Prvni tvrdi, Ze vznikl z autosomu, jehoz
homolog zfuzoval s plivodnim chromosomem Z za vniku tzv. neo-Z a neo-W chromosomu.(Traut a

Marec 1996). Druha teorie predpoklada, ze chromosom W vznikl z nadpocetného B chromosomu

(Lukhtanov 2000).



Neptimym diikazem pfitomnosti chromosomu W v genomu motylll je pohlavné specifické
heterochromatinové télisko (“sex chromatin™) v interfaznich jadrech samic, které je dobie patrné
v polyploidnich buiikach larev i dospélct. Ve vétsin€ bunek se vyskytuje pouze jedno télisko, které se
zvétSuje s rostoucim stupném polyploidizace. Vyjimku tvofi folikularni a nutritivni bunky, kde se
nachazi celda fada malych télisek (Traut a Marec 1996). U nékterych druhd motylt, jako napiiklad
Orgya antiqua, se chromosom W sklada nejen z heterochromatinu, ale i z velké ¢asti euchromatinu. S
ohledem na nizky pocet chromosomi tohoto druhu se evidentné jednd o chromosom neo-W, ktery
vznikl fuzi ptivodniho chromosomu W s jednim ¢i dvéma autosomy (Traut a Marec 1997, Yoshido a
kol. 2005b). V polyploidnich buiikach pak nalezneme pohlavné specificky heterochromatin rozpadly
do nékolika mens$ich tutvarti. Podobnou fragmentaci miizeme pozorovat i u W-chromosomalnich
mutantnich linii zavijeCe mouéného, Ephestia kuehniella, u kterych byla na chromosom W
traslokovana ¢ast autosomu nebo chromosomu Z (Traut a kol. 1986, Marec a Traut 1994). Jednim
z moznych vysvétleni fragmentace pohlavné specifického heterochromatinu pak mize byt transkripéni
aktivita euchromatinové ¢asti.

Pro srovnavaci studium genomia motyla Ize pouzit dvou metodickych piistupti. Prvni z nich
spoc¢iva v pouziti chromosomalné specifickych malovacich sond pfipravenych ze vzorkt ziskanych
bud’ tfidénim chromosomt (“chromosome sorting”) nebo pomoci laserové mikrodisekce. Takto
pripraven¢ sondy se daji v dalSim kroku vyuzit pro komparativni barveni chromosomt (‘“comparative
chromosome painting”), tzv. Zoo-FISH. Principem Zoo-FISH je hybridizace specifické malovaci
sondy jednoho druhu na chromosomalni preparaty druhu jiného (Scherthan a kol. 1994). Tento
metodicky pristup se velmi osvéd¢il u obratlovcl (Jauch a kol. 1992, Matsuda a kol. 2005, Krylov a
kol. 2010). Podobné studie jsou vSak u motyli velmi vzacné. Vitkova a kol. (2007) vibec poprvé za
pomoci Zoo-FISH potvrdila rychlou divergenci chromosomu W u blizce pfibuznych druhi motyla
z Celedi Pyralidae. Tento experiment bohuzel také poukazal na to, Ze chromosom W neni vhodnym
nastrojem pro srovnavaci studie.

Druhym pfistupem je fyzické mapovani genti pomoci fluorescencni in situ hybridizace
s pouzitim sond odvozenych z umélych bakterialnich chromosomti (“Bacterial Artificial Chromosome,
BAC”), tzv. BAC-FISH. Tato metoda je vynikajicim nastrojem pro identifikaci chromosomti (Sahara a
kol. 2003) stejné tak jako pro sestavovani karyotypu a studium syntenie gend. Yoshido a kol. (2005a)
za pomoci metody BAC-FISH spolehlivé rozpoznali vSechny pachytenni bivalenty bource
moruSového, B. mori, a prifadili je k pfisluSnym vazebnym skupindm. Porovnani fyzické mapy liSaje
tabakového, Manduca sexta, s mapou bource morusového nasledné odhalilo vysokou miru syntenie
genll vCetné jejich zachovalého poradi (Sahara a kol. 2007, Yasukochi a kol. 2009). Pouziti sond z
klontt BAC v mezidruhovych hybridizacich je vSak omezené. Yoshido a kol. (2007) vyuzili klony
specifické pro chromosom W bource morusového pro identifikaci chromosomu W u 16 dalsich druhii
motyli. Sondy spolehlivé oznacily chromosom W pouze v jednom piipad¢€ a to u Bombyx mandarina,

divokého predka bource morusového. Stejné vysledky byly pozorovany i pfi pouziti klonit BAC
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odvozenych zpohlavniho chromosomu Za autosomd (F. Marec, nepublikované vysledky).
Hybridizace sond z kloni BAC lisaje tabdkového, M. sexta, na chromosomalni preparaty liSaje
svlaccového, Agrius convolvuli, vsak ukazuje mozné vyuziti této metody pro karyotypové analyzy

blizce pribuznych druht (Yasukochi a kol. 2009).

1.6. Fylogenetické vztahy vybranych druhii motyli z ¢eledi Tortricidae

Modelovym druhem této prace je obaleC jableCny, Cydia pomonella (L.), z ¢eledi Tortricidae.
Tento druh mé klasické urceni pohlavi typu WZ/ZZ, pti¢emz chromosom W tvofi v interfaznich
jadrech samic heterochromatinové télisko, sex chromatin. Karyotyp obaleCe jablecného obsahuje 28
pard holokinetickych chromosomt, které jsou rozdéleny do péti skupin podle velikosti. Chromosom Z
je u tohoto druhu viibec nejvétsim elementem v karyotypu (shrnuto v praci Fukova a kol. 2005).

Dal$imi druhy pouZitymi v této praci jsou obale¢ vychodni, Grapholita molesta, a obale¢
Svestkovy, Grapholita funebrana. Oba tito vyznamni $kidci jsou v soucasnosti fazeni podle
morfologickych znak@i do rodu Grapholita, sesterské skupiny rodu Cydia (Komai 1999). Rody
Grapholita a Cydia jsou zastupci skupiny Grapholitini. Sesterskou vétvi této skupiny jsou Olethreutini
(Horak 2006), do které patii dalsi druh pouzity v této praci, obale¢ mramorovany, Lobesia botrana.
Nejvzdalené€jsim a poslednim druhem této prace je obalecik jednopasny, Eupoecilia ambiguella, ktery
patii do podceledi Tortricinae, sesterské skupiné vétve podéeledi Olethreutinae (Mutanen a kol. 2010),
do které patfi vSichni vySe zminény obaleci. Pro nazornost jsou fylogenetické vztahy vyse zminénych

obalecli znazornény na Obr. 1.

—  (Grapholita molesta

Grapholita
Grapholitini e (Grapholita funebrana
Olethreutinae Cydia . :
Cydia pomonella
Olethreutini .
— Lohesia hotrana
Tortricinae

Fupoecilia ambiguella

Obr. 1. Fylogenetické vztahy vybranych zastupct ¢eledi Tortricidae odvozené na zakladé morfologie.



2. Cile prace

Homogametické pohlavni chromosomy X a Zse od autosomi li§i v n€kolika aspektech.
Hlavnimi rozdily jsou hemizygosita v heterogametickém pohlavi a odli$na efektivni velikost populace
(N,). Tyto odlisnosti mohou v kone¢ném disledku ovlivnit rychlost adaptivni evoluce. Recentni prace
na modelovych organismech prokazaly vyssi divergenci pohlavnich chromosomi X ve srovnani
s autosomy, tzv. efekt rychlejSiho chromosomu X (“Fast-X effect””). Mank a kol. (2007) ukazali, ze ke
zrychlené evoluci dochazi i v piipadé chromosomu Zu organismi s heterogametickym urcenim
sami¢iho pohlavi, ptakti. U motyld dosavadni vysledky svéd¢i o rychlé divergenci pohlavniho
chromosomu W (Vitkova a kol. 2007). Srovnani evoluce autosomi a chromosomu Z vsak dosud
nebylo provedeno. Cilem této prace tedy bylo vyvinout metodické nastroje, které by umoznily
studovat molekularni evoluci pohlavnich chromosomtl a autosomti u vybranych druhti obalect z celedi
Tortricidae. Tato prace zahrnovala nékolik dil¢ich tkolt.

Prvnim krokem byla kompletni karyotypova analyza vybranych druhti obalecti, konkrétné G.
molesta, G. funebrana, L. botrana a E. ambiguella. Tyto analyzy zahrnovaly: (1) urCeni poctu
chromosomtl, (2) stanoveni pfitomnosti/neptitomnosti sex chromatinu u obou pohlavi, (3) identifikaci
chromosomu W a hruby odhad jeho molekularniho slozeni za pomoci barveni orceinem a
komparativni genomové hybridizace (CGH), (4) lokalizaci a ur¢eni po¢tu rDNA klastrt, (5) izolaci
gend pro presné stanoveni fylogenetické ptibuznosti vybranych druht.

Dalsim tikolem bylo pfipravit celochromosomové malovaci sondy z pohlavnich chromosomt
Z, W a autosomi obaleCe jable¢ného, C. pomonella, za pomoci laserové mikrodisekce. Tyto sondy
byly nasledné pouzity pro srovnani miry divergence pohlavnich chromosomti a autosomt metodou
Z00-FISH na chromosomalnich preparatech vySe zminénych obalecti. Alternativné byla provedena
mezidruhova hybridizace sond odvozenych z umélych bakteridlnich chromosomi, tzv. BAC-FISH.
Vedle pouziti celochromosomovych barvicich sond a sond odvozenych z klontt BAC byla existence
efektu “Fast-Z” testovana urCenim poméru nesynonymnich a synonymnich substituci (dy/ds; Ellegren

2009) mezi sekvencemi chromosomu Z a autosomt obalece jable¢ného a bource morusového, B. mori.



3.  Material a metody
3.1. Pouzité druhy motyli

Celkem bylo v této praci pouzito 5 druhd motyll zceledi Tortricidae, konkrétné Cydia
pomonella, Grapholita funebrana, Grapholita molesta, Lobesia botrana a Eupoecilia ambiguella.
Kmen C. pomonella oznaCeny dle svého pivodu Krym-61 je drZzen v laboratornim chovu na
Entomologickém tstavu BC AVCR a detailni informace o jeho ptivodu a podminkach chovu jsou
uvedeny v publikaci Fukova a kol. (2005). Vajicka G. molesta byla ziskana od Beatrice Christoffel a
Sylvie Dorn (Svycarské vysoké uéeni technické, Zurich, Svycarsko). Podrobnosti o ptivodu a metods
chovu tohoto druhu jsou uvedeny v praci Notter-Hausmann a Dorn (2010). Vaji¢ka druhti L. botrana a
E. ambiguella poskytla Annette Reineke (Geisenheimské vyzkumné centrum, Némecko); ta nam téz
poskytla protokoly na pfipravu umelého média a metodu chovu v laboratornich podminkéach. Vajicka
G. funebrana se nam bohuzel ziskat nepodatilo. Pokusy jsem proto provadéla na larvach ze Svestek
sbiranych z volné ptirody z okoli Ceskych Budg&jovic, zejména z aleje podél silnice ze Zalin do

Ledenic.

3.2. Priprava chromosomalnich preparati

3.2.1. “Spreading” technika

Chromosomalni preparaty z kiidelnich diskt, testes, ovarii a malpighickych trubic pro
mikrodisekci, in sifu hybridizace a karyotypové analyzy jsem pfipravovala pomoci tzv. “spreading”
techniky (Traut 1976) na histologické plotynce a to s mirnymi Gpravami podle protokolu Mediouni a
kol. (2004). Pitvu jsem provadéla ve fyziologickém roztoku pro Ephestia kuehniella (0,9% NacCl,
0,042% KCl, 0,025% CaCl,, 0,02% NaHCO;, pfipadné 0,025% glukosy) (Glaser 1917, citovano
v Lockwood 1961). Material jsem nasledné pienesla na 10 - 15 minut do hypotonického roztoku
(0,075 M KCl). Hypotonizovanou tkan jsem poté 15 minut fixovala v Cerstvé pfipravené fixazi dle
Carnoye (etanol - chloroform - kyselina octovd v poméru 6:3:1). Vypitvana ovaria jsem bez
hypotonizace ptenesla pfimo do fixaze. Fixovany material jsem v dal$im kroku pfemistila do kapky
60% kyseliny octové na podlozni sklo oSetfené v kyselém etanolu (1% HCI, 96% etanol) a macerovala
jej pomoci wolframovych jehel. Sklo jsem nasledné piemistila na plotynku zahfatou na 45°C, kde
jsem kapku nechala odpafit za ob¢asného posouvani jehlou. Pfipravené preparaty jsem odvodnila v

etanolové fade (70% - 80% - 100% po jedné minute) a skladovala do dal$iho pouziti v - 80°C.

3.2.2. Roztlakové (“squash”) preparaty

Pro stanoveni po¢tu chromosomd jsem provedla roztlakové preparaty z testes housenek patého
instaru, a to podle protokolu Fukova a kol. (2005). Testes jsem nejdiive vypitvala ve fyziologickém
roztoku, nasledné je 10 minut hypotonizovala v 0,075 M KCI a nakonec 15 minut fixovala ve fixazi
dle Carnoye. Fixovanou tkan jsem ptenesla na podlozni sklo do kapky 2,5% lakto-aceto orceinu a vse

nechala pies noc barvit. Druhy den jsem testes piremistila do kapky lakto-acetatu, mirn¢ roztrhala
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wolframovymi jehlami a prekryla krycim sklickem. Nakonec jsem provedla roztlak a hrany kryciho

skla prekryla lakem na nehty.

3.2.3. Priprava preparati z malpighickych trubic

Pro stanoveni piitomnosti pohlavné specifického heterochromatinu u obou pohlavi vybranych
druhtt motylii jsem pfipravila preparaty z malpighickych trubic a to opét podle protokolu uvedené¢ho
ve Fukova a kol. (2005). Malpighické trubice jsem vypitvala ve fyziologickém roztoku z dospélcti a
larev 3. a 5. instaru a ihned pfemistila na podlozni sklo do kapky piipravené fixaze. Tkan jsem nechala
2 minuty fixovat, poté fixaz slila a misto ni nakapala 1,5% lakto-aceto orcein. Material jsem nechala 5
minut barvit a poté jsem ptes n¢j umistila kryci sklo. Prebytecné barvivo jsem odstranila za pomoci

filtracniho papiru a okraje skla utésnila lakem na nehty.

3.3. Barveni chromosomu

3.3.1. Barveni DAPI

Pocty pachytennich i mitotickych chromosomtl jsem stanovovala téz po obarveni preparatl
pomoci DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), které jsem
provadéla s mirnymi obménami podle protokolu Traut a kol. (1999). Preparaty z kiidelnich diskii a
testes pripravené “spreading” technikou byly po vyjmuti z mraziciho boxu (- 80°C) odvodnény v
etanolové tadé (70% - 80% - 100%, v kazdém po dobu 1 minuty). Po jejich oschnuti jsem skla
ponoftila na 5 minut do 1% Triton X-100 v 1x PBS pufru a nasledn€ na 15 minut do 1% Triton X-100
v1x PBS pufru s DAPI o koncentraci 0,5 pg/ml. Obarvené preparaty jsem nasledn¢ promyla 5 minut v
1% PhotoFlo (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA) v 1x PBS pufru a poté¢ 1 minutu ve
sterilni miliQ vodé s 1% PhotoFlo. Na oschla skla jsem nakapla 20 pul média zabrafujiciho vyhasinani
fluorescence (“antifade”) ptipraveného z DABCO (1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane; Sigma-Aldrich), vSe

zakryla krycim sklickem a jeho okraje uzaviela lakem na nehty.

3.3.2. Barveni orceinem

K identifikaci chromosomu W podle silné barvitelného heterochromatinu jsem pouzila barveni
2,5% lakto-aceto orceinem dle protokolu Traut (1976). Preparaty ovarii pfipravené “spreading”
technikou jsem odvodnila etanolovou fadou, nechala na vzduchu oschnout a do stiedu skla nanesla
kapku 2,5% orceinu. Material jsem nechala 5 minut barvit a poté jsem ho ptekryla krycim sklem.

Ptebytecny orcein jsem odsala filtracnim papirem a okraje skla utésnila lakem na nehty.

3.3.3. Vyhodnoceni preparati

Zhotovené preparaty jsem nakonec prohlédla v mikroskopu Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss,
Jena, Némecko). Digitalni fotografie jsem snimala chlazenou CCD kamerou F-View pomoci
programu Analysis Software, verze 3.2 (Soft Imaging Systém GmbH, Miinster, SRN). U barveni

DAPI a fluorescencnich in situ hybridizaci (nize v textu) jsem fotografie snimala pro kazdou
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fluorescencni barvu zvlast. Snimky jsem poté obarvila a dale zpracovala pomoci programu Adobe

Photoshop, verze 7.0.

3.4. Laserova mikrodisekce

3.4.1. Priprava skel na mikrodisekci

Pro laserovou mikrodisekci bylo nutné pfipravit skla se specialni polyetylen-naftalatovou
membranou (PEN membrana o tloustce 0,013 mm; Goodfellow, Huntington, Anglie). Nejdfive jsem
do stiedu kryciho skla (75 x 25 mm, tloustka 0,17 mm; vyrobena na zakdzku firmou MENZEL-
GLASER, Braunschweig, SRN) nanesla kapku 100% etanolu a ihned piekryla PEN membranou.
Prebytecny etanol jsem vytlacila kouskem papiru a okraje membrany utésnila lakem na nehty. Takto
pripravena skla jsem pted vlastni pfipravou preparati sterilizovala nejméné 30 minut pod UV lampou.

Na vysterilizovand skla s PEN membranou jsem “spreading” technikou zhotovila preparaty
z ktidelnich diskli (pro vyiezani chromosomu Z a autosomu) a malpighickych trubic (pro vytezani
pohlavné specifického heterochromatinu chromosomu W) obalece jablecného. Preparaty jsem
nasledné 10 minut barvila v 5% Giemse (PENTA, Chrudim) v 0,1 M Sérensenové fosfatovém pufru

(0,05 M Na,HPO,.12 H,0; 0,05 M KH,POy; pH = 6,8) a do vlastniho vyfezavani skladovala pii 4°C.

3.4.2. Vlastni mikrodisekce

Samotné vyfezavani chromosomi Z, autosomil a sex chromatinu bylo provedeno s odbornou
pomoci Dr. Svatavy Kubickové na Vyzkumném tstavu veterinarniho Iékafstvi v Brné na laserovém
mikroskopu P.A.L.M. Microlaser System (P.A.L.M. Microlaser Technologies AG, Bernried, SRN).
V invertovaném mikroskopu jsem nejdiive nalezla pfislusnd jadra, zkterych byly nasledné
chromosomy vyfiznuty slabym laserovym paprskem (1, 5 — 1,7 pl/puls, 1 um v priméru) a
katapultovany do vicka mikrozkumavky s kapkou mineralniho oleje pomoci siln€jSiho paprsku (2
wJ/puls). Jednotlivé vzorky obsahovaly jeden i vice vyfezanych chromosomut Z, v diisledku absence
identifikacnich markerti vzdy po jednom autosomu (brany nejvétsi a nejmensi autosomy) a nékolik

heterochromatinovych télisek.

3.5. Priprava sond

3.5.1. Priprava celochromosomovych malovacich sond

Vyfezany material jsem nejdfive namnozila soupravou WGA4 GenomePlex Single Cell
Whole Genome Amplification Kit (Sigma-Aldrich). Po amplifikaci jsem vSechny vzorky precistila
pomoci soupravy Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA) a pro
zvyseni vytézku chromosomalni vzorky jesté reamplifikovala pouzitim WGA3 GenomePlex WGA
Reamplification Kit (Sigma-Aldrich). Reamplifikované vzorky jsem opét precistila. VSechny kroky
jsem provedla dle pokyni vyrobce.

Amplifikované vzorky jsem v dal$im kroku naznacila fluorochromem, opét pomoci soupravy

WGA3. Tentokrat vSak s drobnymi upravami v protokolu, konkrétné¢ se zménénou koncentraci
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jednotlivych nukleotidti. Reakce obsahovala 0,4 mM dCTP, dATP, dGTP, 0,336 mM dTTP a 0,04
mM Orange-dUTP (Abbott Molecular Inc., Des Plaines, IL, USA).

3.5.2. Priprava a znaceni ostatnich sond metodou “nick” translace

Genomovou DNA (gDNA) pro komparativni genomové hybridizace (CGH) jsem extrahovala
ze vSech studovanych druhii motylii pomoci soupravy Dneasy Blood & Tissue Kit (Qiagen,
Diisseldorf, Némecko) podle protokolu dodaného vyrobcem. Ziskanou samc¢i gDNA jsem nasledné
naznacila Cervenym fluorochromem Cy3-dUTP (GE Healthcare, Milwaukee, WI, USA) a samici
gDNA zelenym fluorochromem fluorescein-12-dUTP (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) soupravou
Nick Translation Kit (Abbott Molecular Inc.) dle pokynt vyrobce. Znacici reakce probihala 16 hodin
pii 16°C.

Pro mezidruhové hybridizace jsem také pouzila sondy pfipravené zumélych bakterialnich
chromosoml (“Bacterial Artificial Chromosomes™) obaleCe jable¢ného. Piehled pouzitych klond,
jejich ptivod a specifita jsou uvedeny v Tab. 1. DNA pfislusnych klont jsem ziskala od svych kolegti a
naznacila je cervenym fluorochromem Cy3-dUTP (GE Healthcare) opét metodou “nick” translace.

Znacici reakci jsem nechala inkubovat 8 hodin pfi 16°C.

Tab. 1. Seznam a zakladni informace o pouzitych klonech BAC obalece jablecného.

Klon BAC Marker Specifita Zdroj

3B13 CpW27 repetice obohacena na chr. W Dalikova (2009)

23N12 CpW2 W-specificka sekvence Dalikova (2009)

09J15 EF-la autosomalni gen P. Nguyen, nepublikovano
22K12 Ardl autosomalni gen P. Nguyen, nepublikovano
20G10 Shaker gen lokalizovany na chr. Z P. Nguyen, nepublikovano
12E19 IDH?2 gen lokalizovany na chr. Z Sykorova (2011)

19N22 Notch gen lokalizovany na chr. Z Kuta (2011)

Biotinem znacenou sondu, kterou jsem pouzila pro mapovani rDNA u studovanych druht
motyll, jsem piipravila z genu pro 18S rRNA dle protokolu z prace Fukova a kol. (2005). Znacici
reakci jsem provedla opét metodou “nick” translace s pouzitim biotin-16-dUTP (Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim, Némecko). Znacila jsem po dobu 1 hodiny pti 16°C.

3.6. Priprava kompetitorové DNA pro in situ hybridizace

Pro vyrobu kompetitorové DNA ze samcli i samic obaleCe jable¢ného jsem nejdiive
extrahovala gDNA klasickou fenol-chloroformovou extrakci (Blin a Stafford 1976). Samice zbavené
zadeCkl a samce jsem homogenizovala v tekutém dusiku a nasledné nechala pies noc inkubovat pii
37°C v extrakénim pufru (0,3 g homogenatu/10 ml extrakéniho pufru: 100 mM NaCl, 10 mM Tris-
HCIL, 50 mM EDTA, 0,5% sarkosyl, 100 pg/ml proteinazy K). Druhy den jsem do roztoku pfidala
RNazu A (10 pg na 1 ml extrakéniho pufru) a ponechala jest¢ dalsi hodinu inkubovat opét pii 37°C.

Po hodinové inkubaci jsem provedla fenol-chloroformovou extrakci (viz Sichova 2009). Nakonec
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jsem DNA precipitovala ptidanim 1/10 objemu 3 M octanu sodného a 7/10 objemu isopropanolu a
rozpustila v 1x TE pufru na vyslednou koncentraci 500 ng/ul. Kvalitu gDNA jsem ovéfila restrikénim
Stépenim.

Pro komparativni genomové hybridizace (CGH) jsem jako kompetitora pouzila sam¢i DNA
extrahovanou soupravou Dneasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) a nasledné amplifikovanou pomoci
soupravy GenomiPhi HY DNA Amplification Kit (GE Healthcare). Takto ziskanou DNA jsem na

zavér fragmentovala sonikatorem (viz Vitkova a kol. 2007).

3.7. In situ hybridizace

3.7.1. Fluorescen¢ni in situ hybridizace s fluorochromem znac¢enymi sondami

Tato varianta fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) byla pouzita pro testovani
celochromosomovych sond ziskanych laserovou mikrodisekci, komparativni genomové hybridizace
(CGH) a testovani sond pfipravenych z kloni BAC (BAC-FISH). Postupovala jsem s mirnymi
obménami podle protokolu pro CGH uvedeného v praci Traut a kol. (1999).

Preparaty jsem pred vlastni hybridizaci odvodnila v etanolové fad¢ a poté denaturovala 3,5
minuty pii 68°C v 70% deionizovaném formamidu v 2x SSC pufru. Hybridizacni smés obsahovala
fluorescencné znacené sondy, kompetitorovou DNA, 25 pg sonikované DNA ze spermii lososa
(Sigma-Aldrich), 1/10 celkového objemu 3 M octanu sodného a 2,5x objem 100% ledového etanolu.
Mnozstvi pouzité sondy a kompetitora zaviselo na druhu hybridizace. Pro FISH
s celochromosomovymi sondami jsem pouZila cca 300 ng sondy bez ohledu na to, zda byly ¢i nebyly
pouzity 3 ug sami¢i kompetitorové DNA. Hybridiza¢ni smés pro CGH obsahovala 250 ng samci i
samici znacené sondy a 2,5 pg samci kompetitorové DNA a pro BAC-FISH 160 ng piislusné sondy a
3 pg samciho kompetitora.

Hybridiza¢ni smés jsem stocCila v chlazené centrifuze pti 13000 rpm 15 minut. VysraZzena
DNA byla po odstranéni supernatantu promyta piidanim 70% ledového etanolu a za stejnych
podminek opét zcentrifugovana. Po odstranéni supernatantu jsem pelet rozpustila v5 pul 100%
deionizovaného formamidu 30-ti minutovou inkubaci pfi 37°C. Nakonec jsem ke smési piidala 5 pl
20% dextranu sulfatu v 4x SSC pufru a sondu denaturovala 5 minut pii 90°C. Sondu jsem nanesla na
denaturované preparaty, prekryla ji krycim sklickem a okraje skla utésnila kaucukovym lepidlem
Fixogum (Marabuwerke GmbH, Tamm, SRN). Vlastni hybridizace probihala v komtrce,
navlh¢ené 2x SSC pufrem, po dobu 3 dnti pti 37°C. Poté jsem skla 5 minut promyla v 0,1x SSC s 1%
Tritonem X-100 pfi 62 °C, nabarvila fluorescenénim barvivem DAPI a zdokumentovala jak bylo
uvedeno v kapitole 3.3.3.

Nékteré chromosomalni preparat po BAC-FISH jsem odmyla dle protokolu v praci Shibata a
kol. (2009) a opakované je hybridizovala s dal§imi sondami. Pro uchovani struktury chromosom jsem
pted prvni hybridizaci preparaty dodatecné fixovala 5 minut v 4% formaldehydu (Cerstvé ptipraven z
paraformaldehydu) v 2x SSC a poté dvakrat promyla 3 minuty v 2x SSC. Po zdokumentovani
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vysledkd FISH jsem z preparatu odstranila kryci sklicko a preparat promyla v destilované vodée. Poté
jsem preparaty denaturovala a nanesla dalsi hybridizacni smés. VSechny sondy pouzité pii opétovné
hybridizaci klontt BAC jsem znacila ¢ervenym Cy3-dUTP (GE Healthcare). Barvy jednotlivych klond
byly pro pfehlednost zménény v programu Adobe Photoshop.

3.7.2. Fluorescenéni in situ hybridizace s biotinylovanou sondou pro rDNA

FISH pro stanoveni chromosomalni lokalizace a po¢tu rDNA klastrit (rDNA-FISH) jsem
provedla s drobnymi obménami podle protokolu uvedeného v praci Sahara a kol. (1999). Ve
stru¢nosti, chromosomalni preparaty jsem odvodnila v etanolové fadé a po oschnuti je inkubovala 1
hodinu pii 37°C pomoci RNazy A v 2x SSC pufru (100 pg/mL). Nasledné jsem skla 2x promyla 15
minut v 2x SSC. Pro potlaceni nespecifické hybridizace jsem preparaty jest¢ inkubovala 30 minut pfi
37°C v 5x Denhartové roztoku. Po tomto pfedptisobeni jsem skla denaturovala 3,5 minuty pii 68°C
v 70% deionizovaném formamidu v 2x SSC. Po denaturaci jsem na sklo nakapla denaturovanou
hybridiza¢ni smés obsahujici 30 ng biotinylované 18S rDNA sondy. Sondu jsem nechala hybridizovat
1 den pti 37°C ve vlhké komiirce.

Nenavazanou sondu jsem odstranila promytim 3 x 5 minut pfi 46°C v 50% formamidu v 2x
SSC, dale 5 x 2 minuty pii 46°C v 2x SSC a nakonec 3 x 5 minut pii 62°C v 0,1x SSC. Preparat byl
posléze inkubovan 30 minut ve tm¢ pii pokojové teploté v 0,1% Tween 20 v 4x SSC. Nasledné jsem
sondu detekovala streptavidinem konjugovanym s fluorochromem Cy3 (Jackson ImmunoRes. Labs.,
Inc., West Grove, PA, USA). K zesileni signalu jsem navazala na streptavidin biotinylovany
antistreptavidin (Vector Labs., Inc., Burlingame, CA, USA) a ten opét detekovala pomoci
streptavidinu konjugovanyho s Cy3 (Jackson ImmunoRes. Labs., Inc.). Pro zamezeni nespecifické
vazby streptavidinu a antisptreptavidinu byla skla pfed kazdou inkubaci blokovéna 30 minut v 2,5%
BSA v4x SSC. Preparaty jsem nakonec obarvila v DAPI a zdokumentovala ve fluorescencnim

mikroskopu (viz kapitola 3.3.3.).

3.8. Izolace geni

Sekvence potfebné pro srovnani rychlosti adaptivni evoluce autosom s pohlavnim
chromosomem Z a ovéfeni fylogenetickych vztahi studovanych obalec¢d celedi Tortricidae byly
ziskany od kolegti (Tab. 2.) nebo byly vyizolovany z cDNA obalec¢e jable¢ného, C.pomonella, pomoci
degenerovanych primert (Tab. 3.). Ty jsem navrhla na zaklad¢ srovnani aminokyselinovych sekvenci
ortolognich genti vybranych zastupcti tfidy Insecta dostupnych v databazi GenBank. Pro zakotfenéni
fylogenetického stromu jsem pouzila sekvenci elongacniho faktoru I-alfa (EF-1a) zéaptednicka

polniho, P. xylostella, opét vyizolovanou z ptisluné ¢ DNA.
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Tab. 2. Pfehled prevzatych sekvenci obalece jable¢ného pouzitych v této praci.

Nazev genu (zkratka) Evol. pivod® Reference
acetylcholinesterasa 1 (Ace-1) Bm chr. 15 Sykorova (2011)
ribosomalni protein S5 (RpS5) Bm chr. 15 Sykorova (2011)
ribosomdlni protein L74 (RpL7A) Bm chr. 15 Sykorova (2011)
ribosomalni protein PO (RpP0) Bm chr. 15 Sykorova (2011)

isocitrat dehydrogenasa 2 (IDH2) Bm chr. 15 Sykorova (2011)
thioredoxin (Trx) Bm chr. 15 P. Nguyen, nepublikovano
6-fosfogluconat dehydrogenasa (6-PGD)  Bm chr. Z P. Nguyen, nepublikovano
ABC transportér F2 (ABCF2) Bm chr. Z P. Nguyen, nepublikovano
GABA receptor (GABAr) Bm chr. Z P. Nguyen, nepublikovano
fenylalanine hydroxylasa (PAH) Bm chr. Z P. Nguyen, nepublikovano
riistovy faktor imagindlnich diskit (IDGF) Bm chr. Z P. Nguyen, nepublikovano
y . podjednotka AMP aktivované protein Bm chr. Z P. Nguyen, nepublikovano
kinasy (Snf4agamma)

laktat dehydrogenasa (Ldh) Bm chr. Z P. Nguyen, nepublikovano
ribosomalni protein L10 (RpL10) Bm chr. Z P. Nguyen, nepublikovano
triosofosat isomerasa (Tpi) Bm chr. Z P. Nguyen, nepublikovano
acetylcholinesterasa 2 (Ace-2) Autosomalni Sykorova (2011)

* Bm chr. 15 — geny leZici na chromosomu 15 bource moru$ového, B. mori, se v disledku
chromosomalni fuze u C. pomonella dostaly na chromosom Z; Bm chr. Z — geny syntenni mezi
chromosomy Z B. mori a C. pomonella.

3.8.1. Izolace RNA a syntéza cDNA

Celkovou RNA jsem izolovala u vSech studovanych druhii z housenek zbavenych ve
fyziologickém roztoku stfeva a do vlastni izolace skladovanych v RNAlater (Applied Biosystem,
Foster City, CA, USA) v -20°C. K izolaci RNA jsem pouzila soupravu RNA blue (Top-Bio, Praha) dle
protokolu vyrobce. Pro odstranéni potencidlni kontaminace DNA jsem vyizolovanou RNA 15 minut
inkubovala pti 37°C s DNazou I (USB Corporation, Cleveland, OH, USA). RNA jsem nasledné
precistila fenol-chloroformovou metodou (fenol pro purifikaci RNA, pH = 4,7; Sigma-Aldrich).

V dal§im kroku jsem za pomoci SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen) dle
manualu vyrobce nasyntetizovala prvni vldkno cDNA. Reverzni transkriptdzu jsem inaktivovala
zahtatim na 70°C po dobu 15 minut a pro odstranéni templatové RNA jsem vzorky 20 minut
inkubovala pti 37°C s 5 U RNazy H (USB Corporation). RNazu H jsem nakonec tepelné inaktivovala

zahfatim na 65°C na 20 minut.

3.8.2. Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR o celkovém objemu 20 pl obsahovala 1x ExTaq pufru, 0,2 mM dNTP smési, 2 pl
ptislusné cDNA, 5 pM degenerovanych primertt a 0,25 U Takara ExTaq Hot Start polymerazy
(Takara, Otsu, Japonsko). Teplotni profil reakce se skladal z pocatecni denaturace pii 94°C po 2

minuty, po které nasledovalo 30 cykll sestavajicich z denaturace 30 s pfi 94°C, nasedani primeru 1
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minutu pfi prislusné teploté (viz Tab. 3) a prodlouzeni podle délky produktu 1 - 1,5 minuty pti 72°C.
Poslednim krokem byla zavérecna syntéza 5 minut pii 72°C.

Tab. 3. Seznam autosomalnich genti obalece jable¢ného vyizolovanych v této praci.

Nizev genu (zkratka) Nazev"a sekvence primeru (5-3") Produkt T, (°C)

Elongacni faktor 1-alfa  EF1dF01 AARGARGCNCARGARATGGG 1172 bp 60

(EF-1a) EF1dR02_YCT GCNACNGTYTGYCTCATRTC

Dopa dekarboxylasa DDC _FO01(b) TTYGCNAARGCNATGACNGA 1190 bp 60

(Ddc) DDC _RO1(b) CCCATNGTNACYTCYTC

Chaperon Hsp 70 Hsp70dF01_GAY GARATHATHGCNAAYGAYCA 1152 bp 62

(Hsp70) Hsp70dR0O1_NGC CATNACNCCNCCNGCNGTYTC

NADH-ubichinon Nubiq_dF01 ATHTAYCCNGARGGNCAYAA 384 bp 6

reduktasa (Nuo) Nubiq dRO1 TCYTCRTARTARTCRTCRTT

Cytochrom P450 (Cyp) P450dF02_AGR TTYGCNGGNGAYAGRAAYAA 794 bp 61
P450dR0O1 GCNACRTGNGGNACDATNGG

Ribosomakni protein L4 ~ RpL4dF01_CGN TTYAARGCNCCNATHCGNCC 721 bp 61

(RpL4) RpL4dRO1 TCNGTRTTNGCCATYTTNGG

*F — forward, R— reverse; T, — empiricky zjisténa teplota nasedani primeru.

3.8.3. Klonovani a sekvenace

Piislusné PCR produkty jsem vyizolovala z 1% agarosového gelu pomoci soupravy Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) dle doporuceni vyrobce. Sekvence jsem nasledné
ligovala do plazmidu Promega pGEM T Easy Vector (Promega), kterym jsem nasledné
transformovala chemicky kompetentni bunky E. coli kmene DHS5a. Plazmidova DNA byla
osekvenovana v Laboratofi genomiky Biologického centra AV CR pomoci univerzalnich primert
M13R (5'-GGAAACAGCTATGACCATG-3") a M13F (5'-GTTTTCCCAGTCACGAC-3").

Ziskané sekvence jsem zbavila plazmidovych usekli pomoci programu VecScreen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html).  Spravnost sekvence jsem ovéfila
v databazi GenBank NCBI pomoci nastroje blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Takto

upravené sekvence jsem pouzila pro dalsi analyzy.

3.9. Vlastni zpracovani sekvenci

3.9.1. Fast-Z efekt

Hlavnim nastrojem pro stanoveni pfitomnosti efektu rychlejs§iho chromosomu Z (“Fast-Z
effect”) je pomér nesynonymnich a synonymnich substituci (dy/ds; Ellegren 2009). Tyto zmény jsem
sledovala mezi jednotlivymi autosomalnimi a Z-vdzanymi geny obaleCe jablecného a bource
moruSového.

V prvnim kroku jsem pro prislusné geny obalece jablecného (viz Tab. 2 a 3) nalezla ortologni
sekvence bource morusového v databazi GenBank. Jednotlivé sekvence genil jsem nasledné upravila
do spravného c¢tecitho ramce a prilozila pomoci programu ClustalW integrovaného v sekvenénim
editoru MEGA4 (Tamura a kol. 2007). Pro takto upravené sekvence jsem metodou Maximum
Likelihood spocitala pomér nesynonymnich a synonymnich mutaci pomoci codeML v programu
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PAMLA4.4 (Yang 1997). Pro vysledny pomér dy/ds jsem provedla test normality a nakonec data
statisticky zhodnotila Mann-Whitneyovym testem pfihladinou vyznamnosti a = 0,05 pomoci

programu GraphPad Prism verze 3.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

3.9.2. Fylogeneze

Pro molekularni stanoveni pfibuznosti vybranych obaleCli jsem pouzila autosomalni gen
elongacni faktor 1-alfa (EF-10; Regier a kol. 2005, Zwick 2008). Pro zakofenéni dendrogramu jsem
pouzila sekvenci zapiednicka polniho, Plutella xylostella, z ¢eledi Plutellidae.

V programu MEGA4 jsem nejdiive ziskané sekvence pfilozila a zjistila jejich zakladni
charakteristiky, tj. zda existuje variabilita v jejich nukleotidovém slozeni ¢i pomér tranzici a
transverzi. Na zaklad¢ této znalosti jsem se pro fylogenetickou analyzu rozhodla pouzit zakladni
metodu Neigbor-Joining (NJ) s nasledujicimi parametry: Gaps/Missing Data: Pairwise deletion;
Model: Kimura 2-parameter; Bootstrap: Replication 10 000x. Pokus jsem pro ovéfeni spravnosti dat

zopakovala s pouzitim n€kolika riiznych testt.
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4. Vysledky
4.1. Karyotypy vybranych obaleci z ¢eledi Tortricidae

Modelovym druhem této prace je obale¢ jableCny, C. pomonella, jehoz karyotyp je dobie
prostudovany (viz Fukova a kol. 2005). Cytogeneticka analyza ostatnich druhti studovanych v této
praci vSak dosud nebyla provedena. Prvnim tkolem prace tedy bylo urceni poctu chromosomd,
stanoveni pritomnosti pohlavné specifického heterochromatinu, zjisténi konstituce pohlavnich
chromosomu a charakterizace chromosomu W. Pro interpretaci vysledkt bylo také nezbytné ovéfit

fylogenetické vztahy studovanych druht.

4.1.1. Obale¢ vychodni, Grapholita molesta

Karyotyp samice i samce obalece vychodniho, G. molesta, se skladal z 56 chromosomt,
pficemz (Obr. Pla, b). Tento pocet potvrdily i meiotické metafdze 1 s 28 bivalenty na roztlakovych
preparatech ztestes larev 5. instaru (Obr. Plc). Ze srovani karyotypd obou pohlavi a z dalsich
cytogenetickych analyz (viz dale) vyplyva, ze obale¢ vychodni ma chromosomalni mechanismus
determinace pohlavi typu WZ/ZZ (samice/samci), typicky pro motyly, a ze pohlavni chromosomy Z a
W jsou nejvétsimi elementy karyotypu (Obr. Pla-c). Samice obalece vychodniho mély v interfaznich
jadrech pohlavné specificky heterochromatin. Ten byl v nizko polyploidnich jadrech malych larev
relativné velky (Obr. P2b), ale se zvySujicim se stupném polyploidie se nezvétsoval (Obr. P2¢). U
dospélych samic pak ve vysoce polyploidnich jadrech dochézelo k jeho fragmentaci (Obr. P2d). Samci
tohoto druhu pohlavné specificky heterochromatin postradali (Obr. P2a).

Nevyraznému sex chromatinu odpovidala i nevyrazna heterochromatinizace pohlavniho
chromosomu W obalece vychodniho. Na orceinem obarvenych preparatech pachytennich oocyti nebyl
chromosom W rozliSitelny (Obr. P3a). V mitotické metafazi byl relativné dobie patrny po obarveni
DAPI, které barvi siln€ oblasti bohaté na A-T pary, typické pro heterochromatin. Podobné bylo mozné
identifikovat bivalent pohlavnich chromosomtt WZ v pachytennich oocytech podle DAPI-pozitivniho
zbarveni vlakna chromosomu W (Obr. P3k). V bivalenech WZ byl heterochromatin chromosomu W
viceméné¢ kontinudlni, jen minimalné¢ preruSovany, avSak nebyl zdaleka tak vyrazny jako
heterochromatin u obaleCe jablecného (srovnej s Obr. P3g). Pfi pouziti komparativni genomové
hybridizaci (CGH) byl chromosom W spolehlivé identifikovan zelené znacenou samic¢i gDNA (Obr.
P3j-m). Signal sam¢i i samic¢i sondy vSak nebyl tak vyrazny jako v piipadé obalece jablecného
(srovnej s Obr. P3f-i).

Sonda pro 18S rDNA znacila terminalni ¢ast dvou homolognich autosomi a to v misté¢ DAPI-
pozitivniho bloku (Obr. P4b). Hybridizacni signal byl na pachytennich chromosomech lokalizovany
také terminalné a mél charakter sféricky roztrousenych znaéek indikujicich rozvolnénou sit’ rDNA v

jadérku (Obr. P4a).
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4.1.2. Obale¢ Svestkovy, Grapholita funebrana

Diploidni mitotické sady obou pohlavi obalece §vestkového, G. funebrana, sestavaly také z 56
chromosomt (Obr. Pld, e). Podobné jako u obale¢e vychodniho byly pohlavni chromosomy Z
nejvetSimi chromosomy karyotypu (Obr. Ple). Heterochromatinové télisko se u tohoto druhu
nachazelo rovnéz pouze v intefaznich jadrech samic (srovnej Obr. P2e a P2f, g) a jeho velikost rostla
se stupném polyploidizace. Preparaty z malpighickych trubic dospélcti a ovarii samic se mi vzhledem
k nedostatku materalu ziskat nepodatilo. Po obarveni mitotickych chromosomiit DAPI byl chromosom
W diky heterochromatinovému slozeni snadno rozpoznatelny (Obr. P1d). U tohoto druhu vsak byl
v porovnani s ostatnimi obaleci relativné maly. Detailn€jsi analyzy chromosomu W zahrnujici CGH a
barveni orceinem nebylo mozné vzhledem k nedostatku materialu provést.

Samci pachytenni jadra obaleCe Svestkového obsahovala jeden autosomalni bivalent nesouci
organizator jadérka. Sonda pro 18S rDNA lokalizovala rtDNA klastr v intersticialni poloze ve dvou

ttetinach bivalentu (Obr. P4c). Signaly opét lezely v DAPI-pozitivnim miste.

4.1.3. Obale¢ mramorovany, Lobesia botrana

Preparaty mitotickych a pachytennich jader stejn¢ jako roztlakové preparaty potvrdily, Ze
diploidni karyotyp obou pohlavi obaleCe mramorovaného, L. botrana, sestava z 56 chromosomi (Obr.
P1f-h). Pohlavni chromosomy Z a W u tohoto druhu pfevysovaly svoji velikosti ostatni chromosomy
(Obr. P1f). Chromosom W tvofil v interfaznich jadrech samic pohlavné specificky heterochromatin.
Ten byl podobné jako u obalece vychodniho v malo polyploidnich jadrech relativné velky (Obr. P2i),
ale srostouci velikosti jadra se nezvétSoval. Jak je patrné z Obr. P2j, larvy 5. instaru mély
heterochromatinové télisko miniaturni. Vysoce polyploidni buiiky dospélych samic pak obsahovaly
fragmentovany sex chromatin (Obr. P2k).

Chromosom W obale¢e mramorovaného byl snadno identifikovatelny ve fdzovém kontrastu
po barveni orceinem (Obr. P3b, ¢) i po aplikaci CGH s fluorescenéné znacenymi sondami (Obr. P3n-
q). Orcein zvyraznil chromosom W v pachytennim bivalentu WZ po celé jeho délce, zatimco zelené i
Cervené signaly sami¢i a sam¢éi gDNA byly po chromosomu nerovnomérné rozptyleny. Obé
fluorescen¢ni sondy vykazovaly podobny vzor znaeni s vyraznou hybridizaci na vétsi poloviné
pohlavniho chromosomu W (Obr. P3p, q).

Sonda pro 18S rDNA oznacila v pachytennim jadie jeden z menSich autosomalnich bivalentt.

Rozptylené hybridiza¢ni signaly byly lokalizovany v terminalni ¢asti tohoto bivalentu (Obr. P4d).

4.1.4. Obalecik jednopasny, Eupoecilia ambiguella

Sam¢i i sami¢i mitoticka jadra obale¢ika jednopasného sestavala z 2n = 30 chromosomt (Obr.
P11, j). Tento pocet byl soubézné potvrzen na roztlakovych preparatech ptipravenych z varlat (Obr.
P11). Chromosomy Z a W byly snadno rozpoznatelné nejen svoji velikosti, ale téz podle silngjsiho

barveni fluorochromem DAPI (Obr. Pli-k). U chromosomu Z byl v terminalni ¢asti lokalizovan
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DAPI-pozitivni blok (Obr. 1k), zatimco jeho parovaci partner, chromosom W, byl cely zvyraznén
DAPI ve srovnani s ostatnimi chromosomy (Obr. P1i). Sex chromatin byl pfitomny v interfaznich
jadrech samic a jeho velikost se zvétSovala se stupném polyploidie (Obr. P2m-o0). Samci
heterochromatinové télisko postradali (Obr. P2I).

V pachytennich oocytech byl po obarveni orceinem pohlavni bivalent WZ snadno
identifikovatelny podle vyrazné¢ zbarveného chromosomu W (Obr. P3d, e). Orcein zvyraznil
chromosom W po celé jeho délce. Jak je patrné z Obr. P3e, zvyraznéna byla i terminalni ¢ast
univalentu Z. Tato Cast stejn¢ jako ¢ast W chromosomu zasahovala do struktury jadérka. Chromosom
W byl jednoznaéné identifikovan i pti pouziti CGH (Obr. P3r-u). Podobné jako u obalece
mramorovaného obé genomové sondy vyrazné€ oznalily vétsi polovinu chromosomu W; intenzivni
hybridizacni signaly jsem pozorovala i na obou jeho koncich (Obr. P3t, u).

Hybridizaéni signaly 18S rDNA sondy byly na pachytennich preparatech obalecika
lokalizovany v terminalni ¢asti nejvétsiho bivalentu, tedy samcii na bivalentu pohlavnich chromosomt
Z7Z (Obr. P4e) a u samic na bivantu WZ (Obr. P4f). Hybridizace sondy na pohlavni chromosomy Z a
W byla zarovenn potvrzena na samcich i samicich mitotickych jadrech (Obr. P4g, h). Signaly

ribosomalni sondy odpovidaly poloze koncového DAPI-pozitivniho mista.

4.1.5. Fylogenetické vztahy vybranych obale¢i podle sekvence genu EF-1a

Sekvence elongacniho faktoru I-alfa (EF-1ca) mély u vSech analyzovanych druhi motyli
srovnatelné zastoupeni jednotlivych nukleotidii a relativné nizky pomér tranzici a transverzi (R =
2,543). Proto jsem se rozhodla pouzit pro fylogenetickou analyzu zakladni test Neighbor-Joining
s parametry uvedenymi v kapitole 3.9.2.

Vysledny kladogram je zndzornén na Obr. 2. Jednotlivé evolu¢ni vétve kladogramu maji
vysokou podporu a fylogenetické vztahy studovanych druhd souhlasi se vztahy odvozenymi z
morfologickych znakti (Komai 1999, Horak 2006, Mutanen a kol. 2010). Analyzu jsem pro ovéteni
spravnosti dat nékolikrat zopakovala s pouzitim nekolika riznych testi. Vysledné fylogenetické
vztahy byly vzdy totozné.

{ Grapholita funebrana
47 Grapholits molests

Cydia pormonella

63

Lobesia botrana

Eupoecilla armbiguellz

Piutella xylostella

Obr. 2. Kladogram vybranych obalecti vytvoifeny metodou Neigbor-Joining (NJ), model Kimura 2-
parameter, Pairwise deletion, Bootstrap 10 000x. Fylogeneticky strom byl zakofenén zapiednickem
polnim, P. xylostella.Cisla u jednotlivych vétvi zna¢i miru podpory danych vztahd.
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4.2. Studium divergence genomu pomoci malovacich sond

4.2.1. Piiprava a testovani celochromosomovych sond

Pomoci laserové mikrodisekce jsem ziskala vzorky vyfezanych heterochromatinovych télisek
tvofenych mnohonasodnymi kopiemi chromosomu W, chromosomtl Z a autosomi obalece jable¢ného,
C. pomonella. Vzorky obsahovaly 1 az 10 vyfezanych chromosomt Z, po jednom autosomu a vzdy
nékolik polyploidnich heterochromatinovych télisek. Pro autosomalni sondy byl vyfiznut nejmensi
nebo nejvetsi autosom v komplementu. Vyfezané chromosomy a pohlavné specificky heterochromatin
jsem nejdiive amplifikovala pomoci soupravy WGA4; pro zvySeni vytézku u chromosoml Z a
autosomu jsem vzorky jest¢ reamplifikovala soupravouWGA3. Piipravené sondy DNA jsem nakonec
naznacila fluorochromem Cy3-dUTP opét pomoci reamplifikacni soupravy WGA3.

Specifitu takto piipravenych sond jsem nasledné testovala na chromosomalnich preparatech
obaleCe jablecného, C. pomonella. Na pachytennich chromosomech byl signal sond odvozenych
z chromosomti Z a autosomii rovnomérné rozptylen po vSech chromosomech komplementu
(neukazano). Po hybridizaci na mitoticka jadra pfipravena z kiidelnich diskl vSak sondy oznalily par
chromosomt Z nebo ptislusnych autosomti (Obr. P5a, b, d, e). Na ptipravu chromosomalné¢ specifické
sondy postacoval i jediny vyfezany chromosom. Kompetitorovd DNA neméla na ucinnost sond
vyrazny vliv, pouze mirné snizovala intenzitu hybridizacnich signali (Obr. P5b). Sonda pfipravena z
heterochromatinovych télisek samic oznacila chromosom W ve vSech pozorovanych typech jader, tj. v

mitotickych (Obr. P5c), meiotickych i interfaznich jadrech (neukazano).

4.2.2. Zoo-FISH s pouzitim celochromosomovych sond

Sondy specifické pro pohlavni chromosomy Z, W a autosomy obalece jable¢ného jsem
hybridizovala na chromosomalni preparaty ostatnich studovanych druhit motyli z ¢eledi Tortricidae,
jmenovit¢ G. funebrana, G. molesta, L. botrana a E. ambiguella. Chromosomy Z ani piislusné
autosomy nebyly v mitotickych jadrech kiidelnich diskii zaddného z druhéi sondami zvyraznény.
Hybridiza¢ni signaly byly rovnomérné roztrouseny po celém jadie (neukazano). Specificita
malovacich sond se nezvysila ani pouzitim sami¢i kompetitorové gDNA.

Sonda odvozena z pohlavné specifického heterochromatinu obalece jablecného castécné
hybridizovala s chromosomem W obalece vychodniho, G. molesta (Obr. P5f) a ptekvapiveé i
fylogeneticka vzdalen€jsiho obalece mramorovaného, L. botrana (Obr. P5g, h). Naopak sonda z C.
pomonella nehybridizovala na chromosom W blizce ptibuzného obalece Svestkového, C. funebrana
(Obr. P5i), u kterého byly hybridizacni signaly rovnomérné roztrouseny po vSech chromosomech s
vyjimkou chromosomu W. Sonda nebyla specificka ani pro chromosom W evoluéné nejvzdalenéjsiho

obalecika jednopasého, E. ambiguella (Obr. P5j).
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4.2.3. Zoo-FISH s pouzitim sond odvozenych z klonii BAC

Dalsi mozny postup jak zjistit rychlost divergence genomut byla Zoo-FISH se sondami
odvozenymi z umélych bakteridlnich chromosomti (BAC). Piislusné klony BAC (viz Tab. 1) byly
vyselektovany podle 3 genit lokalizovanych na chromosomu Z (Shaker, IDH2, Notch) a 2
autosomalnich genti (Ardl, EF-1a). Dva klony BAC odvozené z chromosomu W obsahovaly bud’ na
W obohacenou repetici (klon W27-1) nebo W-specifickou sekvenci (klon 23N12). Znacenou BAC
DNA jsem hybridizovala na preparaty pachytennich oocyt studovanych motyll, pfi¢emz preparaty
obalece jablecného slouzily jako pozitivni kontrola. U obalece Svestkového se mi z dlivodu nedostatku
materialu nepodafilo ziskat preparaty z ovarii samic. Proto jsem klony BAC odvozené z chromosomu
W testovala na mitotickych chromosomech kiidelnich diskt.

Sonda ptipravena z klonu BAC nesouciho repetici W27-1 obohacenou na chromosomu W C.
pomonella oznacila v pachytennim komplementu obalece jable¢ného nerovnomérné cely chromosom
W s hust$i akumulaci signalu na jednom z jeho konci (Obr. P6a). Pfi mezidruhové hybridizaci této
sondy jsem vSak zadny specificky signal nezaznamenala (Obr. P6b-e). Zajimavéjsi vsak byla situace u
klonu 23N12 obsahujiciho sekvenci specifickou pro chromosom W C. pomonella. Tento klon poskytl
na chromosomu W obalece jablecného nékolik rozmisténych signali. Dva z nich byly lokalizované
pobliz koncl chromosomu W a dalSich 4 - 6 signald, v zavislosti na stupni kondenzace chromosomu,
se nachazelo v jeho stfedové Casti (Obr. P6f). Z ostatnich studovanych motyli sonda hybridizovala
pouze s chromosomem W obale¢e mramorovaného, L. botrana. Na pohlavnim bivalentu byl patrny
diskrétni hybridiza¢ni signal lokalizovany v jeho koncové ¢asti (Obr. P61, j). U ostatnich druhti nebyl
chromosom W sondou detekovan (Obr. P6g, h, k).

Klony BAC selektované podle gent Shaker, IDH2 a Notch jsem nejdiive hybridizovala na
pachytenni chromosomy obalece jable¢ného. Klony nesouci geny Shaker a IDH2 vykazovaly silné
diskrétni signaly na chromosomu Z pftiblizné€ v jeho dvou tietinach (Obr. P7a, d), zatimco klon nesouci
gen Notch v jeho distalni ¢asti (Obr. P7h). VSechny tfi sondy hybridizovaly v podobnych mistech i na
chromosom Z obalece vychodniho a obalece S§vestkového (Obr. P7b, c, e-g, i, j). U evolucné
vzdalenéjSiho obaleCe mramorovaného a obaleCika jednopasného sonda nevykazovala zadné
hybridiza¢ni signaly (neukazano). Abych potvrdila, Ze sondy znaci pohlavni bivalent a vyloucila tak
moznost nespecifické hybridizace, vS§echny 3 klony BAC jsem postupné hybridizovala na jedno sklo.
Vsechny sondy vykazovaly hybridiza¢ni signaly u obale¢e vychodniho (Obr. P9b, c) i u obalece
$vestkového (Obr. P9d) na stejném pachytennim bivalentu. Jejich potfadi bylo shodné s pofadim u
obalece jablecného (Obr. P9a).

Klon BAC nesouci autosomalni gen Ard! hybridizoval u obalece jable¢ného piiblizné
v poloving jednoho z mensich bivalentll (Obr. P8a), zatimco klon nesouci autosomalni gen EF-la
v terminalni ¢asti jiného bivalentu (Obr. P8e). Pii mezidruhové hybridizaci klonu pro gen ArdI jsem

pozorovala vyrazné hybridizacni signaly u obalece vychodniho (Obr. P8b), Svestkového (Obr. P8c) a
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dokonce i u vzdalengjsiho obaleCe mramorovaného (Obr. P8d). Sonda pro EF-Ia hybridizovala
v termindlnich oblastech jednoho z bivalenti u vSech studovanych obalect (Obr. P8e-i). Klon
selektovany podle genu EF-/a jsem pro dokdzani jeho autosomalni lokalizace hybridizovala u obalece
jable¢ného, vychodniho i $vestkového s klony BAC odvozenymi z pohlavniho chromosomu Z. Sonda

pro EF-1a u zadného z téchto druhti nehybridizovala na chromosom Z (Obr. P9a, b, ¢).

4.3. Stanoveni “Fast-Z” efektu na zakladé srovnani dy/dg

K porovnani rychlosti divergence sekvenci z autosomli a chromosomu Z bylo vedle
celochromosomovych sond pouzito vlastni stanoveni poméru nesynonymnich a synonymnich
substituci mezi sekvencemi obalece jablecného, C. pomonella, a bource moruSového, B. mori. Pro tyto
ucely jsem z cDNA obalece jablecného vyizolovala 6 autosomalnich genti (viz Tab. 3). Sekvence gent
z pohlavniho chromosomu byly dvojiho typu: (1) geny ptvodem zchromosomu Z a (2) geny
translokované na chromosom Z z chromosomu 15. Pro v§echny geny jsem ziskala ortologni sekvence
bource morusového v databazi NCBI a vysledné piilozeni sekvenci upravila do spravného cteciho
ramce. Pomér nesynonymnich a synonymnich substituci jsem spocitala pomoci codeML v programu

PAMLA4.4. Konecné vysledky pro jednotlivé geny jsou shrnuty v Tab. 4.

Tab. 4. Hodnoty dy/ds pro jednotlivé autosomalni pohlavné vazané geny.

Autosomalni dyds Z (Bm chr. Z)* dy/dg Z (Bm chr. 15)b dy/dg
Ace-2 0,0142 6-PGD 0,0352 Trx 0,0057
Ddc 0,0141 Tpi 0,0102 Ace-1 0,0141
Hsp70 0,0068 ABCF2 0,0036 RpS5 0,0013
Nuo 0,0384 GABAr 0,0092 RpL74 0,0168
Cyp 0,0083 Henna 0,0047 RpPO 0,0421
RplL4 0,0447 IDGF 0,0346 IDH?2 0,0085
efla 0.0093 Snf4agamma 0,0074

Ldh 0,0225

RpL10 0,0173

*Z (Bm chr. Z) — geny syntenni mezi chromosomy Z B. mori a C. pomonella,
® 7 (Bm chr. 15) — geny lezici na chromosomu 15 bource moruSového, B. mori, které se na
chromosom Z C. pomonella dostaly v disledku chromosomalni fuze.

Testem normality jsem ovéfila, Ze se vysledné hodnoty dy/ds neodchyluji od normalniho
rozlozeni. Statistiké vyhodnoceni jsem provedla Mann-Whitneyovym testem pomoci programu
GraphPad Prism verze 3.0 pfihladiné vyznamnosti o = 0,05. Primérné hodnoty dy/ds spolu se
smérodatnou odchylkou a hodnotou P jsou uvedeny v Tab. 5. Hodnoty P byly pro vSechny testované
kategorie genti vy$$i nez zvolend hladina vyznamnosti. Z toho vyplyva, ze rychlost divergence

sekvenci pro studované autosomalni a pohlavné vazané geny neni statisticky prikazné odlisna.
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Tab. 5. Primérné hodnoty dy/ds pro jednotlivé kategorie genti spolu se smérodatnymi odchylkami
(SD) a hodnotou P zjisténou pomoci Mann-Whitneyova testu.

Kategorie gent Pocet genti dy/ds*

n x +SD
Autosomalni 7 0,0194 +0,0154
Z (Bm chr. Z)* 9 0,0160 + 0,0122
Z (Bm chr. 15)° 6 0,0147 + 0,0145

*Z (Bm chr. Z) — geny syntenni mezi chromosomy Z B. mori a C. pomonella;

® Z (Bm chr. 15) — geny lezici na chromosomu 15 bource morusového, B. mori, které se na
chromosom Z C. pomonella dostaly v disledku chromosomalni fuze;

“Hodnoty dy/ds jednotlivych kategorii se od sebe vzajemné statisticky nelisily (P > 0,05).
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5. Diskuze
5.1. Karyotypy zastupcii Celedi Tortricidae

Cilem této prace bylo srovnat divergenci pohlavnich chromosomt a autosomt u vybranych
zastupct Celedi Tortricidae. Mezi studované druhy patfily ¢tyti zastupci podéeledi Olethreutinae,
jmenovité C. pomonella, G. molesta, G. funebrana, L. botrana, a jeden zastupce podceledi Tortricinae,
E. ambiguella. Jejich fylogenetické vztahy byly jiz dfive sestaveny na zakladé morfologickych
charakteristik (viz Obr. 1). Kladogram vytvofeny v této praci molekularné-fylogenetickym srovnanim
divergence osekvenovaného useku autosomalniho genu EF-Ia tyto vztahy potvrdil. Jedinou
nevyhodou téchto druhd bylo to, Ze u nich s vyjimkou obalece jable¢ného (Fukova a kol. 2005)
doposud nebyly provedeny zadné karyotypové analyzy. V nasledujich kapitolach jsou proto shrnuty
zékladni cytogenetické charakteristiky vybranych obalect, které predchazely vlastnimu srovnani

divergence genomdi.

5.1.1. Mitotické komplementy vybranych obale¢i

Pro motyly (Lepidoptera) je charakteristicky velky pocet malych uniformnich chromosomi
holokinetického typu, tzn. bez jasné definované centromery (Suomalainen 1969). Za modalni a
pravdépodobné také ancestralni karyotyp je povazovan haploidni pocet chromosomti n = 31. To
potvrzuji i poéty chromosomut u primitivnich druhi motylti (shrnuto v praci Lukhtanov 2000). U
Celedi Tortricidae je modalni pocet chromosomil o néco malo nizsi, n = 30. Tento pocet chromosomt
byl sledovan u vétSiny z 27 karyotypovanych druhii a az na jednu vyjimku je zcela typicky pro
podceled’ Tortricinae (shrnuto v praci Fukova a kol. 2005). Vysledky E. ambiguella, dalSiho zastupce
této podceledi, jsou v souladu s modalnim karyotypem této skupiny. U podcéeledi Olethreutinae, do
které patii vSichni ostatni studovani obale¢i, neni pocet chromosomli jednotny a pohybuje se
v rozmezi od n = 22 do n = 28 (Emelianov a kol. 2004, Fukova a kol. 2005). Mitotické komplementy
obalece vychodniho, §vestkového a mramorovaného sestavaly stejné jako u obalece jablecného z n =
28 chromosomtl.

Vsichni vybrani obaleci mély stejn€ jako vétSina motylii chromosomalni urceni pohlavi typu
WZ/ZZ (Traut a kol. 2007). U samcii a samic patfily chromosomy Z a W mezi ty viibec nejvétsi
elementy karyotypu. Napadné velké pohlavni chromosomy jsou typické pro vSechny cytogeneticky
prozkoumané zastupce Celedi Tortricidaec (Emelianov a kol. 2004, Fukova a kol. 2005). Tento fakt
vedl k domnénce, Ze se na pohlavni chromosom Z translokoval kus nebo dokonce cely autosom. Fuzi
jednoho z autosomti, konkrétn¢ autosomu odpovidajicimu chromosomu 15 bource morusového,
s pohlavnim chromosomem Z vibec poprvé potvrdila Sykorova (2011) u obalece jablecného. Osud
homologniho autosomu vSak doposud zlstava nejasny. Jednou z moznosti je flize tohoto autosomu
s pohlavnim chromosomem W. To by také mohlo vysvétlit jeho napadnou velikost. Chromosom W

spolu se svym parovacim partnerem vyc¢nival svoji velikosti u vSech obale¢t zahrnutych v této praci.
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Vyjimku tvofil pouze pohlavni chromosom W obale¢e Svestkového, G. funebrana. Ten byl
v porovnani s ostatnimi druhy relativné maly. Divodem mutze byt to, Ze homolog autosomu 15
s chromosomem W nesfuzoval a bud doslo k jeho ztraté, nebo v genomu zlstal jako pohlavni
chromosom W,. Druhd moZznost by byla snadno zjistitelnd z pachytennich preparati ovarii, kde by
pohlavni chromosomy tvofily trivalent. Haploidni pocet chromosomi n = 28 obalece Svestkového
nasveédcuje spise ztraté chromosomu, ale z divodu nedostatku materidlu nemizu vyloucit ani druhou
variantu. Alternativnimi moznostmi malé velikosti chromosomu W u G. funebrana by byla prosta
degenerace ¢i delece Casti chromosomu W zpiisobena naptiklad ektopickou rekombinaci (Novara a
kol. 2009, Hughes a kol. 2010). Mala velikost heteromorfniho chromosomu je obecnou vlastnosti
organisml s heterogametickymi samci, savcl, kde chromosom Y nékterych vacnatcti dosahuje
velikosti pouhych 10 Mb. V extrémnim piipadé se da oCekavat jeho iplna ztrata spojena se vznikem
nového systému uréeni pohlavi (Graves 2000). To uz se v prubéhu evoluce stalo naptiklad u rypose
rodu Ellobius (Graves 2000, Just a kol. 2002). Lidsky Y chromosom by pak podle nejnovéjSich
predpokladti mohl zaniknout v ¢asovém horizontu 7 miliond let (Veyrunes a kol. 2008). U motyll je
vS§ak maly pohlavni chromosom W vyjimkou, kterd byla popsana pouze u dvou studovanych druhd,

Bicyclus anynana a Artaxa subflava (shrnuto v praci Marec a kol. 2010)

5.1.2. Distribuce a lokalizace rDNA

Nejnovéjsi poznatky u bazalnich skupin motyli z ¢eledi Yponomeutidae a Gracillariidae
naznacuji, Zze haploidni ancestralni karyotyp n = 31 obsahoval ptivodné jeden chromosom nesouci
NOR lokalizovany terminaln¢ (P. Nguyen, nepublikovano). Vysledky u obaleCe vychodniho,
mramorovaného a obalecika jednopéasného jsou v souladu s témito zjiSténimi. V genomu obalecCe
Svestkového se také vyskytoval jeden klastr rDNA. Ten byl vSak situovan v intersticialni poloze
bivalentu, piiblizné¢ v jeho dvou tietinach. Zména lokalizace v porovnani s ostatnimi druhy mohla byt
zptsobena inverzi zahrnujici tento klastr rDNA. Ta byla nedavno popsana u dvou parazitickych
vrtej$t rodu Pomphorhynchus laevis a Pomphorhynchus tereticollis, kde zjisténa rozdilna lokalizace
jadérka podpofila jejich rozdéleni do dvou samostatnych druht (Bombarova a kol. 2007). U obalece
jableéného se rDNA klastr vyskytoval na obou koncich jediného bivalentu. Fukova a kol. (2005)
predpokladali, Ze tento bivalent vznikl fuzi dvou NOR nesoucich chromosomt. Na zakladé¢ dat o
rDNA piibuznych druhii a jejich poctu chromosomi je vSak pravdépodobnéjsi zmnozeni jednoho
puvodniho klastru rDNA na dva ektopickou rekombinaci mechanismem navrzenym v praci Nguyen a
kol. (2010).

U obalecika jednopasného, E. ambiguella, byla na mitotickych jadrech potvrzena hybridizace
18S rDNA sondy na pohlavni chromosomy Z a W. To potvrdilo i zakotveni pohlavnich chromosomil
v jadérku na preparatech pachytennich bivalentii obarvenych orceinem. Lokalizace rDNA (¢ili NOR)
na pohlavnich chromosomech je u motyli naprosto unikatni a byla doposud popsana pouze u

Stétconose Orgyia thyellina (Lymantriidae), kde vSak doslo ke zna¢né redukci poctu chromosomu
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mnohonasobnymi fizemi (Traut a Marec 1997, Yoshido a kol. 2005b). Vzhledem k haploidnimu
poctu chromosomit n = 30 se zd4, Ze se na pohlavni chromosomy translokovala ¢ast autosomu
nesouciho NOR. Tomu by nasvéd¢ovala i abnormalni velikost pohlavnich chromosomd.

Kompaktni signaly rDNA sondy byly u vSech ¢tyi druhd obalecti vysetfenych na distribuci
rDNA v této praci lokalizovany v misté DAPI-pozitivniho heterochromatinového bloku. Podobna
kolokalizace je u eukaryotickych organismii pomémé Casta a jednou z pfic¢in by mohla byt tvorba
heterochromatinu rDNA samotnou (Carmo-Fonseca a kol. 2000). U obalece jable¢ného vSak nebyl

zadny ze dvou terminalnich klastrti rDNA doprovazen blokem heterochromatinu (Fukova a kol. 2005)

5.1.3. “Sex chromatin”, zakladni charakteristika chromosomu W

Samice vSech obalect obsahovaly v interfaznich polyploidnich jadrech heterochromatinové
télisko, tzv. “sex chromatin”, tvofeny mnohonasobnymi kopiemi chromosomu W. Toto télisko bylo
v polyploidnich jadrech obalece $vestkového, G. funebrana, a obalecika jednopasného, E. ambiguella,
velké a jeho velikost rostla se stupném polyploidizace. V polyploidnich jadrech obalece vychodniho a
mramorovaného se vSak jeho velikost s rostouci velikosti buitky neménila. Naopak, u samicich larev
5. instaru byl tento pohlavné specificky heterochromatin zanedbatelny a u dospélcti dochazelo
dokonce k jeho fragmentaci. Podobny rozpad sex chromatinu byl typicky i pro W chromosom
$tétconoSe trnkového, Orgya antiqua (Traut a Marec 1997, Yoshido a kol. 2005b) ¢i pro W-
chromosomalni mutantni linie zavijeCe mouéného, Ephestia kuehniella (Traut a kol. 1986, Marec a
Traut 1994), u kterych byla na chromosom W translokovana cast autosomu nebo chromosomu Z.
Jednim z moznych vysvétleni fragmentace sex chromatinu muze byt transkripéni aktivita
translokované euchromatinové c¢asti na chromosomu W, ktera u vysoce polyploidnich bunck
rozvolnuje heterochromatin a brani tak jeho shlukovani (Marec a Traut 1994).

Ptitomnosti euchromatinu na pohlavnim chromosomu W nasvédCovaly i vysledky
komparativni genomové hybridizace (CGH). Po obarveni chromosomti DAPI bylo patmé, Ze se
chromosom W vybranych obalect skladad prevazné z heterochromatinu. To je typické pro naprostou
vétSinu studovanych motyld (Traut a Marec 1997). U obalec¢e vychodniho a mramorovaného tvofil
heterochromatin pachytenniho bivalentu WZ kontinualni vldkno, jen minimalné pferuSované mén¢
barvitelymi useky. AvSak u obalecika jednopasného byl heterochromatin patrny pouze do poloviny
chromosomu. To by samo o sobé mohlo byt nepiimym ditkazem flze ¢i translokace autosomu na
chromosom W. Po hybridizaci se sami¢i a sam¢i znacenou genomovou DNA byl chromosom W
obalecl zvyraznén pouze Castecné, coz bylo nejvice markantni u obaleCe mramorovaného a obalecCika
jednopasného. Vzor znaceni obou sond se naprosto lisil od spojitych hybridizac¢nich signali obalece
jable¢ného (Fukova a kol. 2005). Z téchto vysledki vyplyva, Zze chromosom W obalece vychodniho,
mramorovaného a obalecika jednopasného obsahuje vedle heterochromatinovych, tj. vysoce

repetitivnich nekddujich sekvenci také tiseky euchromatinové, typické pro chromosomy Z a autosomy.
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Tyto useky pak mohou u G. molesta a L. botrana zapfiCinit rozpad sex chromatinu u vysoce

polyploidnich jader.

5.2. Divergence genomi zastupci Celedi Tortricidae

Pohlavni chromosomy vznikly v pribéhu evoluce n€kolikrat nezavisle u riznych skupin
organismu pravdépodobné z homologniho paru autosomti (Bergero a Charlesworth 2009). Zatimco u
pohlavné specifickych chromosomt Y a W doslo v diisledku restrikce rekombinace k degeneraci a
genetické erozi (Bachtrog 2006), homogametické pohlavni chromosomy X a Z si podobnost s jejich
autosomalnimi piedky ve velké mife zachovaly. Hemizygotni stav v heterogametickém pohlavi a
odlisna efektivni velikost populace chromosomi X a Z vSak mohou ovlivnit rychlost adaptivni
evoluce sekvenci vazanych na tyto chromosomy. Pfedchozi vysledky prace Vitkova a kol. (2007)
potvrdily zrychlenou divergenci pohlavniho chromosomu W motyld, ale doposud nam chybélo
srovnani s chromosomy Z a autosomy. Cilem této prace bylo zjistit rychlost divergence u pohlavnich
chromosoml a autosomti vybranych zastupcti ¢eledi Tortricidae, a to pomoci dvou metodickych
pfistupi. Prvnim z nich byl vyvoj celochromosomovych malovacich sond obalece jablecného a jejich
aplikace na piibuzné druhy pomoci Zoo-FISH. Alternativni moznosti bylo vyuziti sond odvozenych
z umélych bakteridlnich chromosomtl. Druhy pfistup spocival ve stanoveni existence “Fast-Z” efektu
vyjadfenym pomeérem nesynonymnich ku synonymnich substituci (dy/ds) u sekvenci gend pohlavniho

chromosomu Z a autosomil obalece jable¢ného a bource morusového.

5.2.1. Zoo-FISH s pouzitim celochromosomovych sond a sond odvozenych
z klonu BAC

Ptiprava malovacich sond z pohlavné specifického heterochromatinu polyploidnich bunék
pomoci laserové mikrodisekce a nasledné DOP-PCR se velice osvédCila u riznych druht motyld
(Fukova a kol. 2007, Vitkova a kol. 2007). Pfedchozi pokusy o vyrobu sond specifickych pro pohlavni
chromosom Z se v§ak vinou metodickych piekazek nedatily (Sichova 2009). V této praci jsem proto
vyuzila novy zpisob amplifikace a znaceni soupravami WGA3/WGA4 s uspéchem pouzitého u
saranCete stéhovavého, Locusta migratoria (Teruel a kol. 2009), a drapatky Xenopus tropicalis
(Krylov a kol. 2010). Takto vyrobené sondy odvozené z pohlavniho chromosomu Z a autosomil
nebyly na preparatech pachytennich oocytli obaleCe jablecného specifické, ale po hybridizaci na
mitotické komplementy kiidelnich diskt ptislusnou dvojici chromosomi obarvily. Zajimavé bylo, ze
pro pripravu specifické sondy postacoval jediny vyfezany chromosom, dokonce i ten nejmensi
autosom. Tento fakt vylucuje kontaminaci vzorku jinymi chromosomy a v budoucnu by tak mohl byt
velice pfinosny naptiklad pii konstrukci chromosomalnich knihoven riznych druhi.

Sondy specifické pro pohlavni chromosomy W a Z a pro autosomy obaleCe jable¢ného jsem
v dal§im kroku hybridizovala na mitoticka jadra pfibuznych druhti obale¢ti metodou Zoo-FISH. Avsak
hybridizacni signaly Z-chromosomalnich a autosomalnich sond byly u vSech testovanych druhi

rovnomern¢ rozptylené po celém geonomu, bez znamek specifické hybridizace. Tyto vysledky jsou
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v kontrastu s publikovanymi tdaji u obratlovci, kde sondy pii mezidruhovych hybridizacich funguji i
na tak vzdalené druhy, jako jsou naptiklad kuie a zelva Pelodiscus sinensis (Matsuda a kol. 2005)
nebo kuie a vaice Monodelphis domestica (Robinson a Ruiz-Herrera 2008). Rozdilné vysledky jsou
nejspise zplisobeny charakterem repetitivnich sekvenci. Ty jsou u obratlovcll chromosomalng
specifické (Schmidt a Heslop-Harrison 1998), zatimco u motyld se zd4, Ze jsou stejné jako u rostlin
(Hobza a kol. 2004) rovnomérné roztrousené po genomu. Tomu by odpovidal i charakter
hybridizacnich signalt pozorovany u vSech druhi obalect.

Mezidruhova hybridizace sond odvozenych od chromosomu W obalece jable¢ného pfinesla
zajimavejsi vysledky. Sonda hybridizovala na pohlavni chromosom W u obalece vychodniho, G.
molesta, 1 evolucné vzdalenéjsiho obaleCe mramorovaného, L. botrana. Na fylogeneticky
nejvzdalengjsiho obalecika jednopasného, E. ambiguella, a piekvapivé na blizce pfibuzného obalece
$vestkového, G. funebrana, vsak nikoliv. Tyto vysledky podporuji hypotézu o rychlé divergenci
pohlavniho chromosomu W motylii, uvedenou v praci Vitkova a kol. (2007). Nespecifita sond u blizce
pribuzného druhu G. funebrana a pozitivni hybridizace u druhu vzdalenéjsiho L. botrana navic sveédci
o tom, Ze degenerace chromosomu W je Cisté stochasticky proces, ktery probiha druh od druhu jinak.
Tyto ptedpoklady potvrdily i vysledky mezidruhovych hybridizaci sond odvozenych z kloni W-BAC
obaleCe jablecného. Sonda selektovand podle W specifické sekvence C. pomonella poskytla
hybridizacni signaly na chromosomu W pouze u evolu¢né vzdaleného obaleCe mramorovaného,
zatimco u ostatnich druht nebyl chromosom W sondou oznacen podobné¢ jako v ptipad¢ druhé sondy,
selektované podle repetice akumulované na chromosomu W. Provedené Zoo-FISH experimenty
z klontt W-BAC nehodi pro studium evoluce pohlavnich chromosomt motyli (Vitkova a kol. 2007,
Yoshido a kol. 2007, F. Marec, nepublikované vysledky).

Z této prace vyplyva, Ze jsou pro srovnavaci karyotypové analyzy blizce ptibuznych druht
motyli mnohem vhodnéjsi klony BAC odvozené z pohlavniho chromosomu Z a autosomt. To uz
naznaCila prace Yasukochi a kol. (2009) pii mezidruhové hybridizaci sond lisaje tabakového,
Manduca sexta, na chromosomalni preparaty liSaje svlaécového, Agrius convolvuli. V mé praci tii
sondy BAC selektované podle Z lokalizovanych genl Shaker, IDH2 a Notch obalece jable¢ného
hybridizovaly na dva evolu¢né nejbliz§i druhy obaleée vychodniho, G. molesta, a $vestkového, G.
funebrana, zatimco autosomalni klon Ardl znadil i jeden z bivalentli obalee mramorovaného, L.
botrana. Klon BAC EF-Ia hybridizoval dokonce az na evolu¢né nejvzdalené¢jsiho zastupce z Celedi
Olethreutinae obale¢ika jednopasného, E. ambiuella. Tyto vysledky ukazuji na zrychlenou evoluci
sekvenci lokalizovanych na chromosomu Z v porovnani se sekvencemi autosomalnimi a vitbec poprvé
tak poukazuji na existenci efektu rychlejsiho chromosomu Z (“Fast-Z effect”) u motyld, fenoménu
nedavno popsaného u dalSich zivocicht se systémem uréeni WZ/ZZ, ptakti (Mank a kol. 2007).

Moznost mezidruhové hybridizace kloni BAC také skyta unikatni moznost pro fyzické

mapovani gentl blizce pfibuznych druhti. Vybrané geny, podle kterych byly selektovany klony BAC,
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IDH?2 a Notch, byly u bource morusového, B. mori, lokalizované na chromosomu 15 a bylo prokazano,
7ze se u obaleCe jablecného v prubehu evoluce translokovaly na pohlavni chromosom Z spole¢né
s genem pro acetylcholinesterazu (Acel) zapojenym do rezistence ke xenobiotikim (Kata 2011,
Sykorova 2011). Vysledky fyzického mapovani potvrdily, Ze vySe zminéné geny se nachdzeji i na
chromosomu Z obalece vychodniho a §vestkového. Jejich poradi, spolec¢né s klonem BAC odvozenym
od genu Shaker, odpovidalo pofadi genli na chromosomu Z obalece jablecného. Tyto vysledky
podporuji hypotézu, Ze k chromosomalni piestavbe, ktera méla za nasledek pfesun genu Acel na

chromosom Z, dos$lo u spole¢ného ptedka skupiny Grapholitini (P. Nguyen, nepublikovano).

5.2.2. Stanoveni poméru dy/dgs u sekvenci C. pomonella a B. mori

Druhou z moznosti pro srovnani rychlosti divergence genomti motylti bylo vedle pouziti
malovacich sond a sond odvozenych zumélych bakteridlnich chromosomli urceni poméru
nesynonymnich a synonymnich substituci (dy/ds) u gent pohlavniho chromosomu Z a autosomi. Pro
srovnani jsem zvolila obalee jable¢ného C. pomonella, u kterého jsem kromé mnou ziskanych
sekvenci mohla vyuzit i sekvence genti izolovanych dfive ¢leny nasi laboratote, a bource morusového
B. mori, druhu s osekvenovanym a ¢aste¢né anotovanym genomem. Pro vlastni stanoveni jsem pouZzila
sekvence 7 autosomalnich gentd, 9 gend z plivodni ¢asti chromosomu Z a 6 genl translokovanych
béhem evoluce z autonomu odpovidajicimu chromosomu 15 bource. Pomér dy/ds byl stanoven pro
kazdou sekvenci zvlast’ a primérné hodnoty jednotlivych kategorii genti byly porovnany statistickym
testem. Ani v jedné kategorii genti se vyslednd primérna hodnota nijak vyznamné neodliSovala; u
pouzitych souborii genii je tedy adaptivni evoluce sekvenci chromosomu Z viéi autosomim
neprikaznd. Jinymi slovy feceno, data naznacuji, ze se geny vazané na pohlavni chromosom
Z nevyvijeji rychleji nez sekvence autosomalni a poukazuji tak na nepfitomnost “Fast-Z” efektu u
motyli. Z praimérnych hodnot dy/ds se dokonce zd4, Ze rychlost funkéni evoluce by mohla byt vyssi
pro autosomalni geny. Toto zjisténi je v souladu s nékterymi vysledky ziskanymi u octomilky
(Betancourt a kol. 2002, Thornton a kol. 2006), avSak je v piikrém rozporu s vysledky ziskanymi u
ptaki se stejnym sytémem urceni pohlavi typu WZ/ZZ (Mank a kol. 2007).
maly vzorek pouzitych ortolognich genti. Rychlost evoluce pohlavniho chromosomu X/Z a autosomil
se nejcastéji sleduje u organismi s osekvenovanym genomem, a tudiz neni problém do analyz
zahrnout stovky az tisice gend, které staci pouze stahnout z prislusné databaze (Betancourt a kol. 2002,
Thornton a kol. 2006, Mank a kol. 2007, Mank a kol. 2010). U octomilky vsak rtizné studie vychazi
rozporuplné, a to nezavisle na poctu genl (shrnuto v praci Presgraves 2008). Geny chromosomu
Z pouzité vtomto experimentu byly v pfedchozich pokusech vyuzity pro sestaveni fyzické mapy
obaleCe jablecného (P. Nguyen a kol., nepublikovano) a byly vybrany na zaklad¢ jejich vysoké

konzervovanosti. Nendhodny testovany soubor tedy mohl byt dalsim z divodi jejich pomalejsi
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funkéni evoluce. Jednou z pfiin by také mohl byt neutrdlni charakter zjisténych substituci
(Betancourt a kol. 2002).

Mank a kol. (2010) predpokladali, ze zrychlena divergence pohlavniho chromosomu Z u ptakt
neni dusledkem selekce ale spiSe genetického driftu. Ten je mnohem U¢innéj$i v malych populacich.
Motyli vSak maji stejn¢ jako octomilka velkou efektivni velikost populace (&V,). S rostouci N,
chromosomu X/Z pak dochazi ke snizeni vlivu efektu rychlejsiho chromosomu X/Z (Mank a kol.
2009). To je vsouladu svysledky této prace u zastupci Celedi Tortricidae i u riznych druhi
octomilek, které podporuji hypotézu, ze za zrychlenou funkéni evoluci pohlavnich chromosomil stoji
prave geneticky drift.

Pro prokazani existence “Fast-Z” efektu u motylt v§ak budou muset byt provedeny detailngjsi
studie zahrnujici vice ortolognich geni. Pokud i tehdy vyjdou rychlosti funkéni evoluce pro Z vazané
a autosomalni geny srovnatelné, bude to dikazem toho, ze u motylii nedochazi k rychlejsi adaptivni
evoluci pohlavné vazanych genil a Ze velky vliv chromosomu Z na plodnost a zivotaschopnost hybridi

(Naisbit a kol. 2002) nemtize byt sdm o sob¢ vysvétlen efektem rychlejsiho chromosomu Z.

5.2.3. Srovnani piistupi pro studium rychlosti divergence genomu motyla

V této praci bylo pouzito n¢kolik metodickych pfistupid pro zjisténi, zda se v evoluci genomt
motyli uplatiiuje efekt rychlej§iho chromosomu Z podobné jako u ptakt (Mank et al. 2007). Zatimco
klasické urCeni poméru synonymnich a nesynonymnich substituci (dy/ds) neprokazalo zrychlenou
funkéni evoluci pohlavné vazanych sekvenci ve srovnani s autosomalnimi sekvencemi, vysledky
mezidruhové hybridizace sond odvozenych z klontit BAC existenci rychlejsi divergence chromosomu
Z potvrdily. Pouziti celochromosomovych sond se pii komparativnich hybridizacich neosvédcilo. Co
je vsak pri¢inou rozdilnych vysledkd a jaky metodicky pfistup ma vétsi vypovidajici hodnotu?

Ptistup zalozeny na in situ hybridizaci zavisi na teploté tani duplexu sondy a cilové sekvence.
Ta se da spocitat podle vzorce T, = 16,6 logM + 0,41(GC) + 81,5, kde M je koncentrace sodnych
iontd vroztoku a GC procentudlni obsah pfislusnych nukleotidii v sekvenci. S kazdym procentem
nesparovanych bazi navic teplota tani klesa pfiblizné o 1°C (DIG Application Manual for
Nonradioctive /n Situ Hybridization; Roche Applied Science). Z vySe uvedeného vztahu vyplyva, ze
pfi stringentnim prani v 0,1x SSC pufru pii 62°C a predpokladaném 50% zastoupeni GC musi mit
sonda s cilovou sekvenci identitu alesponi 88%, aby nebyla odmyta. Srovnanim kodujicich sekvenci
genll EF-la, Shaker a Notch obaleCe jablecného s pfislusnymi sekvencemi obale¢e vychodniho,
mramorovaného a obalecika jednopasného jsem zjistila, Ze se identita danych sekvenci pohybuje v
rozmezi 85 az 95%. Za predpokladu, ze repetitivni sekvence diverguji rychleji nez kodujici, byly
repetitivni komponenty sondy pii odmyvani nespecificky navazané sondy patrné odmyty. Vysledky
mezidruhovych hybridizaci tedy pravdépodobné odpovidaji stupni divergence kodujicich sekvenci.

Sekvenacni studie umélych bakteridlnich chromosomi u motyld B. mori, Helicoverpa

armigera a Spodoptera frugiperda ukazuji, Ze na Gseky velikosti 3 Mb, 1,963 Mb a 2,042 Mb ptipada
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502, 201 a 274 gend (d"Alengon a kol. 2010). Vezmeme-li v tvahu odpovidajici hustoty genli a
pramérnou velikost klontt v BAC knihovné obalece jablecného, jez je 140 kb, miize jeden klon BAC
obalece obsahovat 14 az 23 kodujicich sekvenci. Pro mezidruhové hybridizace jsem pouzila 3 klony
BAC odvozené z pohlavniho chromosomu Z a 2 selektované podle autosomalnich geni. To znamena,
Ze mnou pouzity hybridizacni pfistup mohl testovat 42 az 69 kodujicich sekvenci chromosomu Z a 28
az 46 sekvenci autosomalnich. Tento pocet vyznamné prevysSuje mnozstvi genli pouzitych pro urceni
poméru dy/ds a Zoo-FISH se sondami odvozenymi z klontt BAC je tak robustnéjs$i metodou pro
stanoveni pritomnosti “Fast-Z” efektu u motylt. Na zakladé¢ vySe zminéné argumentace se tedy
domnivam, ze u motyli skute¢né existuje rychlejsi adaptivni evoluce sekvenci vazanych na pohlavni
chromosom Z,a Ze neprikazné vysledky pfi stanoveni poméru synonymnich a nesynonymnich

substituci byly zplsobeny malym testovanym vzorkem ortolognich geni.
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6. Souhrn

Tato prace se zabyvala studiem molekularni divergence pohlavnich chromosomt a autosomi
vybranych druhii obale¢ii z celedi Tortricidae s pouzitim dvou metodickych pfistupti. Prvnim z nich
byla mezidruhova komparativni hybridizace (Zoo-FISH) celochromosomovych sond a sond
odvozenych z umélych bakterialnich chromosomti C. pomonella, zatimco druhy pfistup spocival ve
stanoveni poméru nesynonymnich a synonymnich substituci (di/ds) u sekvenci genii obalece
jable¢ného a bource morusového. Vysledky také poskytly viibec prvni nahled do karyotypu Ctyt druhi
obaleCovitych, obale¢e vychodniho (Grapholita molesta), obalee Svestkového (G. funebrana),
obalece mramorového (Lobesia botrana) a obalecika jednopasného (Eupoecilia ambiguella).

Sondy specifické pro pohlavni chromosomy Z a W a pro autosomy byly pfipraveny pomoci
laserové mikrodisekce a nasledné amplifikace a znaCeni soupravami WGA3/WGA4. Zajimavé bylo,
Ze pro vyrobu sond postacoval jediny vyfezany chromosom, dokonce i ten nejmensi autosom. Sondy
byly nejdiive testovany na preparatech kiidelnich diskid obalece jablecného a poté byly hybridizovany
na mitotické komplementy vybranych obalect. Zatimco sondy vytvoiené z chromosomu Z a autosomt
v mezidruhovych hybridizacich nefungovaly, sonda odvozend zchromosomu W Castecné
hybridizovala s odpovidajicim chromosomem blizce pfibuzného obale¢e vychodniho a vzdalenéjsiho
obale¢e mramorovaného, av§ak nikoliv blizce ptibuzného obale¢e Svestkového a vzdaleného obalecika
jednopasného. Vysledky svéd¢i o rychlé divergenci chromosomu W a o nahodnosti jeho degenerace.
To bylo potvrzeno i pti komparativni hybridizaci klonii BAC odvozenych od unikatni sekvence
chromosomu W, kdy sonda oznacila ptislusny chromosom pouze u obale¢e mramorovaného.

Mezidruhova hybridizace kloni BAC selektovanych podle sekvenci z chromosomu Z a
autosomalnich sekvenci piinesla viibec prvni nepiimé ditkazy o existenci efektu rychlejsiho Z (“Fast-Z
effect”) u motylt a ukdzala se jako vynikajici nastroj pro fyzické mapovani gent blizce piibuznych
druhi. Sondy pohlavniho chromosomu Z, selektované podle gentt Shaker, IDH2 a Notch,
hybridizovaly na pfislusné bivalenty u obalece vychodniho a $vestkového, zatimco autosomalni klon
Ardl 1 u obaleCe mramorovaného. Klon BAC obsahujici gen EF-1a hybridizoval dokonce i u
nejvzdalenéjsiho obalecika jednopasného. Hybridizace kloni BAC obsahujicich geny IDH2 a Notch
na pohlavni chromosom Z obalece vychodniho a Svestkového navic potvrdila domnénku o translokaci
chromosomu 15 na pohlavni chromosom Z, jiz diive popsanou u obalece jable¢ného.

Stanoveni poméru nesynonymnich a synonymnich substituci u sekvenci lokalizovanych na
chromosomu Z a u autosomalnich sekvenci obalece jable¢ného a bource morusového vsak dikazy o
zrychlené evoluci Z-vazanych gend nepfinesly. Vysledné poméry byly pro vSechny kategorie genil
podobné a statisticky se neodliSovaly.

Vysledky mé prace vyznamné pfispivaji k detailnimu poznani molekularni divergence
pohlavnich chromosomti a autosom motyli a pfindSeji nové zasadni informace o karyotypu

vybranych zastupct ¢eledi Tortricidae. Ziskané tidaje jsou téz zakladem pro dalsi samostatné studie.
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8.  Prilohy

Obr. P1. Mitotické a meiotické chromosomalni sady studovanych druhti celedi Tortricidae. Preparaty
pripravené “spreading” technikou byly barveny DAPI a potizené digitalni snimky obarveny modie (a,
b, d-g, i-k), roztlakové preparaty byly barveny orceinem (c, h, 1). Sipky ukazuji na pohlavni
chromosomy Z a W, nejvétsi elementy karyotypu. Chromosom W je u vSech druhti obalect diky
svému heterochromatinovému sloZeni dobfe rozpoznatelny. Obale¢ vychodni, Grapholita molesta (a-
¢): a — mitoticka sada samice (2n = 56); b — mitoticka sada samce (2n = 56); ¢ — metafaze I samce s 28
bivalenty. Obale¢ Svestkovy, G. funebrana (d, e): d — mitoticky komplement samice (2n = 56) s
relativn€é malym chromosomem W v porovnani s ostatnimi druhy obalecli; e — mitoticky komplement
samce (2n = 56). Obale¢ mramorovany, Lobesia botrana (f-h): f — mitotické jadro samice (2n = 56);
g — sam¢i pachytenni jadro obsahujici 28 bivalentl; h — metafaze I samce s 28 bivalenty. Obalecik
jednopasny, Eupoecilia ambiguella (i-1): i — sami¢i mitotické chromosomy (2n = 30); j — samci
mitotické chromosomy (2n = 30); k — detail pohlavnich chromosomi Z s Sipkami ukazujicimi na
DAPI-pozitivni terminalni segmenty; 1 — metafaze I s 30 bivalenty. Obrazek k méfitko = 5 um; ostatni

obrazky métitko = 10 um; obrazky a-d a h-l maji stejné méfitko.
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Obr. P2. Interfazni jadra studovanych druhil celedi Tortricidae pfipravené z malpighickych trubic
samci (a, e, h, 1), samicich larev 3. instaru (b, g, i, m), samicich larev 5. instaru (c, f, j, n) a samicich
dospélct (d, K, o). Sipky ukazuji na heterochromatinové télisko, tzv. “sex chromatin”. Obale&
vychodni, G. molesta (a-d): a — interfazni jadro samce; b — malo polyploidni jadro samice s relativné
velkym heterochromatinem; ¢ — vice polyploidni jadro samice; pii srovnani s Obr. 2b je patrné, ze
heterochromatinové télisko neroste proporcionalné k velikosti (tj. stupni ploidie) jadra d — vysoce
polyploidni jadro samice s fragmentovanym heterochromatinem. Obale¢ Svestkovy, G. funebrana (e-
g): e — interfazni jadro samce; f — interfazni jadro samice; g — jadro samice s nizkou urovni
polyploidizace. Obale¢ mramorovany, L. botrana (h-k): h — interfazni jadro samce; i — malo
polyploidni jadro samice s velkym heterochromatinem; j — miniaturni heterochromatinové télisko vice
polyploidnich samicich jader; k — fragmentovany heterochromatin dospélé samice. Obalecik
jednopasny, E. ambiguella (1-0): 1 — sam¢i interfazni jadro; m — jadro samice s nizkym stupném

polyploidie; n — vice polyploidni jadro samice; o — interfazni jadro dospélé samice. Métitko = 20 um.
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Obr. P3. Identifikace chromosomu W u studovanych druhti obalect z ¢eledi Tortricidae. Samici
preparaty ptipravené “spreading” technikou byly barveny orceinem (a-e) nebo na nich byla provedena
komparativni genomova hybridizace (f-u). a — pachytenni jadro obalece vychodniho, G. molesta. b —
pachytenni komplement obale¢e mramorovaného, L. botrana; Sipka ukazuje na zvyraznény WZ
bivalent. ¢ — detail pohlavniho bivalentu L. botrana. d — pohlavni bivalent WZ obalecika
jednopasného, E. ambiguella, ukotveny v jadérku (N = “nucleolus”); Sipka ukazuje na zvyraznény WZ
bivalent. e — sami¢i pachytenni chromosomy E. ambiguella; Sipky ukazuji na univalenty W a
Z ukotvené v jadérku (N = “nucleolus”); orcein zvyraznil chromosom W a terminalni ¢ast univalentu
Z. Komparativni genomova hybridizace (CGH) na pohlavnim bivalentu samic obale¢e jable¢ného (f-
i), obaleCe vychodniho (j-m), obale¢e mramorovaného (n-q) a obalecika jednopasného (r-u). Samici
gDNA byla znacena fluorescein-12-dUTP (zelend) a sam¢i gDNA Cy3-dUTP (Cervend). Chromosomy
byly podbarveny DAPI (modra). Obrazky f, j, n, r — ukazuji na vyraznou akumulaci signalu obou
znaCenych sond na vldknech chromosomu W v pohlavnich bivalentech WZ studovanych druht.
Vsechny ostatni obrazky ptredstavuji snimky téchto WZ bivalentli v jednotlivych fluorescencnich
pasmech: g, k, 0, s — bivalenty podbarvené DAPI; h, 1, p, t — hybridiza¢ni signaly ¢ervené znacené
sam¢i gDNA; i, m, q, u — signaly zelen¢ znacené¢ samic¢i gDNA. Obrazky a-e méfitko = 20 pum;

obrazky f-q métitko = 10 pm; obrazky r-u métitko = 10 pm.
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Obr. P4. Lokalizace organizatori jadérka (NOR) na chromosomech vybranych druhd motyll z ¢eledi
Tortricidae fluorescenéni in situ hybridizaci s biotinylovanou 18S rDNA sondou, detekovanou
fluorochromem Cy3 (€ervena; hybridizacni signaly ozna¢eny Sipkami). Chromosomy byly podbarveny
DAPI (modra). Obale¢ vychodni, G. molesta (a, b): a — pachytenni jadro samce; b — mitoticka sada
samce (2n = 56). Obale¢ Svestkovy, G. funebrana (¢): ¢ — bivalent nesouci NOR. Obale¢
mramorovany, L. botrana (d): d — pachytenni komplement samce. Obalecik jednopasy, E. ambiguella
(e-h): e — sam¢i pachytenni jadro; f — samici pohlavni bivalent WZ; g — mitotické jadro samce; Sipky
ukazuji na oba chromosomy Z nesouci terminalni klastr rDNA; h — sami¢i mitotické jadro; Sipky
ukazuji na pohlavni chromosomy Z a W nesouci NOR. M¢fitko = 10 pm; obrazky c-f maji stejné
méftitko; obrazky g-h maji stejné méftitko.
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Obr. P5. Fluorescencni in situ hybridizace s pouzitim celochromosomovych malovacich sond
odvozenych z pohlavniho chromosomu Z (a, b), chromosomu W (¢) a autosomt (d, e) obalece
jable¢ného, C. pomonella, a Zoo-FISH W-specifické malovaci sondy C. pomonella na preparatech
ostatnich druhii Celedi Tortricidae (f-h). Sondy byly znaceny fluorochromem Cy3-dUTP (Cervend) a
chromosomy byly podbarveny DAPI (modra). Obale¢ jable¢ny, C. pomonella (a-e): a — samci
mitoticka sada; Sipky ukazuji na oba zvyraznéné chromosomy Z; b — mitotickd spermatogonialni
metafaze s pouzitim sami¢i kompetitorové gDNA; Sipky ukazuji na pohlavni chromosomy Z; ¢ —
sami¢i mitotické jadro; Sipka ukazuje na sondou znaceny chromosom W; d — sami¢i mitotické
chromosomy; Sipka ukazuje na akumulaci signalu na dvou malych autosomech; e — mitoticka
metafaze samce; Sipky ukazuji na sondou zna¢ené homologni autosomy. f — sami¢i mitoticka sada
obale¢e vychodniho, G. molesta; $ipka ukazuje na ¢asteéné znaceny pohlavni chromosom W. g —
mitoticky komplement samic obale¢e mramorovaného, L. botrana; Sipka ukazuje na ¢astecné znaceny
chromosom W. h — sami¢i pachytenni jadro L. botrana; WZ oznaCuje pohlavni bivalent, jehoz
chromosom W je dekorovan mirné¢ akumulovanymi roztrousenymi hybridiza¢nimi signaly. i — sada
mitotickych chromosomu obaleCe Svestkového, G. molesta; Sipka ukazuje na sondou neznaceny
chromosom W. j — sami¢i mitotickd metafaze obaleCika jednopasného, E. ambiguella; Sipka ukazuje
na sondou neznaceny chromosom W. M¢ftitko = 10 pm; obrazky a-b maji stejné métitko; obrazky g-
h,j maji stejné méftitko.
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Obr. P6. Mezidruhova hybridizace klonit BAC W27-1 (a-e) a 23N12 (f-k) odvozenych z pohlavniho
chromosomu W na chromosomalni preparaty studovanych obalecti fluorescen¢ni in situ hybridizaci.
Sondy byly znaceny Cy3-dUTP (Cervend) a chromosomy byly podbarveny DAPI (modra). a — samici
pachytenni komplement obaleCe jablecného, C. pomonella, s hybridizacnimi signaly klonu W27-1,
roztrouSenymi po celé délce chromosomu W bivalentu WZ (Sipka). b — mitotickd sada obalece
$vestkového, G. funebrana; Sipka mitfi na pohlavni chromosom W. ¢ — pachytenni jadro obalece
vychodniho, G. molesta; bivalent pohlavnich chromosomi WZ nebyl rozpoznatelny. d — pohlavni
bivalent obaleCe mramorovaného, L. botrana. e — pohlavni bivalent obaleCika jednopasného, E.
ambiguella. f — bivalent WZ (Sipka) C. pomonella s nékolika roztrousenymi hybridizacnimi signaly
klonu 23N12. g — mitoticky komplement G. funebrana; Sipka ukazuje na sondou neznaceny
chromosom W. h — pachytenni jadro G. molesta; WZ bivalent nebyl rozpoznatelny. i — pohlavni
bivalent L. botrana; v terminalni ¢asti chromosomu W je patrny diskrétni signal. j — pachytenni
komplement L. botrana s diskrétnim signdlem sondy na chromosomu W bivalentu WZ (Sipka). k —
pohlavni bivalent WZ E. ambiguella bez hybridiza¢nich signalii. Obrazek a méfitko = 20 um; obrazky
b-k méfitko = 10 pm; obrazky c-e stejné méfitko; obrazky f-g stejné méfitko; meétitko i-j stejné
méftitko.
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Obr. P7. Mezidruhova hybridizace kloni BAC selektovanych podle gent lokalizovanych na
chromosomu Z C. pomonella, jmenovit¢ Shaker, IDH2 a Notch, na chromosomalni preparaty
vybranych obalecii pomoci fluorescenéni in situ hybridizace. Sondy byly znaceny Cy3-dUTP
(Cervena; oznaceny Sipkou) a chromosomy byly podbarvené DAPI (modrd). a-¢ — hybridizace klonu
obsahujiciho gen Shaker na pachytenni preparaty obalece jable¢ného (a), obalece vychodniho (b) a
obalece $vestkového (¢); sonda poskytla diskrétni dvojity signal vzdy na jednom dlouhém bivalentu,
priblizné v jeho dvou tfetinach. d-g — mezidruhova hybridizace klonu BAC selektovaného dle genu
IDH?2 na chromosomalni komplementy obalece jable¢ného (d), obaleCe vychodniho (e) a obalece
Svestkového (f, g); hybridizacni signaly byly lokalizovany ve dvou tietinach dlouhého bivalentu (d,e,
g) nebo dvou nejvétSich chromosoma mitotického komplementu (f). h-j — hybridizace klonu BAC
selektovaného podle genu Notch na pachytenni chromosomy obalece jablecného (h), obalece
vychodniho (i) a obalece svestkového (j); sonda hybridizovala v distalni ¢asti bivalentu. Métitko = 10

um; obrazky a-e, g-j maji stejné meétitko.
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Obr. P8. Mezidruhova hybridizace klont BAC selektovanych podle autosomalnich genti Ard1 a EF-
lo. C. pomonella na chromosomalni preparaty vybranych obale¢ii pomoci fluorescenéni in situ
hybridizace. Sondy byly znadeny Cy3-dUTP (Cervend; viz Sipky) a chromosomy byly podbarvené
DAPI (modra). a-d — hybridizace autosomalniho klonu Ardl na pachytenni preparaty obalecCe
jable¢ného (a), obalece vychodniho (b), obalece Svestkového (¢) a obaleCe mramorovaného (d); u
vSech druhil sonda poskytla diskrétni dvojity signal vzdy na jednom mensSim bivalentu piiblizn¢ v jeho
poloving. e-i — mezidruhova hybridizace klonu BAC odvozeného z genu EF-/o na chromosomalni
komplementy obalece jablecného (e), obalece vychodniho (f), obalece Svestkového (h), obalece
mramorovaného (i) a obalecika jednopasného (g); diskrétni dvojité hybridizacni signaly byly

lokalizovany v terminalni ¢asti sttedné dlouhého bivalentu. Métitko = 10 pm.
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Obr. P9. Vysledky fyzického mapovani kloni BAC obalece jablecného, C. pomonella, metodou
“reprobing”. Sondy byly znaceny Cy3-dUTP (Cervend) a v programu Adobe Photoshop k nim byly
pfitazeny odlisné barvy, aby odlisily jednotlivé re-hybridizace, takto; Z-lokalizované klony IDH2
(Cervena), Shaker (zelend) a Notch (fialova); autosomalni klon EF-Ia (Zlutd). Chromosomy byly
podbarveny DAPI (modra). a — sam¢i pachytenni jadro obalece jable¢ného, C. pomonella, se signaly
klont IDH2, Shaker a Notch lokalizovanymi na pohlavnim chromosomu Z a signalem klonu EF-/a na
autosomalnim bivalentu. b — hybridizace kloni odvozenych z gentt IDH?2, Shaker, Notch a EF-1a na
sam¢i pachytenni jadro obalece vychodniho, G. molesta, ¢ — kolokalizace hybridiza¢nich signalti genti
IDH?2, Shaker, Notch na bivalentu pohlavnich chromosomt Z v pachytene G. molesta. d — detail
pachytenniho bivalentu samce obaleCe Svestkového, G. funebrana, nesouciho geny IDHZ2, Shaker a
Notch; signal sondy IDH? se nachazi v oblasti, kde nejsou pohlavni chromosomy sparovany. e —
dikaz autosomalni lokace klonu EF-Ia hybridizaci se sondami /IDH2? a Shaker odvozenymi

z pohlavniho chromosomu Z na pachytennim komplementu G. funebrana. Métitko = 10 pm.
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