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1. Uvod

Mechanisml determinujicich pohlavi mizeme napifi¢ mnohobunéénymi organismy
najit nespocet. Geny ucastnici se drahy sprazené s determinaci pohlavi mohou byt
lokalizovany na autozomech, ale Casto jsou pfesunovany na specializované chromozomy, na
pohlavni chromozomy. Existuji dva zakladni gonozomalni typy, XX/XY a WZ/ZZ (9/3),
k jejichz vzniku v priibéhu evoluce doslo nékolikrat a nezavisle na sob& (Charlesworth, 1991).

Pohlavi vSak nemusi byt nutné determinovano geneticky. Druhy zakladni systém
determinace je spojen s environmentalnimi vlivy. U né€kterych druhti ryb vyssi teplota v okoli
sniiSek determinuje vznik jednoho pohlavi, zatimco nizsi vznik druhého (Francis & Barlow,
1993). Teplotni vliv na determinaci byl popsan u né€kterych druhti plazi, ryb a paryb (Crews
etal., 1994). Mezi bezobratlymi a rybami je zndm fenomén sekvencniho hermafroditismu.
Vyvoj pohlavi jedinct je podminén pfitomnosti jedince opacného pohlavi a dochazi k nému

v postembryonalnim vyvoji (Berec et al., 2005; Casas et al., 2016).

1. 1. Pohlavni chromozomy

Soucasti genomu vétSiny zivoCichd jsou pohlavni chromozomy neboli gonozomy.
Vyskytuji se napiiklad u savci, ptakt, vétSiny bezobratlych nebo u nékterych dvoudomych
cévnatych rostlin (Bull, 1985).

Tyto chromozomy rozhoduji o pohlavi nového jedince a ovliviiyjici pohlavni vyvoj.
Rozli§ujeme dva zakladni typy pohlavnich chromozomd, od kterych jsou odvozeny rizné
numerické modifikace.

U savct a mnoha druhd hmyzu jsou pohlavni chromozomy X a Y. Tento systém tvofi
heterogameticti samci (XY) a homogametické samice (XX). Druhym zéakladnim typem jsou
chromozomy Z a W, vyskytujici se pfedevsim u motylt, ptakt a vétSiny druht hada. Oproti
prvnimu mechanismu je zde heterogametickym pohlavim samice (WZ) a homogametickym

samec (ZZ) (Charlesworth, 1991).

1. 2. Evoluce pohlavnich chromozom1i

Pohlavni chromozomy opakované vznikaji a zanikaji u mnoha druhii nezavisle na sobé
(Mank et al., 2006). Puvod ¢asto maji v paru autozomu (Charlesworth, 1991) nebo tuto funkci
ziskavaji ptivodné nadpocetné, neesencialni B chromozomy (Hackstein et al., 1996).

Zacatek vyvoje pohlavnich chromozomu je spojeny s geny urcujicimi pohlavi. Geny

vyhodné pouze pro jedno pohlavi mohou byt ulozeny na pohlavni chromozom specificky
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prave pro dané pohlavi (Y/W). Dale geny lokalizované na pohlavnich chromozomech X (Z)
ziskavaji v heterogametické konstituci moznost projevu recesivnich alel. Pokud je
homogameticky jedinec heterozygotni v alelach na gonozomech, nedojde k projevu recesivni
alely. Pokud je ale recesivni alela pfitomna v heterogametickém jedinci, dochazi
k okamzitému fenotypovému projevu. Tento mechanismus viditelnosti projevu v recesivni
formé pro selekcipfinasi moznost rychlejsiho vyvoje.

Gonozomy daného pohlavi, které je podminéné homogametickou konstituci, se
rekombinuji podobné jako jakykoli jiny autozomalni par chromozomu. Rekombinace
chromozomu Y (W) v pokrocilych degradacnich fazich, kdy se vétSina obsahu od obsahu
svého homologu odliSuje, je znacné omezena. Omezenim rekombinace dochazi k omezeni
reparacnich mechanismii. Pokud je diverzifikace v rané fazi a vzhled chromozomi je stale
podobny, jejich rekombinacni schopnosti nejsou potlaceny. Postupnym vyvojem ale vzhled
XY (ZW) zacne byt diametralné odlisSny. Roz§ifenim omezeni rekombinace mezi nimi dochazi
k podpofte ztraty funk¢nich gend, Sifeni repetitivnich sekvenci a zvySeni pfitomnosti mobilnich
elementt. (Charlesworth & Charlesworth, 2000).

Existuji mechanismy, které degeneraci chromozomil Y/W zpomaluji. Jednim z nich je
napiiklad pfitomnost palindromtickych repetic, kde si jsou sekvence sami sobé opravnym
templatem (Rozen et al., 2003). Nicméné zanik pohlavniho chromozomu neznamena zanik
pohlavi u druht (Just et al., 2007). Existuji organismy, u kterych pohlavni chromozomy
opakované zanikaji a zase vznikaji. Jednou z cest pro bezpe¢ny zanik pohlavnich chromozomu

je presunuti funkCnich genti na autozomy (Graves, 2005).

1. 3. Haplodiploidie

Haplodiploidie predstavuje alternativni systém determinace pohlavi zavisly
na oplodnéni ¢i neoplodnéni vajicek. Tento mechanismus se vyvinul opakované a nezavisle
u mnoha tfid bezobratlych, nicméné nejznaméjsi haplodiploidni organismy patii do fadu
blanoktidlych (Hymenoptera). Diploidni samice vznikaji z oplodnénych vajicek, zatimco
haploidni samci vznikaji asexualné, z neoplozenych vajicek (Beye, 2004). Podle analyz
zroku 2019 se poklada za nejpravdépodobnéjsi, ze tento systém vznikl z heterogametické
konstituce pohlavnich chromozomu X0, kde nebyly pohlavni determinanty pro samci vyvoj

vazany na chromozom Y, ktery je dédény pouze od otct (Ross et al., 2019).



1. 3. 1. Determinace pohlavi u Apis mellifera

Vcela medonosna (Apis mellifera) je jednim z haplodiploidnich organismt z fadu
blanoktidlych (Hymenoptera). Pohlavi je determinovano mechanismem komplementarniho
urceni pohlavi pomoci genu. complementary sex determiner (csd). Tento gen stoji na zacatku
signalni kaskady rozhodujici o vyvoji pohlavi. Celosvétova diverzita genu csd v populaci
A. mellifera se odhaduje na zakladé sekvenovani na 87 alel, pficemz jsou modely, které
navrhuji diverzitu 116—-145 alel (Lechner et al., 2014). Gen csd se nachazi u telomerické
oblasti chromozomu 8 a sklada se ze tfech exonovych casti, které jsou rozd€leny introny. Tteti
cast vykazuje hypervariabilitu poctem asparagintyrosinovych repetic (Hasselmann et al.,
2001). Produktem tohoto genu je protein CSD. Pokud doslo pomoci RNA i k umlceni alel csd,
nastal vyvojovy pfechod vytvarejici samci fenotyp, zatimco pokud byl stejny pokus proveden
u samct, vliv na fenotyp to nemélo. Z téchto vysledkid vyplyva, ze CSD vznikajici z riznych
alel c¢sd podmiriuje samici vyvoj (Beye et al., 2002).

Zatimco geny stojici na pocatku drahy determinujici pohlavi, jako je napriklad
zminovany gen csd, jsou variabilni a rizni se i u vysoce piibuznych druhd, geny stojici na
konci této drahy se vyznacuji obdobnym vzhledem i funkci napfic¢ taxony. Gen dsx je vysoce
konzervovany gen, ktery ma samci a samici sestfihovou variantu. Stoji na konci kaskady
podilejici se na determinaci pohlavi a jeho ortology byly nalezeny v fadé dal§ich hmyzich
taxont a jeho funkce je u vSech zkoumanych druhti obdobna. Tento gen byl dale popsan
napiiklad u octomilky obecné (Drosophila melanogaster), mouchy domaci (Musca
domestica), Nasonia vitripennis nebo u bource morusového (Bombyx mori) (Shukla
& Nagaraju, 2010).

Samice vznikaji z oplozenych vajicek a vykazuji heterozygotnost csd. Translaci
mRNA genu se vytvori funk¢ni dimer CSD, ktery aktivuje pfepis genu Feminizer (Fem) do
proteinu FEM (Hasselmann et al., 2008). Hemizygotni samci se lihnou z neoplozenych vajicek
s jednou alelou csd. Pokud je vajicko oplozeno spermii, kterd nese stejnou alelu csd jako
vajicko, vznikd nefunkéni dimer proteinu CSD, coz povede k vyvoji embrya v samecka.
Nicméné diploidni samci jsou kastou délnic vyhledavani a zabijeni (Cho et al., 2006;
Kaskinova & Nikolenko, 2017).

Mame tedy tfi situace: funkcéni heterodimer CSD, nefunkéni homodimer CSD
a nefunk¢ni monomer CSD. V prvnim pfipadé dojde k sestiihu Fem pre-mRNA do aktivni
formy. Vzniké protein FEM, ktery ma jednak katalytickou, jednak autoregulacni funkeci, kdy
podporuje alternativni sestiih Fem pre-mRNA do formy specifické pro samici vyvoj. Po

vzniku FEM, protein dale katalizuje alternativni sestiih genu Amdsx (doublesex).



Po vzniku funkéniho proteinu FEM nasleduje sestiih Amdsx do samici podoby. Ve
zbylych pfipadech nedojde k produkci proteinu FEM, a tak nastane sestfih Amdsx do sam¢i
isoformy (Gempe et al., 2009; Hasselmann et al., 2008). Pohlavni determinace pohlavi

prostfednictvim CSD je schematicky znazornéna na Obrazekl.
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Obrazek 1: Na zacatku drahy determinace pohlavi u A. melifera stoji gen csd. Ten v heterozygotnim
stavu dava za vznik heterodimeru proteinu CSD. Ten iniciuje alternativni sestfih genu mRNA genu
Fem, do protein kddujici samiéi izoformy. Vznikly FEM protein katalizuje alternativni sestfih genu
dsx do samiCi izoformy a vznika fenotyp samice. Pokud je gen csd vjedinci pritomny
v hemizygotnim ¢i homozygotnim stavu, vznikaji nefunkéni SCD proteiny. Nedochazi
k alternativnimu splicingu Fem. Dsx je sestfizen do samci izoformy a vznika fenotyp samce.

Obrazek upraven podle (Beye, 2004).



1. 4. Pohlavni chromozomy motyli

Motyli (Lepidoptera) jsou monofyletickou skupinou hmyzu (Insecta). Evolu¢né
nejbliz§i sesterskou skupinou jsou chrostici (Trichoptera). Za bazalni stav se povazuje
determinace pohlavi konstituci ZZ/Z0 (samec/samice), ktera se vyskytuje u bazalnich motylu
a sesterskych chrostikti (Sahara et al., 2012).

Cytogeneticky vyzkum motylich chromozomu byl ale dlouhou dobu znacné omezeny.
Jednou ze zéakladnich cytogenetickych metod, které se pouzivaji napftiklad u klinickych
cytogenetickych testi Clovéka, je G — pruhovani chromozomi. Jedna se o metodu, ktera
specificky zbarvi jednotlivé chromozomy. Diky tomu je mozné v kombinaci s polohou
centromery a velikosti chromozomul rozpoznat jednotlivé chromozomy a jejich ptipadné
abnormality. U motylt nelze uplatnit ani jeden z mapovacich markert. Jejich chromozomy
byvaji malé, uniformni a vétSinou ve vyssim poctu. Nevyskytuje se u nich primarni konstrikce
a nefunguji u nich prouzkovaci techniky. Z t€chto davodu byly pred pfichodem modernich
molekularnich metod znamy pievazné pouze pocty chromozomu studovanych druht. Dodnes
je znamo mnoho informaci o struktufe chromozoml nebo o systému parovani
heterochromozomi (Provaznikova et al., 2021).

Motyli chromatidy nejsou spojeny centromerami. Chromozomy bez primarni
konstrikce jsou oznaCovany jako holokinetické. Po celé délce chromatidy jsou roztrousena
vazebnad mista pro kinetochory a naslednou vazbu déliciho vieténka (Wolf et al., 1997).
Mechanismus poskytuje napiiklad ochranu pfed ionizujicim zafenim a jim indukovanym
chybnym rozchodem chromozomi. V pfipadé vzniku dvojfetézcového zlomu dochazi
k odlomeni ¢asti chromatidy a jeji ztraté pfi déleni jadra. Pokud ale odlomena cast obsahuje
vazebné misto pro kinetochor, muze dojit k ptipojeni déliciho vieténka a k jejimu spravnému
rozchodu (Marec et al., 2001; Wrensch et al., 1994).

Posledni zminénou specifickou vlastnosti tykajici se motylich chromozomu je samici
achaismaticka meioza. Jak uz nazev vypovida, jednd se o meiotické déleni, v kterém
nedochazi k tvorbé chiasmat, tudiz ke crossing-overu dochazi pouze u samct. Achiasmaticka
meidza u heterogametického pohlavi muze zrychlit diferenciaci pohlavnich chromozomd,

protoze od jejich vzniku nedochazi k jejich rekombinaci (Hawley et al., 1992; Traut, 1977).

1. 4. 1. Geny na sami¢im chromozomu W
Chromozom W motyll je evolucné mladsi nez chromozom Z, ale podobné jako

u chromozomu Y je jeho vyvoj dynamictéjsi. Chromozom W byva vétSinou tvoren velkym



mnozstvim heterochromatinu, tandemovych repetici a retranspozonu (Fukova et al., 2007,
Goldsmith et al., 2005).

O aktivnich genech na chromozomu W neni moc znamo. Nejpodrobnéji je popsan
gen Fem (Feminizer) u B. mori, ktery stoji na zacatku genové kaskady vedouci k vyvoji
samic¢tho pohlavi (Kiuchi et al., 2014).

V roce 1999 byla publikovana studie zamétujici se na gen period (per) u martinace
Cinského (Antheraea pernyi). Exprese genu spolu s dalSimi, napt. gen timeless, se podili
na fizeni cirkadialnich rytmu. U A. pernyi byly popsany tii lokusy s ptibuznymi sekvencemi,
pfi¢emz jeden z nich byl lokalizovany na chromozomu W. Primarné popsany gen per je
exprimovan v télech samct i samic. Nové popsany per-like gen na chromozomu W vytvarii
protein specificky pouze pro samice. Jeho reverzni transkript odpovidal sekvenci cDNA genu
per s nékolika odchylkami. Gen obsahuje tfi mozné ¢teci ramce translace a vytvari proteiny,
které maji kratsi fetézec aminokyselin nez proteiny vznikajici z per. Proto se predpoklada,
ze gen na chromozomu W vzniknl ¢astecnou duplikaci genu per (Gotter et al., 1999).

Dal$im genem, jehoz lokalizace byla navrzena na chromozom W, je egg size-
determining (Esd). Tento gen u B. mori determinuje velikost vaji¢ka. Vyzkum popsal
kvantitativni charakter genu, samice se stejnym poctem chromozomt W produkovaly snisky
s podobné velikymi vaji¢ky. A naopak velikost sntisSek haploidnich a diploidnich samic pro W
se ruznila (Kawamura, 1988). Modernimi molekularnimi metodami ale gen nebyl prozatim
lokalizovan ¢i popsan. Ve spojitosti s timto vyzkumem byl na chromozomu Z nalezen gen
giant egg (Ge). Po inzerci retranspozonu se jedna o mutantni alelu zptusobujici abnormalni

velikost vajicek (Fujii et al., 2015).

1. 5. Determinace pohlavi u B. mori

Bourec morusovy je ekonomicky vyznamnym organismem v pramyslové produkci
hedvabi. Diky tomu se stal objektem Slechtitelského zajmu, a tak je v dneSni dobé jedinym
druhem ztadu Lepidoptera, u kterého je dobfe prozkouméan mechanismus determinace
pohlavi. Ur€eni pohlavni je vazdno na chromozom W, na kterém byla objevena sekvence
produkujici PIWI-interagujici RNA (piRNA), kterd ma esencialni roli v determinaci pohlavi
(Kiuchi et al., 2014).

Pohlavni determinace B. mori je zalozena na interakci dvou gent. Prvni gen byl nazvan
Feminizer (Fem). Gen se nachazi na chromozomu W a je prekurzorem pro vznik piRNA

o velikosti 29 bazi. Druhym genem je Masculinizer (Masc), lokalizovany na chromozomu Z.



Jak z ndzvu vyplyva, tento gen iniciuje vyvoj v sam¢i fenotyp. Nicméné u embryi, ve kterych
byl experimentalné pomoci RNAi gen Masc vypnut, doslo k uhynu. Tento jev dal vzniknout
hypotéze, ze Masc se podili i na kompenzaci genové davky (Katsuma et al., 2019; Kiuchi et
al., 2014). Tato teze se nasledné rozdélila na dvé dominantni hypotézy. Kompenzace genové
davky by mohla byt feSena stejn€ intenzivni regulaci obou chromozomi Z, nebo nahodnym
inaktivovanim jednoho z chromozomu, jako je tomu napiiklad u lidi, kde inaktivovany
chromozom X vytvarti Barrovo télisko. Prvni vysledek potvrzujici hypotézu o downregulaci
obou chromozom Z byl ziskan pomoci metody FISH, ktera zobrazila oba chromozomy vice
hetechromatizované nez zbytek chromozomu v jadie (Rosin et al., 2022). Nasledna analyza
miry transkripce neukédzala vyznamnou transkripéni nerovnovahu mezi obéma
Z chromozomy. To potvrzuje, ze jsou oba chromozomy podobné transkripné potlaceny
(Tomihara et al., 2022).

Gen Masc je u samcu z obou chromozomi Z piekladan do mRNA. Ta je dal
translatovana do MASC proteinu, ktery katalyzuje alternativni sestfih genu doublesex
(Bmdsx), do sam¢i podoby (Kiuchi et al., 2014).

Stejné dochazi k transkripci genu Masc do mRNA u samic. K sekvenci této mRNA je
komplementarni piRNA, transkribovana z genu Fem na chromozomu W. Interference piRNA
navodi rozs$tépeni mRNA, takze nemuze probéhnout syntéza proteinu MASC a dochazi
k sestfihu Bmdsx do samici formy. Pfesny mechanismus alternativniho splicingu neni doposud
objasnény. Nicméne pomoci RNAIi bylo prokazano, ze geny Fem a Masc hraji esencialni roli
v determinaci pohlavi u B. mori. Pokud byl jeden z geni uml¢en pomoci RNAi, nastala bud’
vySe popsana letalita samcud, nebo doslo k vytvoreni samciho fenotypu za pfitomnosti
chromozomu W (Kiuchi et al., 2014). Mechanismus pohlavni determinace je shrnut

schématem na Obr. 2.
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Obrazek 2: Pohlavni u B. mori je ur¢ovano karyotypem WZ/Z7. Na chromozomu Z je lokalizovany
maskulinizac¢ni gen Masc, ktery koduje mRNA translatovanou do MASC proteinu. Ten katalyzuje
alternativni sestfih genu Bmdsx do sam¢i podoby a vznika sam¢i genotyp.

Na chromozomu W je lokalizovany gen Fem, ktery koduje kratkou piRNA, ktera je komplementarni
k casti Masc mRNA. Po komplementaci obou RNA dochazi k navedeni §tépicich proteinti. Masc
mRNA je rozstépena, a tak nedochazi k translaci proteinu MASC. Za jeho nepfitomnosti dochazi
k sestiihu genu Bmdsx do samici isoformy a vznika samici fenotyp. Grafika upravena podle (Kiuchi

etal., 2014).



2. Cile prace

U vétSiny okacu je pohlavi patrné uréeno pomoci polymorfniho lokusu Masc
(van’t Hof, osobni sd¢€leni). U okace pyrového (Pararge aegeria) vSak na zakladé analyzy
genomu, kterou provedl Skolitel specialista, tento mechanismus nalezen nebyl. Podafilo se
vSak nalézt gen Jumonji (Jmj), ktery je lokalizovany na chromozomu Z, a podle analyzy
verfejné dostupné sekvence genomu by se mél nachazet i na chromozomu W.

Cilem této prace je potvrdit lokalizaci genu Jmj na chromozomu W pomoci
fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH). Protoze se jedna o kandidatni gen, ktery by se
u tohoto druhu mohl ucastnit ureni pohlavi, je dalSim cilem navrhnout funkéni molekularni
metodiku pro determinaci pohlavi u zminéného druhu, ktera je mimo jiné nutna pro budouci

vyzkum celé signaliza¢ni kaskady determinace pohlavi v embryonalnich a larvalnich stadiich

vyvoje.



3. Materialy a metody

3. 1. Pouzity hmyz

Imaga P. aegeria byla chytana v okoli Branifovského lesa (Ceské Budgovice),
v ptirodni rezervaci Horni LuZnice, u obci Kuii (Benesov nad Cernou), Benesov a Halanky.
Byl zaloZen chov divokych jedinct v plastovych boxech, kde samice kladly vajicka. Zivnou

rostlinou housenek byl medynék vinaty (Holcus lanatus).

3. 2. Izolace DNA pomoci CTAB

Izolace DNA pomoci CTAB je metoda pro izolaci celogenomové DNA vyuzivajici
vlastnosti cetyltrimetylamoniumbromidu vytvaret komplexy s nukleovymi kyselinami. Latka
také podporuje uvolnéni nukleovych kyselin z tkani. Za pfitomnosti izopropanolu dochazi
k vysrazeni relativné velkého mnozstvi DNA. Vysoké koncentrace DNA byly piihodné pro
tvorbu genomovych hybridiza¢nich sond.

Prvni den byl pfipraven extrak¢ni pufr, jehoz slozeni je zaznamenano v Tabulce L.
V 800 pl extrakéniho pufru bylo rozdrceno télo imaga ¢i larvy pomoci homogenizatoru v 1,5ul
zkumavce. Ta byla inkubovana pies noc pti 60 °C a 300 rpm v termobloku.

Druhy den byl obsah zkumavky pfelit do 2ml zkumavky. Bylo pfiddno 800 pul
chloroformu a smés byla 2 minuty michana. Nasledovala desetiminutova centrifugace pii 4 °C
(14000 rpm, polomér rotoru 9 cm). Horni cast supernatantu obsahujici DNA byla
prepipetovana do nové 2ml zkumavky a postup byl zopakovan. Po druhém prepipetovani horni
casti bylo pridano 50 ug RNazy A, aby jeji vysledna koncentrace ve smési byla 0,1 mg/ml
a nasledovala inkubace v 37 °C po dobu 30 minut. Po inkubaci byly pfidany 2/3 objemu
vzorku izopropanolu, se kterymi se vzorek nechal inkubovat pfi pokojové teploté¢ 30 minut.
V této fazi doslo k viditelnému vysrazeni DNA. Patnactiminutovou centrifugaci (4 °C, 14000
rpm, polomér rotoru 9 cm ) doslo na dné k vysrazeni peletu. Tekutina byla odsata, k peletu
bylo pfidano 500 ul 70% ethanolu, poté za stejnych podminek probéhla opét patnactiminutova
centrifugace. Tento krok byl zopakovan a nasledné bylo provedeno kvalitni osuseni peletu od
supernatantu. K suchému peletu dle jeho velikosti bylo pfidano 30 — 50 pl sterilizované miliQ
vody, ve které se DNA rozpustila. Kontrola kvality byla provedena pomoci elektroforetické
separace v 1% agardzovém gelu. Koncentrace DNA byla zmétfena pomoci spektrofotometru
Nanodrop 2000 (ThermoScientific, Waltham, USA) a na fluorometru Qubit 3.0
(ThermoScientific, Waltham, USA). Vyizolované vzorky DNA byly skladovany v -20 °C.
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Tabulka I: SloZeni extrak¢niho pufru.

Chemikalie Finalni koncentrace
CTAB 2 %

IM Tris 100 mM

5M NaCl 1,4M

0,5M EDTA, pH =8 40 mM

B — mercapthoethanol 0,2 %

Proteinaza K (Macherey - Nagel, Némecko) | 0,1 mg/ml
Sterilizovana voda -

3. 3. Izolace DNA — KIT

Vzorky nutné pro testovani metody molekularniho rozpoznani pohlavi P. aegeria byly
izolovany komercné dostupnym kitem NucleoSpin® DNA Insect Macherey-Nagel. DNA byla
izolovana z thoraxti dospé€lcti dle pokynt vyrobce s naslednou tipravou: vzorky byly rozdrceny
v 2ml mikrozkumavkach pomoci tlou¢ku v 100 pl eluéniho roztoku. Vyizolované vzorky
DNA byly skladovany pii teploté -20 °C. Jejich koncentrace byla méfena na fluorometru Qubit
3.0 (ThermoScientific, Waltham, USA).

3. 4. Multiplex PCR k determinaci pohlavi

Pro determinaci pohlavi jedinct v larvalni ¢i dospélé vyvojové fazi byla vyuzita
multiplexova polymerazova fetézcova reakce (PCR). Jedna z dvojice primerd amplifikuje
mnohocetné kopie genu Jmj na chromozomu W a je markerem specifickym pro
samice.Primery pro gen Windpipe, vyskytujici se na autozomu, plni funkci pozitivni kontroly.
Informace o vlastnostech primerd, jejich sekvencich a poctu bazi o¢ekavanych produkti (pb)
jsou zaznamenany v Tabulce II. Primery byly navrzeny Arjenem E. Van 't Hofem a vyrobeny
firmou Generi Biotech (Hradec Kralové).

Reakéni smés o celkovém objemu 25 pl obsahovala vzdy 10 ng genomové DNA
(gDNA). Dalsimi komponentami smési byly: 1x OneTaq Quick-Load pufr (New England,
BioLabs, USA), 0,2 uM od obou primert, 200 uM kazdého z nukleotida (TaKaRa, Japonsko)
a 0,04 U/ul OneTaq Quick-Load polymerazy (New England, BioLabs, USA). K reakci byl
vzdy namichan beztemplatovy vzorek navic, ktery slouzil jako negativni kontrola, pokud by
doslo v pribéhu tvorby reakcni smesi ke kontaminaci. PCR probihala v termocycleru

(TProfessional TRIO PCR Thermocycler, Biometra, Némecko) dle nasledujiciho protokolu.
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Po pocatecni tfiminutové denaturaci pii 95 °C nasledovalo 37 opakovani fazi: 30 s denaturace
pti 95 °C, 30 s nasedani primertd pii 62 °C a 2 min elongace pii 72 °C. PCR produkty byly
separovany elektroforézou 50 minut v 1,5% agar6ézovém gelu. Gel byl 15 minut barven
v 0,005% ethidium bromidu a vysledek vyhodnocen pod UV pomoci dokumentacniho
zarizeni (Gel Documentation SMARTS, VWR).

Tabulka II: Primery pouzité v multiplex PCR reakci.

Nasedaci Velikost
Gen Sekvence primert 5'-3' teplota (°C) ocekavaného
P produktu (pb)
F | TAGACACTTTCGCAGATCGACCA
Jumonji 62° 559
R | GCGACGATACTAAAGGCAATGGA
F | GGTGGGCCTGATTGGCATATAA
Windpipe 62° 715
R | TGATAAGCGGTTGAGATACGTC

3. 5. Ptiprava hybridiza¢nich sond

Sonda k lokalizaci genu Jmj pomoci nepiimé fluorescencni in situ hybridizace (FISH)
byla vytvotena amplifikaci pomoci PCR z gDNA izolované pomoci CTAB. V této reakci byly
pouzity primery uvedené v Tabulce III. Reak¢ni smés o objemu 25 pl obsahovala: 1x OneTaq
Quick-Load pufr (New England, BioLabs, USA), 0,2 uM primera, 200 uM kazdého
z nukleotida (TaKaRa, Japonsko), 0,5 uM dNTP a 1 U OneTaq Quick-Load polymerazy (New
England, BioLabs, USA). Reakce probihala v termocycleru, pocate¢ni tfiminutovou
denaturaci pfi 95 °C nasledovalo 40 cykla: 30 s denaturace pii 95 °C, 30 s nasedani primert
pii 59 °C a 2 min elongace pii 72 °C. Velikost vysledného PCR produktu byla zkontrolovana
elektroforetickou separaci v 1% agar6zovém gelu, identita produktu byla ovéfena
Sangerovym sekvenovanim u firmy SEQme (Dobii§, CR). PCR produkt byl pregistén
pfidanim 2 pl ExoSap-ITTM (Thermo Fisher Scientific) k 5 ul DNA. Tato smé&s byla vlozena
do cycleru na nasledujici program: 15 minut na 37 °C, 15 minut na 80 °C. Ptecistény PCR
produkt byl pouzit jako templat do nasledujici znacici PCR reakce (25 ul): 1x ExTaq pufr,
dNTPs pro znaceni (0,04 mM dATP, dCTP, dGTP a 0,014 mM dTTP, 0,025 mM
dUTP - biotin) (Jena Bioscience, Némecko), 1 uM primeru forward i reverse (viz Tabulka
III), 0,2 ng DNA a2 U Ex Taq polymerazy. Profil znacici PCR reakce byl stejny jako ten,
ktery byl pouzit pro amplifikaci fragmentu z gDNA. Vysledna koncentrace sondy byla

zmérena na fluorometru Qubit.
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Tabulka III: Primery pouzité v PCR reakci pro vytvoreni hybridizaéni sondy.

Nasedaci Velikost
Gen Sekvence primert 5'-3' teplota (°C) oc¢ekavaneho
P produktu (pb)

F | ACTTGTTGCAGGTGATCTATCATTA
Jumonji 59° 764
R | GGTGTGCAGGATATTCAGGTTGT

K tvorbé samici celogenomové sondy pro genomovou in situ hybridizaci (GISH) byla
pouzita DNA vyizolovana metodou CTAB. Sonda byla naznacena pomoci kitu Atto488 NT
Labeling Kit od Jena Bioscience (Malchin, Némecko) dle protokolu vyrobce.

Posledni piipravovanou smeési byl samci kompetitor pro GISH. 3 pg samc¢i DNA bylo
vlozeno do termocycleru na 99 °C, 40 min, aby doSlo k rozfragmentovani DNA na useky
o prumérné velikosti 1000 bazi. Velikost fragmenta byla zkontrolovana odebranim 1 ul DNA

a jeho zobrazenim v 1% agar6zovém gelu pomoci gelové elektroforézy.

3. 6. Nepiima FISH

Nepiima FISH je jednou z mnoha variant cytogenetickych fluorescen¢nich detekénich
metod. Nepiima FISH poskytuje vyhodu emitace intenzivnéjSiho signalu diky moznosti
amplifikace hybridiza¢niho signalu pomoci znacenych protilatek. Sonda v tomto ptfipade neni
znacena piimo fluorochromem, ale bilkovinou biotinem. Na ten se vaze protein streptavidin
konjugovany s fluorochromem Cy3. Znasobeni signalu se déje pomoci interakce protilatky
antistreptavidinu. Preparaty, na kterych byla metoda provedena, byly vytvoreny Skolitelkou
podle protokolu uvedeného v publikaci Martiny Hejnickové a kol. z roku 2019 (Hejnickova
et al., 2019).

Hybridizacni smés  byla  pfipravena  smichanim nasledyjicich  slozek
v 1,5ml mikrozkumavce: 50 ng biotinové sondy, 25 ug DNA zlososich spermii, 0,1 celkového
objemu 3M octanu sodného (pH 8,0) a dva a pulkrat nasobné mnozstvi chlazeného 100%
etanolu (-20 °C). Néasledné byla smé&s ulozena na 10 minut do -20 °C pro podpofeni srazeni
DNA. Nasledovala centrifugace (4 °C, 14000 rpm, polomér rotoru 9 cm) po dobu 15 minut.
Poté byl odsat supernatant a k peletu bylo ptidano 200 ul 70% etanolu. Zvortexovana smés
byla 5 minut centrifugovana (4 °C, 14000 rpm, polomér rotoru 9 cm). Znovu byl odsat
supernatant, pelet se nechal oschnout a nakonec se zalil 5 pl deionizovaného formamidu

predehfatého na 37 °C. Nasledovala inkubace v 37 °C po dobu 30 minut. Po uplynuti
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inkubacni doby bylo pfidano 5 ul 20% dextran sulfatu v 4x SCC a vzorek byl denaturovan
90 °C po dobu 5 minut a nasledné okamzité pienesen na led.

Paralelné¢ k denaturaci sondy bylo pfipravovano sklicko s chromozomalnim
preparatem. Zacalo se postupnym odvodriovanim pomoci vzestupné etanolové tfady (70%,
80% a 100% po dobu 30 vtefin, 30 vtefin, 30 vtefin v uvedeném potadi roztokl. Poté bylo
sklicko zbaveno kontaminace RNA ptisobenim 25 ug RNazy A v 2x SSC. Po prikrytim krycim
sklickem byl preparat vlozen do uzavieného boxu s papirovou utérkou s 2x SSC a inkubovan
1 hodinu v 37 °C. Po odstranéni kryciho sklicka nasledovala dvé promyti po péti minutach
v 2x SSC pii pokojové teploté. Na preparat bylo naneseno 100 pl 70% deionizovaného
formamidu v 2x SSC. Po prekryti krycim sklickem a pfeneseni do termobloku na 3,5 minuty
pii 68 °C doslo k denaturaci preparatu. Nasledovalo okamzité zchlazeni a odvodnéni 70%
etanolem (-20 °C) po dobu 1 minuty, 80% a 100% etanolem pokojové teploty po dobu
30 vtefin v kazdém.

Na dokonale oschly preparat byla nanesena hybridiza¢ni smés. Po pfikryti krycim
sklickem 24x32 mm byly hrany zalepeny lepidlem Rubbercement (Marabu) a cely preparat
byl inkubovan ve vlhké komurce do 37 °C do druhého dne.

Druhy den po odstranéni kryciho skla byl preparat omyvan v kyvetach v nasledujicim
poradi: dvakrat 5 minut v 2x SSC pfti 42 °C, dvakrat 5 minut v 0,1x SSC pti 42 °C, jednou
S minut v 2x SSC, pti 42 °C, jednou 10 minut v 2x SSC pfi pokojové teplot€, jednou 15 minut
v WBB pii pokojové teplote. WBB roztok byl pfipraven smichanim 160 ml 20x SSC, 630 ml
miliQ vody, 800 pl Tweenu-20 a 8 g suSeného mléka. Nasledn€ bylo na preparat naneseno
100 wl roztoku streptavidinu (Jackson ImmunoRes. Labs. Inc, USA) ve WBB o koncentraci
9 ug streptavidinu/ml WBB, poté byl preparat zakryt krycim sklem (24 x 50 mm) a inkubovan
ve vlhké komurce 30 minut pti 37 °C.

Po odstranéni skla se opakovalo promyvani tfikrat 5 minut pii 45 °C ve WBB. Poté se
naneslo 50 pl roztoku 2 pl antistreptavidinu (Vector Labs. Inc, USA) v 50 ul WBB, které byly
prikryty krycim sklem. Nésledna inkubace trvala 30 minut v 37 °C. Po odstranéni skla se
opakovalo promyvani tiikrat 5 minut pii 45 °C ve WBB. Zopakovala se inkubace streptavidinu
popsana v predeslém odstavci. Nakonec byl preparat omyt tiikrat ve WBB po dobu 5 minut
pii 45 °C.

Na preparat bylo naneseno 25 ul DAPI v DABCO (4, 6-diamidine-2-phenylindole
dihydrochloride) (500 ng/ul) (oboji Sigma-Aldrich, USA). Preparat byl pfikryt krycim sklem
24x40 mm. Piebytecné DAPI bylo vytlaceno pres filtra¢ni papir. Hrany kryciho sklicka byly

zalepeny lakem na nehty. Preparat byl uchovavan pfi teploté 4 °C.

14



Pokud byla FISH provadéna na sklicku, které bylo nejprve zna¢eno pomoci GISH,
platil uvedeny protokol s nasledovnymi upravami. Preparat byl inkubovan v kyveté s 0,1x SSC
s 1% Tritonem-X pii pokojové teplot€¢ do doby, nez lak na nehty a kryci sklo mohly byt
odstranény. Poté byl preparat oci§tén v kyveté s Cistym roztokem 0,1x SSC s 1% Tritonem-X
po dobu 5 minut pfi pokojové teploté. Nasledovalo omyti v 2x SSC a denaturace v 70%
formamidu v 2x SSC pii 68 °C 3,5 minuty podle protokolu pro FISH. Po odvodnéni preparatu
v etanolové fadé (viz protokol pro FISH) byl preparat pfipraven na hybridizaci se sondou pro

gen Jumonyji.

3.7.GISH
Postup prvniho dne hybridizace GISH je stejny jako u predeslé metody nepiimé FISH

s rozdilem slozeni hybridizac¢ni smési, které bylo nasledujici: 300 ng samici celogenomové
sondy, 3 ug neznacené fragmentované samci DNA slouzici jako kompetitor a 25 pg DNA
z lososich spermii. DNA byla vysrazena pfidanim 0,1 objemu 3M octanu sodného
a 2,5 objemu predchlazeného 100% etanolu (-20 °C). Hybridizace byla provadéna po tii dny.
Po uplynuti této inkubacni doby bylo z preparatu odstranéno lepidlo a kryci sklo vymyto
vroztoku 0,1x SSC s 1% Tritonem-X pii pokojové teploté. Nasledovalo pétiminutové
promyvani pii 42 °C v roztoku 0,1x SSC s 1% Tritonem-X. Nasledovalo omyti v kyveté
s1% Kodak PhotoFlo (Kodak) v miliQ vodé 1 minutu pfi pokojové teploté. Preparat se nechal
okapat a na stale vlhké sklo bylo naneseno 25 ul DAPIv DABCO. Preparat byl ptikryt krycim
sklem 24x 40 mm, byl odstranén piebytek DAPI v DABCO, kraje kryciho skla byly

prilakovany lakem na nehty a po jeho uschnuti byl preparat skladovan pii 4 °C.

3. 8. Prohlizeni preparati

Preparaty byly vyhodnocovany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu Zeiss Axioplan 2
(Carl Zeiss Jena, Némecko) pod objektivy 63x a 100x za pouziti pfislusnych barevnych filtra.
Modry filtr snimal podbarveni chromozomti DAPI. Cerveny filtr pii FISH snimal nazna&enou
sondu proti sekvencim genu Jmj. Pfi metodé GISH zeleny filtr snimal celogenomovou samici
sondu.

Preparaty byly cernobile dokumentovany kamerou Olympus CCD XM10 s programem
cellSens 1.9. Potizené fotografie byly upravovany v grafickém programu Adobe Photoshop

CSe, 13.0.
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4. Vysledky

4. 1. Pritomnost genu Jumonji v sam¢im a sami¢im jadie

Ukolem FISH se sondou pro gen Jmj bylo lokalizovat piipadné kopie tohoto genu na
chromozomu W. FISH byla provadéna na mitotickych i meiotickych preparatech samcu
a samic. Zatimco na samcich mitotickych jadrech se nepodarilo detekovat zadny hybridizacni
signal, u samice byly pozorovany mnohocetné signaly na chromozomu W.

K vizualizaci genu Jmj pomoci FISH byla pouzita sami¢i DNA, ze které byly pomoci
PCR amplifikovany fragmenty tohoto genu. Hybridizace prob&hla na sam¢im a samicim
mitotickém preparatu. Na Obr. 3 Ize pozorovat, ze na sam¢im jadie nebyl detekovan zadny
signal (Obr. 3a), zatimco na sami¢im jadfe byl detekovan mnohocetny signal na jediném

chromozomu. Tyto vysledky dokazuji, ze vyskyt Jmj je specificky pro samice.
3a 3b

10 um

Obrazek 3: FISH na mitotickych jadrech P. aegeria v rané anafazi. Chromozomy byly pro
vizualizaci celého jadra dobarveny DAPI. Samci jadro bez Cervencho signalu genu Jmyj (a). Samici

jadro s mnohoc¢etnym signalem na chromozomu W (b).

4. 2. Vizualizace genu Jumonji na bivalentu WZ

Analogicky jako na mitotickych jadrech bylo mozné pozorovat hybridizacni signaly
na meiotickych a interfaznich samicich jadrech. V interfazi je vétSina chromozomu
dekondenzovana, az na chromozom W, ktery u vétSiny druhti motyld vytvari kompaktni
télisko, tzv. sex chromatin (Obr. 4). Umisténi vSech hybridizacnich signalt do oblasti sex
chromatinu dale dokazuje, ze kopie tohoto genu jsou umistény na chromozomu W.

Podrobnéjsi informace o lokalizaci kopii genu Jumonji na chromozomu W poskytla
FISH na meiotickych jadrech ve stadiu pachytene, kdy jsou chromozomy jesté malo

kondenzované, takze je na nich Iépe vidét umisténi mnohocetnych hybridizacnich signalii. Na
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pachytennich bivalentech samic se ukazalo, ze drtiva vétsina signall je umisténa jen v jedné
poloviné chromozomu W, zatimco druha polovina tohoto chromozomu kopie Jumonji témér
neobsahuje.

Jako dalsi dikaz, ze se kopie genu Jmj nachazeji na chromozomu W, byla pouzita
GISH, diky které bylo mozné presné urcit pozici chromozomu W v bivalentu pohlavnich
chromozomu. Na Obr. 5 je patrné, Ze hybridizace samici sondy byla sice pomérné slaba, ale
jasné detekovala chromozom W. Jeji hybridizacni signal kolokalizoval s hybridizacnim
signalem sondy pro gen Jumonji, kterd byla na preparat aplikovana dodate¢né v ramci tzv.
reprobingu. VSechny vysledky tedy shodné dokazuji, ze gen Jumonji ma na chromozomu W

mnohocetné kopie.

4a 4b

Obrazek 4: FISH na meiotickych chromozomech a interfaznich jadrech P. aegeria, pro vizualizaci
celého jadra dobarveny DAPI. Sam¢i interfazni jadro bez heterochromatinu a bez signalu Jmj (4a).
Samici interfazni jadro, kde chromozom W vytvafi heterochromatin, produkujici silny pozitivni
signal DAPI. Na heterochromatinu jsou lokalizovany ¢ervené signaly pro gen Jmj (4b). Samici jadro
meiotické profaze I. ve fazi pachytene, kde jsou vidét rozvolnéné chromozomy véetné WZ bivalentu

s pozitivnimi signaly sondy pro gen Jmj (4c).
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Obrazek 5: GISH na meiotickych chromozomem samice P. aegeria, pro vizualizaci jadra dobarveny
DAPI. Slabé zelen¢ signaly hybridizace patfi samici sond¢€, ktera zvyraziuje polohu chromozomu

W, na jehoz jedné poloving jsou lokalizovany mnohocetné signaly genu Jmj.

4. 3. Determinace pohlavi pomoci multiplex PCR

Multiplex PCR byla metoda navrzena pro molekularni zjisténi, zda je dany jedinec
samec C1 samice. Metoda byla vyvijena na vzorcich, u kterych bylo pohlavi urceno na zakladé
pohlavné dimorfnich znakt. Bylo nahodné vybrano sedm samic a sedm samct, kdy zadni dva
zastupci daného pohlavi nebyli ze stejné rodiny.

Determinace spociva v rozdilu amplifikace rozdilnych produkti pomoci dvou para
primert. U samic dochazi k amplifikaci produktti vymezenych obé€ma pary primert, zatimco
u samcu je pfitomen pouze produkt amplifikovany z autozomalniho genu.

Volba kombinace primert pro§la dlouhym procesem. Vzhledem k repetitivnimu
charakteru sekvence genu Jumonji bylo dilezité designovat primery, které budou specificky
amplifikovat pouze Jmj alely. Primery pro pozitivni kontrolu byly limitovany dvéma faktory.
Prvnim byla relativné vysoka nasedaci teplota PCR reakce. Druhym pak to, ze produkt musel
vykazovat signifikantn€ odliSnou velikost nez produkty prvnich primerd. Prvni slibné
vypadajici kombinaci byly primery pro Jmj a gen Kettin. Vysledky samct nicméné vykazovaly

obcasné pfitomny prouzek navic, vznikly nezadouci vzajemnou interakci primert z obou para.

18



Sekvence primerd, které se ukazaly pro urCeni pohlavi jako nejlepsi, je uvedena
v Tabulace II, kdy se vyuzila kombinace s autozomalnim genem windpipe.

Na Obr. 6 jsou vysledky PCR na 1,5% agar6zovém gelu. U samcu je vidét silny
produkt primert wdp o velikosti 715 part bazi. U né€kterych vzorki je patrny slaby produkt
shodny s Jmj produkty, kdy je pravdépodobné, zZe se jedna o zachyceni samciho genu Jmj na
chromozomu Z. U samic je vidét nejintenzivnéjsi signal Jmj v rozmezi velikosti produktd
500-600 bazi. Dale je vidét signal specificky pro produkt wdp primert o velikosti 715 bazi.
Na zakladé vysledktit PCR a metody FISH, ktera potvrdila charakter viceCetnych kopii genu
Jmj, se predpoklada, ze ostatni produkty u samic jsou tyto dalsi kopie s odlisnou velikosti,

zpusobenou insercemi nebo delecemi. Zebftikovité usporadani produkti PCR naznacuje, zZe

alespon nékteré kopie jsou uspradany tandemove.

—
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=]
=
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715 pb
559 pb

715 pb
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Obrazek 6: Elektroforeticka separace produkta multiplex PCR pro determinaci pohlavi u P. aegeria.
Na gelu je patmy patern prouzki specificky pro obé pohlavi P. aegeria. Sedm vzorka samic s PCR
produkty obou pard primerq, tj. pro geny Jumonji a windpipe, nasledované sedmi vzorky samcu s PCR

produktem pouze z autozomalniho genu windpipe. Negativni kontroly (-K) jsou bez kontaminace.

19



5. Diskuse

Mechanismy determinace pohlavi u motyli nejsou prozatim zvelké cCasti
prozkoumany. Prozatim jsou znama data pouze u B. mori (Kiuchi et al., 2014) a dilci
informace ohledné zavijeCe moucného (Ephestia kuehniella) a zavijece paprikového (Plodia
interpunctella) (Visser, 2021; Visser et al., 2021), martinaCe pajasanového (Samia cynthia)
(Yoshido et al., 2016) a Bicyclus anynana (van't Hof, tGstni sdélent).

Pfi determinaci pohlavi bource morusového byla popsana regulace exprese genu Masc
pfes mnohocetné tandemové kopie feminiza¢nich piRNA na chromozomu W (Kiuchi et al.,
2014). Jedna se o determinaci pohlavi, kdy mnohocetné kopie piRNA zchromozomu Z
reguluji produkt z alely na chromozomu W, kterd se podili na vyvoji samciho pohlavi.
V disertacni praci S. Vissera z roku 2021 byl popsan gen EkMasc (ortolog genu Masc u
B. mori) u E. kuehniella. Déle byly u E. kuehniella a P. interpunctella objeveny kandidatni
geny pro feminizacni piRNA. Na zaklad¢ téchto dat se predpoklada, ze u zminénych druht
bude determinace pohlavi fungovat na podobném principu jako pravé u B. mori.

I z omezeného mnozstvi informaci je jasné, ze se mezi motyly nachéazeji druhy, které
maji ur€eni pohlavi zalozené na jiném principu, nez je pfitomnost genu urcujici samici pohlavi
na chromozomu W. U S. cynthia bylo pozorovano, ze pfitomnost chromozomu W neni pro
vyvoj samiciho pohlavi potieba, protoze neékteré samice ho nemaji (Yoshido et al., 2016).
V nedavno publikované praci se pak podarilo zjistit, ze pohlavi je ur€ovano podle poméru
pohlavnich chromozoma Z vici autozomum (Yoshido & Marec, 2023). U okace Bicyclus
anynana je pohlavi ureno prostrednictvim mnohocetnych alel genu na chromozomu Z, coz
je systém, ktery opét nepotiebuje chromozom W a je patrn€ pfitomen u vétSiny okacu
(van’t Hof, ustni sdélent).

P. aegeria je v Ceské republice hojné rozsifeny druh okage. Podobng jako u drtivé
vétSiny druhd motyl i u P. aegeria nebyla znama vétSina informaci o karyotypu ani
o pohlavnich chromozomech, kromé poctu chromozomut. Od roku 2021 je vsak k dispozici
vysoce kvalitni sekvence genomu slozena na troveri jednotlivych chromozomd (identifikator
slozeného genomu je GCA_905163445.1) a Cteni z osekvenovanych genomu nékolika dalSich
jedinci vcCetné dvou samic, jehoz autorem je iniciativa Darwin Tree of Life

(https://www.darwintreeoflife.org/). Na zakladé bioinformatické analyzy téchto dat byl u

P. aegeria predbézné vytipovan odlisSny zptusob determinace pohlavi nez u vétSiny druhd
okact. U nich je predpokladanym systémem komplementarni determinace pohlavi (csd).

Zaroven bioinformatickd analyza odhalila pfitomnost genu Jmj na chromozomu Zi jeho
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mnohocetné kopie na chromozomu W. Jmj by tak mohl byt novym primarnim spoustéem
determinace pohlavi.

Chromozom W byva u vétSiny motyld tvofen heterochromatinem. Obsahuje Casto
mnoho mobilnich elementt, retranspozonti nebo repetitivnich nekodujicich sekvenci (Fukova
et al.,, 2007). Redukce pfitomnosti funk¢énich gend muze byt také podpofena nemoznosti
rekombinace tohoto chromozomu kvili achiasmatické meioze motylich samic. Studovany gen
Jmj tak ptedstavuje novy potencialné funkcni gen, kterych na tomto chromozomu prozatim
neni popsano mnoho. Mezi takové geny patii naptiklad per popsany u A. pernyi nebo Fem u
B. mori (Gotter et al., 1999; Kiuchi et al., 2014).

Funkce genu Jmj u motyld neni znama. Geny z rodiny Jmj se nachazeji nejen
u eukaryotickych organismu jako jsou zZivocichové, houby a rostliny, ale dokonce i u bakterii.
Jejich funkeci je represe transkripce, maji schopnost vazat se na DNA a ovliviiuji modulaci
chromatinu (Takeuchi et al. 2006). O obratlovca bylo prokazano, Ze se tcastni premény
pohlavi u agamy australské (Pogona vitticeps) (Deveson et al.,, 2017) a pyskouna
novozélandského (Notolabrus celidotus) (Muncaster et al., 2023), ¢ili potencial k tomu
ovlivilovat pohlavi nepochybné mayji.

V této praci se podarilo ovéfit pfitomnost mnohocetnych kopii Jmj na chromozomu W
pomoci FISH. Z divodu nedostatecné citlivosti metody nebyl detekovan signal jedné kopie
tohoto genu na chromozomu Z, ktera byla popsana na zakladé bioinformatickych dat Arjen E.
Van’t Hofem. Podobna lokalizace genu, jako vidime u P. aegeria a Jmj, byla popsana
u A. pernyi. Ten ma na chromozomu Z jednu fadnou kopii genu per, zatimco na chromozomu
W jsou lokalizovany mnohocetné kopie, které se prepisuji do mRNA s modifikovanymi
Ctecimi ramci a rozdilnou délkou fetézcli aminokyselin (Gotter et al., 1999). Gen per vSak
nezodpovida za pohlavni determinaci, ale jeho rozlozeni na pohlavnich chromozomech
vytvati analogii pravé s Jmj.

Mnohocetné kopie Jmj byly téz detekovany pfi vyvoji multiplex PCR pro determinaci
pohlavi P. aegeria. Primery pro tento gen byly designované pouze pro kopie na
chromozomu W. Vysledky PCR na agar6zovém gelu u vSech samic vykazovaly fadu rizné
dlouhych produktl. Muze se jednat o tandemové repetice, které se na gelu vyznacuji jako
pfiblizné dvojnasobné délky produkti jedné kopie. Pokud jsou kopie genu lokalizovany
v tésné blizkosti za sebou, nelze ovlivnit, kolik kopii primery zduplikuji. Tento jev vysvétluje
vznik mnohocCetnych pravidelnych prouzki v agar6zovém gelu. Pfitomnost tandemovych
repetic by vysvétlovala i silné hybridiza¢ni signaly pfi FISH, navzdory pomérné kratké cilové

sekvenci Jmyj, ktera tvorila cca 700 bp. Takto kratké cilové sekvence byvaji u netandemoveé
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usporadanych kopii patrné pod detekcni schopnosti pouzité metody FISH, jak tomu bylo

pravdépodobné 1 v tomto piipadé€, pokud kopie nebyla v klastru repetic.

Dalsi postup
A) Méfeni miry exprese genu Jmj v embryonalnim vyvoji pomoci RT PCR

Pokud se kandidatni gen, v tomto piipadé Jmyj, podili na determinaci pohlavi, jeho
exprese dosahne relativné vyssi miry v ranych fazich embryonalniho vyvoje nez v pozdéjsich
vyvojovych stadiich. Bude tomu pfed expresi genu stojicich na konci drahy determinace
pohlavi, které byvaji napfi¢ druhy velice konzervované. Takovym genem je gen doublesex,
ktery je u hmyzu vysoce konzervativni a typicky muaze byt sestfizen do dvou podob typickych
pro jednotliva pohlavi. V okamziku, kdy se tyto formy objevi u embryi piislusného pohlavi,
byla determinace pohlavi jiz provedena. Proto je pro zjisténi profilu exprese kandidatniho genu
v kritickém obdobi potieba provést qPCR u ranych samcich a samic¢ich embryi, tedy v dobé,
kdy neexistuji zadné morfologické znaky, podle kterych by se dalo urcit pohlavi jedince.
Z tohoto divodu byla vyvinuta metoda determinace pohlavi pomoci PCR, kdy je mozné urcit
pohlavi u embryi.

V genomu P. aegeria se téz vyskytuji Ctyfi ortology genu Masc. Tento gen
se u prozatim znamych druhGi motylad podili na determinaci pohlavi. Z tohoto davodu
se domnivam, ze kromé mnou navrhovaného dalsiho postupu pii vyzkumu genu Jmj by bylo

vhodné se soustiedit 1 na vyzkum téchto ¢tyt kopii Masc (van't Hof, Gstni sdé€lent).

B) Degradace transkriptd genu Jmj pomoci RNAI.

Pro ziskani finalniho dikazu o roli genu Jmj v determinaci pohlavi u P. aegeria,
je potifeba bud’ gen vyfadit napt. pomoci CRISPR-Cas9, nebo narusit jeho expresi pomoci
RNA interference injikaci siRNA do vajiCek. Po injikaci dochazi k degradaci produktd
transkribovanych z genu. Pokud je gen zodpovédny za determinaci pohlavi, degradace jeho
produkti by vedla k omezeni tvorby jednoho pohlavi. Tato Cast experimentu je ale invazivni
a u vétsiny vajicek zpusobi poskozeni vedouci k letalité. Pro zajiSténi dostatku jedinct, na
kterych bude experiment probihat, je nutné mit stabilni laboratorni chov zkoumaného
organismu. Z tohoto divodu byl v prabéhu tvorby mé bakalaiské prace zalozen chov
P. aegeria, kdy probihala optimalizace podminek pro chov a rozmnozovani. Vyhodou tohoto
republice vytvafi az tfi generace za rok. V laboratornich podminkach bylo provedeno kiizeni

divokych rodict az do druhé filialni generace.
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6. Zavér

Motyli jsou nejvice druhoveé bohatou skupinou organisma, kde je determinace pohlavi
podminéna chromozomalni konstituci WZ. Navzdory tomuto jevu a dlouhotrvajicimu
vyzkumu na bourci morusovém (B. mori) neni znamo mnoho funk¢nich gent lokalizovanych
na chromozomu W. V genomu okace pyrového (P. aegeria) z podceledi okacoviti (Satyrinae)
byl nalezen gen Jumonji, ktery se vyskytuje na chromozomu Z a v mnohocetnych kopiich na
chromozomu W. Tento gen byl navrzen jako kandidatni gen podilejici se na dosud nepopsané
draze determinace pohlavi u motyld, ktera je alternativou k determinaci popsané u B. mori.
Pomoci FISH a GISH byla potvrzena lokalizace jeho mnohocetnych kopii na chromozomu W
v mitotickych, meiotickych i interfaznich jadrech.

Specificka pfitomnost genu Jmj u samic byla pouzita jako marker pro vytvoreni
multiplex PCR metody rozpoznani pohlavi u jedincii P. aegeria. Tato metoda bude klicova
v budoucim vyzkumu exprese tohoto a piipadn€ i dalSich gent Gcastnicich se determinace

pohlavi v ranych embryonalnich stadiich.
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