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1. Uvod

1.1. Vznik a evoluce pohlavnich chromosoin

Pohlavni chromosomy jako préstiek genetické determinace pohlavi jsou ren&

u Wwtsiny Zivaicha, kde vznikly mnohokrét zcela nezavisle. V&si¢ pripadi vznikly
pohlavni chromosomy s neépéi pravépodobnosti z paru homolognich autosom nichz
jeden z paru ziskal gen determinujici pohlavéexX;determing” gene, SDG) (Ohno, 1967;
Skaletsky a kol., 2003). ProtoZze tento gen svymkytgsn podmiioval vyvoj jednoho
urciteho pohlavi, bylo vyhodné fesunuti a nashromaad dalSich pro dané pohlavi
specifickych gefh do jeho blizkosti. Prawgodobr kvili takovymto pohlava
antagonistickym gemm, které zvyhotluji jedno pohlavi na Ukor druhého, doSlo ke #trat
rekombinace wvéchto lokusech a péar pohlavnich chromosose od sebe Zal postups
diferencovat.

Zastaveni rekombinace mezi pohlavnimi chromosomyzmaasledek degeneraci
heteromorfnich chromosan{chromosomu Y v iipact systému XY/XX a chromosomu W
v systému ZW/ZZ) (Charlesworth a kol., 2005; Baobir 2006) projevujici se ztratou
funkénich germ a akumulaci repetitivnich sekvenci, zejména transpi (Steinemann a
Steinemann 2005), které vybegi bloky transkrigné inaktivniho heterochromatinu. Tato
degenerace je fisuzovana &kolika mechanisiim, mezi ®Z spada nap jev zvany
.Mdullerova rohatka“ (,Mullers ratchet"), neboli némratnost Skodlivé mutace aAwbdu
malo pravdpodobného vyskytu Zné mutace (Charlesworth a Charlesworth 1997),ka pa
geneticky draft (,hitchhiking®), coZ je jev popidaqj fixaci poSkozenéh@i mutovaného
genu, ktery se vyskytuje ve vazls v populaci preferovanym a rychle s&icdin genem
(Bachtrog, 2006).

Na to, Ze degenerace pohlavnich chromaso¥iW je dynamicky proces a
diferenciace je po#mné rychla, Ize usuzovat na zaktadysledki srovnani chromosomu Y
Simpanze &lovéka (Hughes a kol., 2010), kde Ize pozorovataoa ztratu gei kodujicich
proteiny a expanzi palindromickych sekvenci. Dalgifikladem rychlého vyvojeéthto
chromoson je prace popisujici rychlé ztraty sekéehhomologie chromosomu W u blizce
piibuznych drufh motyhi z ¢eledi zavijgovitych (Vitkova a kol., 2007).

Na chromosomu Y (nebo W) se nachazi védty satelitnich sekvenci a pseudagen
téZ tizné mnozstvi funknich ger, jejichz degenerace neni Zadouci. Nedavné studie

zabyvajici se sekvenaci lidského chromosomu Y dghaékolik amplikonickych oblasti



obsahujicich palindromicky usfimlané geny v mnoha kopiich (Skaletsky a kol., 2003)
které se exprimuji ve varlatech a jejichz &mahomogenita je udrzovana genovou konverzi
(Rozen a kol., 2003). Ta zde prapddobre hraje velice vyznamnou roli v tom, Ze da@ité
miry nahrazuje meiotickou rekombinaci a slouzi t@ko mechanismus zaliagici

degeneraci.

1.2. Systémy pohlavnich chromosotin

U Zivocicha, jejichZz pohlavi je ufeno geneticky, rozeznavame dva hlavni systémy
pohlavnich chromosoim Prvnim z nich je systém XY/XX, kde je heterogaigiet pohlavi
(XY) reprezentovano samci, a samice jsou homogahketi(XX). Toto usptadani
pohlavnich chromosoinse vyskytuje u vSech savecetre ¢loveka, ale pozorovano bylo u
vétsSiny Zivatichu a dokonce i u ¢kterych rostlin. Druhym typem usfadani pohlavnich
chromoson je systém ZW/ZZ, kde jsou naopak samice heterotjekde(ZW) a samci
homogametiti (ZZ). Tento typ je Bzny u ptak, hadi a u dvou sesterskydiddi hmyzu —
chrostilki a motyh (Traut a Marec, 1996). dkteré skupiny Zivéichu vS8ak mohou vyuzivat
oba dva systémy pohlavnich chromosgfako je tomu najpklad u rekterych ryb (Mank a
kol., 2006), obojzivelnik (Hillis a Green, 1990) a zelv (Ezaz a kol., 20@8yly dokonce
objeveny druhy, kde se systémy heterogametickyahcsaa heterogametickych samic
sttidaji v jednotlivych populacich, néklad u skokan&ana rugosa (Ogata a kol., 2007).

Moznou odchylkou od standardniho usjmtani pohlavnich chromosdnjsou vedle
chybsjiciho heteromorfniho chromosomu u heterogametickpbhlavi (X0/XX; Z0/ZZ)
také mnohoetné pohlavni chromosomy, tzv. neo-pohlavni chramgs Ty vznikaji fuzici
translokaci autosoina byly objeveny nap u jezury a ptakopyska, kdesHem meidzy

vytvéreji fetizky s organizaci ZoX3XsXs/Y1Y2Y3Y 4Y'5 (samec; Gruetzner a kol., 2006).

1.3. Cytogenetika a pohlavni chromosomy motil

Motyli spoleiné se sesterskou skupinou, chrostiky, u svych chrombgostradaji
primarni konstrikci, tedy centromeru (Wolf a kol997), a jsou proto povazovany za
chromosomy holokinetického typu. Kinetochor pokryvdevdznou ¢ast povrchu
chromosonml (Suomalainen, 1969a; Murakami a Imai, 1974) aSagg tim zn&nou
stabilitu a odolnost genomu, nebonozné chromosomalni zlomy, vzniklé idad
ionizatnim z&enim, nezpsobi ztratu chromosomalnich fragmenke které v takovém

piipact dochazi u organisiins monocentrickymi chromosomy (Marec a kol. 2001).



Absence centromery, nepouZzitelnost klasickych pkoudcich technik, ale také
pomeérné velky patet a uniformni vzhled malych mitotickych chromosobyl diouhou dobu
davodem, pré byli motyli i pies svou druhovou bohatost ndéryuzivani k cytogenetickym
studiim nez jiné organismy a veSkeré prace bylyzemge fevazié na p&itani chromosorin
bez moznosti identifikovat jednotlivé chromosoméapdéry. Typicky a pravpodobré i
puvodni karyotyp motyl odpovida p&tu chromosora n = 31, neni ovSem vyjimkou daleko
nizsi ¢i vysSi p@et chromosori, jako napiklad n = 5 uHypothyris thea (Nymphalidae;
Brown a kol., 2004) nebo n = 223Palyommatus atlantica (Lycaenidae; de Lesse, 1970).

Jak uz bylo zmiéno v predchozi kapitole, motyli a chrostici piatnezi organismy se
samtim heterogametickym tenim pohlavi, tedy se systémem pohlavnich chromastin
nebo ZW u samic a ZZ u samcAckoliv se u motyl negasgji vyskytuje konstituce
ZW/[ZZ, chromosom W nebyl nalezen u chrost{Klingstedt, 1931; Marec a Novak, 1998;
Lukhtanov, 2000) ani u primitivnich skupin maty(Traut a Marec, 1997). Na zaktatbho
se soudi, Zze mértasty stav Z0/ZZ je ancestralni a chromosom W vzaiiu spoléného

piedka linii Ditrysia a Tischerioidea (Traut a Mar&896).

1.3.1. Chromosom Z

Chromosom Z motyl se svou kompozici nijak vyragmeliSi od ostatnich autozém
(Traut a kol., 2008). Obsahujadu transkripné aktivnich gefi, nicmért celkow neni filis
dohkie prostudovan. Hlavni zdroj informaci o tomto chosemu poskytuji fedevsim
nowjsi prace zabyvajici se sekvenaci genomu modelowhbu bource moruSoveho
(Bombyx mori, Bombycidae), ale geneticka mapa chromosomu Z\pgtlsorena i u gkolika
dalSich drubh motyhi (Ostrinia nubilalis, Dopman a kol., 2004eliconius melpomene,
Jiggins a kol., 20034€liconius erato, Tobler a kol., 2005).

V praci Koike a kol. 2003 byl v okoli gerBimkettin osekvenovan 320 kbp dlouhy
usek chromosomu Z bource morusSového. 13énoljevenych protein kddujicich gen
spol&né¢ s genem Bmkettin bylo posléze porovnano s geny octomilkyrosophila
melanogaster a hal’atka Caenorhabditis elegans za &elem nalezeni konzervovanéhorgui
téchto geri (tzv. syntenie). Vysledky vSak syntenii nepotwdiledinou vyjimku tviila
skupina gefi na chromosomu Z bourceBrtprojectin, Bmkettin, Bmtitinl, Bntitin2, a
Bmmiple), jejichZ pdadi bylo zachovano na chromosomu 3 u octomilky.n&amirgnych
geni byla v osekvenované oblasti nalezena tada nekddujicich sekvenci jako jsou non-

LTR retrotransposony, retroposony, DNA-transposahalSi nedefinované repetice.



Ackoli syntenie geth mezi bourcem, octomilkou a didtkem nebyla prokézana,
poradi geri na autosomech i chromosomu Z je v rarfalu motyl podle dosavadnich
studii konzervované, a to nejen u blizagbpznych linii Bombyx mori, Bombycidae a
Manduca sexta, Sphingidae), ale i u evaln¢ vzdalerjSich drulis (B. mori a Heliconius

melpomene, Nymphalidae)(Yasukochi a kol., 2006; Pringle a kol., 2007; Saharkol.,
2007).

1.3.2. Chromosom W

Chromosom W se svym celkovym charakterem velice d ostatnich motylich
chromoson, svého partnera pohlavniho chromosomu Z nevyjimBjavni strukturni
slozkou chromosomu W jsou transposibilni elemealojLTR (,long terminal repeat”)
retrotransposony, non-LTR retrotransposony, DNAgpsony a jejich derivaty (Abe a kol.,
2005). Krong velkého mnoZstvigthto nekodujicich sekvenci, jejichZ vyskyt je zdsofmem
rozsahlejSi nez na jinych mistech v genomu (Tralkol, 1999; Sahara a kol., 2003;
Mediouni a kol., 2004; Fukova a kol., 2007; Vitkogakol., 2007), je &kolik geni, u
kterych se pedpoklada vazba na chromosom W. Mezi takovéto kiatdi geny pdit
nagiklad gen ovliviujici velikost vajéek, Esd (drive Ge, ,giant eggs”) (Kawamura a kol.,
1988, 1990). DalSimi geny s moznym vyskytem na mimsomu W jsou geny podilejici se
na determinaci pohlavi. Jednim z nich je déiyigenFem, neboli feminizani faktor, ktery
by mohl byt gicinou vyvoje santiiho pohlavi v zavislosti naffpomnosti chromosomu W,
jak bylo popsano v praci Tazima 1965. Zd& wyskyt alespé jednoho chromosomu W u
polyploidnich linii bource moruSového za nasledgkoy samice, bez ohledu na qed
chromoson Z.

Vzhledem ke svému sekuarimu obsahu neniigkvapivé, ze ve &Sirg pripadi je
chromosom W tvien pgevazié heterochromatinem. To je patrné jak u pachytennich
chromosonmi po klasickém barveni orceinei Giemsou (Traut a Marec, 1997), tak
v samtich interfaznich btkach, kde chromosom W vyttia doke barvitelné
heterochromatinovélisko zvané sex chromatin nebo také W chromatinradsail od sex
chromatinu u savc (Barrova tliska), ktery je tvéen v bukach samic inaktivovanym
chromosomem X, sex chromatin u métyleni vysledkem kompenzace genové davky. To,
Ze sex chromatin motylje opravdu tvéen chromosomem W, bylo dokazano v praci Fukova
a kol. 2007, kde byla ze sex chromatinuddsp pripravena specificka malovaci sonda pro

chromosom W.



Snadna identifikace sex chromatinu ve tkanich sammioZnila o¥ieni gitomnostici
negitomnosti chromosomu W iady druli motyla (Traut a Marec, 1996), coigpeélo
k potvrzeni hypotézy,ipdpokladajici vznik chromosomu W az tegka skupin Ditrysia a
Tischerioidea. Proces, jakymigmbem chromosom W vznikl, popisujiedilavni hypotézy.
Prvni z nich povaZzuje za mechanismus vzniku chroamos W fazi chromosomu
Z s autosomem. Z homologniho partnera fuzniho auotas se pak stava tzv. neo-W
chromosom (Traut a Marec, 1996). Podle druhé hygyotéa chromosom W sy puvod

v chromosomu B (Lukhtanov, 2000).

1.4. Pohlavni chromosomy u pedivek rodu Yponomeuta

Predivky roduYponomeuta jsouifazeny mezi motyly z linie Ditrysia a jejich blizkym
piibuznymi jsou nafiklad zastupci zeledi Plutellidae (Kristensen a Skalski, 1999).
Dosavadni studie zabyvajici sée@ivkami byly zamteny gredevSim na evoluci vztahu
hmyz — rostlina (Menken, 1982) nebo alozymovoualdlitu v zavislosti na uti@ni vazby
k urcité hostitelské rostlié(Menken, 1982; Raijmann, 1996; Raijmann a Menk&9?2).

V roce 1988 byla publikovana prace skupiny Nilssoikol., kde autiv zkoumali
meiotické @leni u Sesti druln predivek. Na preparatech biknz gonad dosflych samic a
larev sama@ obarvenych Giemsou byla pozorovana jadra, kter&amdé obsahovala
haploidni pdet n = 30 AA (autosoll) + ZZ a u samic n = 29 AA + trivalent A% (jinak
také: W4Z,). Autoii na zaklad téchto vysledk predlozili hypotézu, Zze chromosom W
v tomto Fipads sfizoval s autosomem a dal vznik ,novému* chromasaV (A"), ktery se
paruje s chromosomem Z a zardvehomologem sflizovaného autosomu. Samice by pak
produkovaly dva typy vajek, jeden nesouci translokovany chromosof @ druhy
s chromosomem Z a zbylym autosomem. Po oplozeniviaiknou samice s konstituci
29AA + AAYZ a samci s 30AA + ZZ, stejrjako bylo pozorovano.

Ke stejné konstituci pohlavnich chromodow$ak mohlo dojit i rozpademipodniho
Zna 4 a 2, ¢imz u samic vznikl trivalent WiZ, bez &asti autosorin. Prvni teorie by
mohla byt podptena jednak zjighim, Ze ¢ast chromosomu W ma euchromatinovou
strukturu (poastatek euchromatinového charakteru autagoii nalezem genu, ktery se
translokoval spolané s timto autosomem a stal se tak u skupigivek vazany na pohlavi,
zatimco u druth s BEZnou konstituci pohlavnich chromosdrfYW/ZZ) se stale nachazi na
autosomu. Takovym genem, jenz odpovida této hypot¢e napiklad gen pro p-
karboxylesterazu, ktery je u bource morusoveholip&aan na chromosomu 8ifbel) a 19
(Bmbe2) (Yu a kol., 2009), zatimco urgdivek je jeho alozymova forma pohl&mazana



(Raijmann a kol., 1997). Moznymi kandidaty na ttakevany chromosom jsou tedy
autosomy 8 a 19.



2. Cile

Cilem mé prace byla karyotypova analyza vybranyahid predivek (fedivka
zhoubna -Yponomeuta evonymellus, p. ovocna -Y. padellus a p. brslenova -Y.
cagnagellus), ktera zahrnovala @veni p@tu chromosom na mitotickych preparatech
z kiidelnich disk, identifikaci pohlavnich chromosamma preparatech pachytennich odcyt
barvenych orceinem &iplizné stanoveni molekularni diferenciace pohlalinihromosori
metodou komparativni genomové hybridizace (CGH)Sidaukolem bylo o¥teni hypotézy
vzniku systému pohlavnich chromosbWZ,Z, fuzi chromosomu W s autosomgromoci
nasledujicich metodickych postupanalyza konstituce pohlavnich chromosopomoci
GISH (genomovain situ hybridizace) kombinované s telo-FISH (fluoresténin situ
hybridizace s telomerickou sondou), izolace fragiinem¢kolika ortolognich gein
lokalizovanych na vybranych autosomech bource nowél$o z cDNA pedivek, jejich
klonovani a owieni sekvenovanim aigdlEzna identifikace vazbyéthto ortolog na

chromosom Z fedivek Southernovou hybridizaci s genomovou DNA&aasamic.



3. Material a metody

3.1. Pouzité organismy

Zkoumanymi organismy vtéto praci byly vybrané drumotyli nadeledi
Yponomeutoidea, a sicéponomeuta evonymellus (Linnaeus, 1758, iedivka zhoubnd)y.
padellus (Linnaeus, 1758, p. ovocn&Y. cagnagellus (Hubner, 1813, p. brslenova@yto fri
druhy pedivek byly ziskany z fjrodnich populaci Nizozemska, kde vzorky nashdral
poskytl Peter Roessingh z University of Amsterd&hzg¢zemsko).

3.2. Vyroba chromosomalnich preparah

Pro gipravu chromosomalnich prepardtyly pouzity Kidelni disky z larev sanica
samic (mitotické chromosomy) a ovéria z larev safpachytenni chromosomy). Disekce
byla provadna tzv. ,spreading“ technikou (Traut, 1976) s dnyghin Gpravami. Housenky
byly vypitvany ve fyziologickém roztoku prigphestia kuehniella (0,9% NaCl, 0,042% KCl,
0,025% CaGl 0,02% NaHC@ (Glaser, 1917; citovano v Lockwood, 1961) a zigka
material byl posléze ipnesen do hypotonického roztoku na cca 10 minupiipact
preparat z kiidelnich disk byl jako hypotonicky roztok pouZzit 0,075% roztokCK u
preparai z ovarii byl pouzit hypotonicky roztok pro elektmvou mikroskopii (0,1M KCI :
0,1M NaCl v pomsru 5:1; je jemijSi a zachovava strukturu heterochromatinu chromeoso
W u wtSiny motyh [Marec a kol., 1993]). Alternativnbyla misto hypotonického roztoku
pouzita ledova deska (pro preparaty dené k barveni orceinem, avwbdu zachovani
struktury chromomer), na kterou byl preparat potozga pér vtn pied pouZzitim
histologické plotynky. Material byl dale fixovan b&inut vcerst\w pripravené fixazi Carnoy
(etanol: chloroform: kyselina octova v pém 6:3:1), pesunut do kapky 60% kyseliny
octové na podloznim skKu a rozmacerovan pomoci wolframovych jehdgkedPpouzitim
bylo podlozni skilko sma@eno v kyselém etanolu (1% HCI, 96% etanol). &di
s materidlem bylo poté umésib na histologickou plotynku vy&tou na 45 °C, kde se kapka,
kterd byla po skéku posouvana pomoci jehly, pozvolna viilza Takto gipravené
preparaty byly posléze odvothy v etanolov&ad (70% - 80% - 100% etanol, v kazdém
roztoku 30 s) a uskladny pro dalSi pouZitiip-20 °C nebo f -80 °C.



3.3. Barveni preparafi lakto-aceto-orceinem a DAPI

3.3.1. Barveni lakto-aceto-orceinem

Pro obarveni lakto-aceto-orceinem byly pouzity prépy pachytennich chromosém
z ovarii, u kterych byla dhem vyroby hypotonizace nahrazena u#mish preparatu na
ledovou destiku (viz. kapitola 3.2). ed samotnym barvenim byly chromosomalni
preparaty vyjmuty z -80 °C fipadre — 20 °C, a odvodimy v etanolov&act (pokud byla
sklicka vyjmuta z -80 °C, byl jako prvni roztok etangddady pouZzit pedchlazeny 70%
etanol po dobu 2 minut, zbylé dva roztoky etandd®8a 100% po dobu 1 minuty). Na
jednotliva skiéka byla poté nanesena kapka 1,5% lakto-aceto-ar¢eoa 25ul) a preparaty
se ponechaly po dobu 5 minut barvit. Nasledovalozsni kryciho skiika na obarvenou
oblast preparatu a odsatiepyt&ného barviva pomoci filttmiho papiru. Na z&v bylo
kryci sklo po okrajich ésnino a zafixovano lakem na nehty. Hotové preparaty pyp
oschnuti prohlizeny pod &elnym mikroskopem Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss1aleSRN) a
foceny pomoci chlazené CCD kamery a programu An8lySoftware. Konéné Upravy

fotografii byly provedeny pomoci programu Adobe télsbop.

3.3.2. Barveni DAPI

Barveni chromosothpomoci DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole; Sigr&drich,
St. Louis, MO, USA) bylo provaso u prepardt po pedchozi hybridizaci podle protokolu
Traut a kol., 1999 s mirnymi odchylkami a sestavaléchto kroki: promyti prepardit 5
minut v roztoku 1% Triton X-100 v PBS pufrdi pokojové teplot (déle jen PT) (Triton —
Sigma-Aldrich; PBS - 0,15M NacCl, 0,05M NalPiO,, pH 7,4), barveni prepatafl5 minut
pii PT v 1% Triton X-100 v 1x PBS pufru s DAPI (vydlg& koncentrace DAPI — 0,5
ug/ml), promyti 3 minuty v 1% PhotoFlo v 1x PBS puf¥i PT (PhotoFlo- Eastman Kodak
Company, Rochester, NY, USA promyti 1 minutu i PT v 1% PhotoFlo ve sterilni miliQ
vodé. Nakonec bylo kazdé sklo zakapnuto@ntifade DABCO (Sigma-Aldrich) a zakryto
krycim sklem, jehoZz okraje byly &gnény lakem na nehty. Preparaty mitotickych
chromoson urcenych pro karyotypovou analyzu byly barverfimmp nanesenim kapky (25
ul) DAPI v DABCO (koncentrace DAPI — 0,5 pg/ml) aed poté byly zakryty krycim
sklickem a uwsreny lakem na nehty. Obarvené preparaty byly prohiizepod
fluorescednim mikroskopem Zeiss Axioplan 2 #gusnym filtrem a dokumentovany
chlazenou CCD kamerou v programu AnalySIS Softwii@ografie byly posléze &p
upraveny pomoci programu Adobe Photoshop.



3.4. lzolace nukleovych kyselin

3.4.1. lzolace genomové DNA

Genomova DNA (gDNA) ze sami@a samic pedivek byla izolovana traghi fenol-
chloroformovou metodou extrakce nukleovych kyséBhn a Stafford, 1976), a to odigne
ze samic a samiov mikrozkumavkach s extrakim pufrem (100mM NaCl; 10mM Tris-HCI
o pH 8; 50mM EDTA o pH 8; 100ug/ml proteinadzy Kiffana ¢sre pred extrakci]; 0,5%
sarkosyl). Postup byl nasledujici: v kazdé mikramkuce s 500 pl extrakiho pufru byla
tlouckem roznglnéna tk& ze dvou housenek zbavenyckestnebo ze dvou aZitdosglca
(u samic dosfici byly predem odstramy zadeky), ¢imz vznikl homogenat, ktery byl
inkubovan d¢ hodiny @i 37 °C. Po dvou hodinach se ke vzorkidplo 0,5 pl RNazy A a
smés se nechala inkubovat dalSi hodinti 7 °C. Nasled& bylo do mikrozkumavky
piidano 500 ul fenolu, sés byla zvortexovana a centrifugovana po dobu 15utvgi 5000
g. Oddtlend vrchni faze byla nasletipienesena doisté mikrozkumavky, dopkmna 400 pl
smesi fenol-chloroform-isoamylalkohol (25:24:1), zvexbvana a centrifugovana 15 minut
pii 5000 g . Vrchni faze byla po centrifugacigbprepipetovana deisté mikrozkumavky, do
které bylo naslednpridano 400 ul sisi chloroform-isoamylalkohol (24:1) a stéjjako
v predchozich krocich se vSe zvortexovalo a zcentrifalppol5 minut i 5000 g. Nakonec
byla vznikla vrchni faze visté mikrozkumavce precipitovandiganim 1/10 objemu 3M
octanu sodného a 7/10 objemu isopropanolu, zcegovana 10 minut na maximalni
rychlost a vznikly pelet bylied samotnym rozpuStim ve 30 pl sterilni miliQ vody jeXst
dvakrat pecistén centrifugaci 5 minut s 200 pl 70% etanolu. Vyskedkoncentrace
jednotlivych vzork byla zméfena na fluorimetru DyNA Quant 200 (Hoefer, Jollisto

Massachusetts) a kvalita DNA bylasd®na pomoci restréniho Sépeni.

3.4.2. lzolace RNA

Jako material pro izolaci RNA byly pouZity hlaky housenek fedivky zhoubné,
které byly vypreparovany ve fyziologickém roztokuuaklad@ny do samotné izolace
v roztoku RNAlater (Applied Biosystems, Foster CiGA, USA) @i -20 °C. Izolace byla
provedena pomoci RNA blue (Top-Bio, PralifR) podle navodu vyrobce. Vyizolovana
RNA byla posléze inkubovana 15 minut 7 °C s DNazou | (Top-Bio) (na 10 pl reakce: 2
U DNazy [, pufr, 10 U SUPERase-In [Applied Biosyssd), peciSttna fenol-
chloroformovou extrakci (fenol pro purifikaci RNAH 4,7; Sigma Aldrich) a rozpuSta ve
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20 pl sterilini DEPC vody (miliQ voda o&ena diethyl pyrokarbonatem, kterychi
nukleazy).

3.5. FHiprava a znaeni sond proin situ hybridizace

Samti a samdi sondy pro nasledné celogenomové hybridizace ljigtoveny
z vyizolované gDNA, ktera byla j@Spied samotnym zianim sond namnoZzena pomoci
soupravy GenomiPhi HY DNA Amplification Kit (GE Higlacare, Milwaukee, WI, USA)
dle navodu vyrobce. Ziani bylo provedeno metodou nick-translace za poresoupravy
Nick Translation Kit (Abbott Molecular Inc., Desdtes, IL, USA) a probihalo 12 hoditi p
15 °C. Sanii sonda byla nazianacervenym fluorochromem Cy3-dUTP (GE Healthcare) a
samti sonda zelenym fluorochromem fluorescein-12-dUTRvi{rogen, Carlsbad, CA,
USA). DalSi sondou pouzivanou v této praci byla hinnglomericka sonda (TTAGG,) ktera
byla zhotovena formou beztemplatové polymerazewizcové reakcéPCR) (Sahara a kol.,
1999) o objemu 10Qul sestavajici zéchto slozek: 0,5 U Takara EXaq Hot Start
polymerazy (Takara, Otsu, Japonsko); Haq pufr, primery TELO1 a TELO2 o
koncentracich 0,aM a 0,2mM dNTP mix. Teplotni profil reakce byl: g&eni denaturace
90 s i 94 °C a 30 cykl obsahujicich denaturaci 458 94 °C, nasedani prim&B0 s i
52 °C a syntézu 60 gipr2 °C. Zavrecna syntézaip 72 °C trvala 10 minut. Takto vznikla
sonda byla vysrazena etanolem, rozgngtve sterilni miliQ vod a poté znéena nick-
translaci (Nick Translation Kit [Abbott Moleculand.]) 1 hodinu g 15 °C.

3.6. Indgtu hybridizace

3.6.1. Riprava kompetitorové DNA

Jako kompetitor byla pouzita gDNA ze sam&tera musela byt KW nedostatku
vstupniho materialu namnozena kitem GenomiPhi HY ADKMmplification Kit (GE
Healthcare). Vysledny produkt byl fragmentovan katorem Bandelin Sonopuls HD 2070
(Bandelin electronic, Berlin, SRN) podle postuppraci Vitkova a kol. 2007.

3.6.2. Komparativni genomova hybridizace (CGH) a geomovain situ hybridizace
(GISH)

Oke variantyin situ hybridizaci (CGH, GISH), testujici celogenomovéfiescering
znaené sondy, byly prov&dy s mirnymi obrminami podle protokolu pro CGH (Traut a

kol., 1999). Chromosomalni preparaty byly nejprygmuty z -20 °C nebo z -80 °C a
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odvodrény etanolovoudradou. Poté byla vSechna gki denaturovana 3,5 minutyi 8 °C
se 100ul 70% deionizovaného formamidu (Sigma-Aldrich) vVGSgufru. Hybridiz&ni snes
byla gripravena smichanim kompetitorové DNAL4), sonikované DNA z lososich spermii
(2,5 ul) (Sigma-Aldrich) a znéenych sond (pro GISH: 40 saméi sondy a 250ug
telomerické sondy; pro CGH: 400g sandi a 400 ug saméi sondy). Poté byla st
precipitovana 3M octanem sodnym (1/10 objemu hybséithi snesi) a 100%
piedchlazenym etanolem (2,5 nasobek objemu) 30 nuituBO °C. DalSim krokem byla
centrifugace 20 minutip 15000 rpm, sliti supernatantu aétgpvna centrifugace s 204l
70% pgredchlazeného etanolu 10 mindt p5000 rpm. Po pdivém odstrasni supernatantu
byl pelet zakapnut qul 100% deionizovaného formamidu (formamid byegeltaty na
37°C) a inkubovan 30 minuti@87 °C. Do rozpugneho peletu byl potéfjlan 20% dextran
sulfat v 4x SSC pufru (hl) a nakonec byla sés denaturovana 5 minuti®0 °C a prudce
ochlazena na ledu. Takto zhotovend hybrighizasneés se sondami byla nakapnuta na
denaturované preparatyiikryta krycim sklékem a uwsnina pomoci katukového lepidla
Fixogum (Marabuwerke GmbH, Tamm, SRN). Hybridizpcabihala v kralgice s filtr&nim
papirem navlikenym 2x SSC pufrem po 3 dnyiB7 °C. Poté byly preparaty zbaveny
krycich sklgek, promyty 5 minut v 1% Tritonu X-100 v 0,1x SSQfmq pi 62 °C a
nabarveny DAPI (viz kapitola 3.3.2).

3.7. lzolace geil

Geny potebné k owreni mvodu pohlavnich chromosamzkoumanych druln
predivek byly ziskdny z komplementarni DNA (cDNA) poch metody PCR
s degenerovanymi primery. Syntéza prvnilettzce cDNA z vyizolované celkové RNA
(kap. 3.4.2) prokhla za pomoci SuperScript Ill Reverse Transcriptdseitrogen) podle
pokyni vyrobce (na reakci bylo pouzito 1146 RNA). Reverzni transkriptdza byla tep&ln
inaktivovana inkubaci 15 minutip70 °C a pro odstrami templatové RNA bylo pouzito 5
U RNéazy H (USB Corporation, Cleveland, OH, USA)rié byla s vzorky inkubovana 20
minut @i 37 °C a nakonec inaktivovana zatim na 65 °C po dobu 20 minut. Degenerované
primery byly navrZzeny bez pouziti softwaru na zdklasrovnani konzervovanych
ortolognich aminokyselinovych sekvenci zastupdimyzu (z radi: Lepidoptera,
Hymenoptera a Coleoptera) vybranych v databazi @ekBCelkem byly navrzeny 3 pary
primeri pro konzervované geny z chromosogia 19 bource moruSového, konkee&PC
(chr. 8),CPK (chr. 8) aAS (chr. 19). Jeden péar degenerovanych prinero genF) byl
pievzat z prace Sykorova (2011). PCR o objemuyl2@bsahovala tyto komponenty: 0,5 U
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Takara ExXTaq Hot Start polymerazy; EXaq pufr; 0,2mM dNTP mix; Jul cDNA a primery

o vysledné koncentraci pM. Teplotni profil reakce vypadal takto: 3 minutpéateini
denaturace ip 94 °C a 35 cyKkl sestavajicich z 45 s denaturade 3 °C, 45 s nasedani
primeri pri teplo® individualni pro jednotlivé pary primér(viz Tab. 1.,T, ) a 1 minuty
syntézy pi 72 °C (gipadre 1 minuty 15 s u &ekavaného produktu o velikosti 1000 bazi a
vice). Zavrecna syntéza probihal&iy2 °C 3 minuty.

Tabulka 1.: Prehled degenerovanych prinigrouZzitych pro izolaci gen

Ta Velikost PCR

Gen Kéd primeru 5'-3' Sekvence primeru Rivod °C) produkt it (bp)

AS ATP_synthase FO GGTDCCHATTGGTCGTGGTC  Tato prace 58

~ 800
ATP_synthase RO GCDGCATCCAARTCRGAACC  Tato prace 58

APC APCdeg F01 GAYTTYGGNCAYATGGARGC Tato prace 58
~ 900

APCdeg RO1 ~ TCYTGRTGYTTYTTNACNGC  Tato prace 58

CPK  CpkCdeg FO1  TGYAARGAYTTYATHTGGGG Tato prace 58
~ 850

CpkCdeg_RO1  TTYTCNACCATNGTRCAYTC  Tato prace 58

EF EF1dFO1 AARGARGCNCARGARATGGG Sy'z‘gﬁ"a’ 58
) ) ~ 1000

EF1dR02 GCNACNGTYTGYCTCATRTC Sy'z‘gﬁ"a’ 58
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3.8. Klonovani a sekvenovani

Ziskané PCR produkty (velikost prodiktviz Tab. 1.) byly vyiznuty z 1%
agarézového gelu aggistetny pomoci soupravy Wizard SV Gel and PCR Clean ykgie®n
(Promega, Madison, WI, USA) podle protokolu od \pge. Jednotlivé vzorky byly poté
zaligovany do vektoru Promega pGEM T Easy Vectoroifiega), ktery byl pouzit
k transformaci chemicky kompetentnich BkinE. coli kmene DHBb. Na transforméni
reakci bylo pouzito 5Qul kompetentnich butk a 2 ul liga¢ni smési. Po mhilhodinove
inkubaci i 4 °C, byla tato sis zaltivana 90 s i 42 °C, zchlazena na ledu a pidani
900 pl sterilniho LB média (2 g tryptonu, 1 g kvasinkbeéextraktu, 2 g NaCl a 200 ml
miliQ vody) inkubovana 1 hodinuip37 °C. 150 ul této sisi bylo pak vyseto na plotnu
(LB médium, 2% agar, 100g/ml ampicilin, 350uM isopropyl -D-1-thiogalactopyranosid,
35 mg/ml X-gal) a inkubovanoip37 °C. Po vyselektovani bilych kolonii byly vybé
klony namnoZzeny ve 3 ml LB média s ampicilinem (4@@ml) pres noc g 37 °C.
Z transformovanych bakterii byly ziskany plasmidpgtednictvim soupravy pro izolaci
plasmidové DNA - Qiaprep Spin Miniprep Kit (QIAGEM®Usseldorf, SRN). Takto ziskana
plasmidova DNA sekvence byla osekvenovana v Labiirgenomiky Biologického centra
AV CR s pouzitim univerzélnich primerM13F (5-GTTTTCCCAGTCACGAC-3) a
M13R (5"-GGAAACAGCTATGACCATG-3"), upravena pomociom¢ dostupného
programu  VectorScreen (http://www.ncbi.nlm.nih.gée¢Screen/VecScreen.html) a
ovérena porovnanim s databazi NCBI pomoci programu BIrAS
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&B& TYPE=BlastHome). Déale byly
sekvence fragmeiitgeni testovany klastrovou analyzou se sekvencemi aoéh ged

bource moruSového v programu FastPCRifitamnost intronovych oblasti.

3.9. Hiprava sond pro Southernovu hybridizaci

Sondy pro Southernovu hybridizaci bylyfigraveny ze zaklonovanych a
osekvenovanych fragmengeni APC, CPK, AS a EF pomoci metody PCR se specifickymi
primery a nukleotidy zr@nymi alkali-labilnim DIG-dUTP (Digoxigenin-11-dUTRlkali-
labile, Roche Diagnostics GmbH, Mannheingniecko). Specifické primery pro jednotlivé
geny (viz Tab.2. ) byly navrzeny ve veéldostupném programu Primer3. Primery pro geny
CPK aAS u kterych byl klastrovou analyzou z{igtvyskyt introri, byly nejprve pouzity v
PCR s gDNA jako templatem, zé@alem ziskani fragmeintobsahujicich introny (fragmenty
s introny byly izolovany kili tomu, aby sondy, které z nichéhg byt piipraveny, lépe
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hybridizovaly s gDNA B Southerno¥ hybridizaci). Tato reakce o objemu 2@
obsahovala: 0,5 U Takara Baq Hot Start polymerazy; EXaqg pufr; 0,2mM dNTP mix,
zhruba 200 ng gDNA a specifické primery o vysle#oécentraci 0,5uM. Teplotni profil
reakce byl obdobny jako u PCR v kap. 3.7., jendi@phasedani primerbyla 57 °C (viz
Tab. 2.,T,). Produkty byly posléze vignuty z gelu, fecistétny a klonovany. Samotna
vyroba sond pak probihaldi peakci o objemu 20 pl a obsahovala: 0,5 U Takardaq Hot
Start polymerazy; EXaq pufr; 0,2mM dNTP mix (1 mM dGTP, 1 mM dATP, 1 m\C@P,
0,65 mM dTTP a 0,35 mM DIG-dUTP); zhruba 7 ng osglowané plasmidové DNA se
zaklonovanymi fragmenty gén(pro sondu z genuCPK byla jako templat pouZita
plasmidova DNA se zaklonovanym fragmentem s intrgorg sondy ze zbylych gérbyla
pouzita plasmidova DNA s fragmenty bez intipra primery o vysledné koncentraci 0,5
uM. Teplotni profil reakce vypadal nasled@vid minut pé&atesni denaturaceip95 °C a 40
cykhi sestavajicich z 30 s denaturate9d °C, 30 s nasedani printepii teplot 57 °C (viz
Tab.2.,T,) a 75 s syntézyip72 °C. Za¥recna syntéza probihal&iy2 °C 5 minut.

Tabulka 2.: Prehled specifickych primérpouzitych pro vyrobu sond:

Velikost PCR
T produkt i (bp)
. . Qe . o a
Gen Kod primeru 5'-3' Sekvence primeru Pivod (°C)  cDNA gDNA
Tato
AS Yev_ASsts FO1 CACAGAGAGACCGACGTTGA prace 57 ~ 600 ~ 1800
Yev_ASsts RO1 ATCGACACCATCATCAACCA ggge 57
APC Yev APCsts FO1 = AAGGGATTGCCCTAGCTGAT Ta}o 57
prace ~ 800
Yev_APCsts R01 CAACCTGCTTTCGTCAAACA ggge 57
CPK Yev _CPKsts FO1 = CTCTCCGATCCCTACGTGAA Ta}o 57
prace ~ 300 ~ 900
Yev_CPKsts R0O1 TCTTCAGCTGAGCCAAGTCC gfgge 57
EF Yev_EFsts_F01 ACATTGTCTCCGGGTACAGC Ta,to 57
prace ~ 800
Yev_EFsts_R01 CAAGGGCTCCTTCAAGTACG :;Ii;ge 57
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3.10. Southernova hybridizace

Celogenomova DNA ze saiin@ samic pedivky zhoubné byla nejprve n&dena
pomoci restriknich enzyni Xbal a Dral (tyto enzymy byly vybrany z tohoustodu, Ze
neStpi uvnit sekvence genovych fragmeéntz nichz byly pipraveny sondy) (Fermentas,
Vilnius, Litva) pri reakci o objemu 50 ul a sloZzeni: 50 U kazdéhoyeng 1x pufrTango
(dodavany spotaé s enzymy)a 6 g gDNA. Sipeni probihalo f&s noc i 37 °C a bylo
zakorteno elektroforetickou separaci vzniklych DNA fragmie spole&né s velikostnim
DIG-zna&enym DNA markerem (DNA Molecular Weight Marker IDIG labeled; Roche
Diagnostics) na 1% agar6zovém gelu v TBE pufru (@b5ifrisborat, 1mM EDTA). Za
Gcelem depurinace byl gel pofem na 10 minut do 0,25M HCI, p&emz néasledovalo
promyti 2x 15 minut p PT v denaturénim roztoku (50mM NaOH; 0,15M NaCl) a 2x 15
minut v neutralizanim roztoku (50mM Tris-HCI; 0,3M NaCl; pH 7,5). Kigpni prenos
DNA z gelu na nylonovou membranu Hybond N+ (GE #thezadre, Buckinghamshire,UK),
ktery probihal pes noc, byl uskutee¢n prostednictvim sendwiového niistku, vyuzivajiciho
20x SSC pufr jako fgnosové médium. Po 5-ti minutovém oplachnuti v 6&C$ufru byla
pienesend DNA fixovdna na membranu pomotistmpje Stralinker UV Crosslinker
(Stratagene, La Jolla, CA, USA). Dale byla membraraviniena v 2x SSC pufru,
inkubovana hodinu i 42 °C v prehybridizénim roztoku DIG Easy Hyb (Roche
Diagnostics) a poté hybridizovangp noc p teplo& 42 °C v 6,5 ml roztoku DIG Easy Hyb
se 100 ng denaturované sondycare alkali-labilnim DIG-dUTP. Déle nasledovalo pgaim
membrany 2x 5 minutipPT v roztoku 0,1% SDS v 2x SSC pufru a promytilBxminut
pii 68 °C vroztoku 0,1% SDS v 0,2x SSC pufru. Chemihiscerni detekce spivala
v téchto krocich: promyti membrany 5 minut v 0,3% Twe&® v 1x TBS pufru (25 mM
Tris-HCI, 0,2 M NaCl, pH 7,5), inkubace 45 minutoztoku 5% odténéného susSeného
mléka (Difco Skim Milk, Becton, Dickinson and Conmga Francie), inkubace 30 minuiip
PT znovu v blokovacim roztoku miléka spwie€ s protilatkou proti digoxigeninu
konjugovanou s alkalickou fosfatazou (Anti-DigoxigeAP fedéna 1:10000) (Roche
Diagnostics), promyti 2x 15 minut v roztoku 0,3% dem 20 v 1x TBS pufruipPT a
inkubace 3 minuty i PT v deteknim pufru (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, pH 9,5).
Nakonec bylo na membranu viloZzenou do hybrigh#iao séku nanesenoifblizné 40 kapek
chemiluminiscetinino substratu CDBar, ready-to-use (Roche Diagnostics) a pdi p
minutach inkubaceipPT byl kon€ny vysledek sniman pomoci CCD kamery Lumi-Imager
LAS-3000 (Fujifilm Life Science, Stamford, CT, USAPro moZznost agjovného pouZziti
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byla membrana po promyti 5 minut ve sterilni miliQk zbavena digoxigeninu inkubaci 2x
15 minut v roztoku ,stripping solution (0,2M NaOI8,1% SDS pufr) i 37 °C. Poté byla
oplachnuta 5 minut v 2x SSC pufru, vioZzena do Hdibatniho sé&ku a uskladéna do
dalSiho pouziti p 4 °C.
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4.  Vysledky

4.1. Chromosomy ffedivek

Zkoumanymi druhy motyl v této praci bylyii druhy gredivek roduYponomeuta,
konkrétreé predivka zhoubna, p. ovocna a p. brslenov&tyohromoson téchto # druhi
piedivek byly stanoveny a popsany v roce 1988 v pifisson a kol. a odpovidaji u safnc
diploidnimu p@tu 2n = 62 a u samic 2n = 61. Jednim z mychiikglo owfit tento p@et,
coz bylo provedeno na preparatech mitotickych clmsomi z kiidelnich diski, které byly
obarveny DAPI (Obr. 1). Ret chromosorin odpovidal vySe zmimé praci a byl stejny u
vSech ¥ druhi predivek, gicemz chromosomy spadaly dekelika velikostnich kategorii,
ve kterych nebylo mozné odliSit od sebe jednotléy vzhledem k jejich uniformnimu
tvaru a holokinetickému charakteru. Chromosom W€ohto preparatech nebyl od ostatnich
chromoson diferencovany.

DalSim ukolem bylo o¥it konstituci pohlavnich chromosamPredivky maji systém
pohlavnich chromosoinse déma chromosomy Z, tedy WZ,/Z,Z,Z,Z, (Nilsson a kol.,
1988). Vyskyt chromosomu W byl patrny na prepatatpachytennich oocytobarvenych
orceinem (Obr. 2), které byly pozorovany pod mikasem s fazovym kontrastem. Na
téchto preparatech je vldkno chromosomu W zvyaen diky silé obarvenému
heterochromatinu, ktery pokryva t@egivky zhoubné a p. ovocné cely chromosom W a u p.
brslenové je vjednom méstpreruSen (Obr. 2a). Na ostatnich chromosomech je éozn
pozorovat strukturu chromomer a interchromomer.ZBose pohlavni chromosomy u samic
piedivek vyskytuji v trivalentu, ktery obsahuje dvhAramosomy Z misto jednoho, bylo
potvrzeno na preparatech po genomavéitu hybridizaci (GISH) s telomerickou sondou.
Trivalent byl zvyrazan diky hybridizaci chromosomu W se zalemaenou santii DNA,
telomericka sonda pak ozfila jeho konce a zaroviekonce dvou chromosainZ uprosted
trivalentu (Obr. 3).

DalSi metodou pouzitou pro stanoveni diferenciadeomosomu W byla
komparativni genomova hybridizace (CGH). U kazdgbadi zkoumanych druin predivek
CGH zvyraznila trivalent pohlavnich chromosioitiky silné vazb san€i i samgi sondy na
chromosom W (Obr. 4.). @bsondy naznaly celé vldkno chromosomu W, stim Ze
hybridizatni signél santi (zelené€) sondy byl vékterych mistech v porovnani se sam

(¢ervenou) sondou siéBi.
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4.2. lzolace geii

Pro owieni hypotézy o vzniku systému pohlavnich chromasgifedivek byly
pouzity degenerované primery na izolaci a nasledmguridizaci ortolog gem ze dvou
autosoni (chromosom 8 a 19) bource morusového. Celkem balyZeny 4 pary primér
pro geny APC, CPK, AS a EF, pricemz APC a CPK jsou lokalizovany u bource na
chromosomu 8AS je na chromosomu 19 BF byl izolovan za telem jeho pouziti jako
refereniho autosomalniho genu, ktery se u bource naam@zithromosomu 5. Pomoci
téchto primet byly z cDNA Usgdne izolovany, zaklonovany a osekvenovany fragmenty
vSech ¢tyirech ge. Sekvence fragmeintbyly poté srovnany se sekvencemi ortolognich
geri bource moruSového pomoci klastrové analyiyZ bylo zjiS€no, Zze genyCPK a AS
obsahuji introny. Pro ziskani fragméns introny byla provedena PCR se specifickymi
primery pro tyto dva geny, ve které byla jako teatplouzita gDNA. Ze ziskanych prodtikt
se vSak poddo zaklonovat a osekvenovat jen fragment s intrargenuCPK. Fragment

obsahujici introny z ger®S nebyl Usgsné zaklonovan.

4.3. Southernova hybridizace

Southernova hybridizace se sondami zigBRC, CPK, AS a EF byla provedena za
Gcelem zjiséni, zda jsou tyto geny uigdivek lokalizovany na autosomech, stejako je
tomu u bource morusového, nebo zda seibdru zmeén pohlavnich chromosainpredivek
translokovaly a jsou vdzané na chromosom Z.

Genové sondy pro Southernovu hybridizaci bylgpmveny metodou PCR se
specifickymi primery, kde vifpact geni APC, CPK aEF jako templat slouzila plasmidova
DNA s fragmenty &chto geri bez introri, zatimco u genlCPK byla sonda vyrobena
z templéatu plasmidové DNA s fragmentem, jenz ingrapsahoval. VSechny sondy byly
nazn&eny alkali-labilnim digoxigeninem a byly postuphybridizovany na d¥ membrany
S havazanou nagtenou sari a samii gDNA.

Prvni membrana byla hybridizovana se sondou z ¢t a s kontrolni sondou z
genuEF. Na druhou membranu byla pouZita jen sonda z géhuza &elem rozpoznani
signalu sondyeF od sondyAPC na prvni membréan Signal hybridizované sondy pro gen
APC byl na membrahpozorovan jako dvojity prouzek o velikosti 2 kiphf. 5.), picemz
kratSi prouzek i slabSi intenzitu nez ten delSi. Oba prouzky pa&kyretejnou intenzitu u
santi i sam&i gDNA, zc¢ehoz vyplyva, Ze dany gen je lokalizovan na autasdfontrolni
sonda z genlEF, kterd byla na membrénlokalizovdna v Useku o velikosti 3,5 kbp,
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hybridizovala také se stejnou intenzitou u oboul@dh¢imz byla vylodena nestejnodmna
nanaSka gDNA ze samce a samice. Po odstratigoxigeninu ze zhybridizovanych sond
byly na membrany hybridizovany zbylé dwsondy CPK, AS). Sonda pro gerCPK
obsahovala intron, ktery podle charakteru hybrith#lao signalu nesl repetitivni sekvenci.
Ta zpisobila, Ze sonda hybridizovala po celé gDNA (Obr.Agkoliv byl signal u samce a
samice srovnatelny, na zakkatybridizace repetitivni sekvence nelze s jistotimi, Ze se
jedna o gen na autosomu. Posledni testovana sé&idyla gipravena z cDNA, tedy bez

intronu, &koli genASv této oblasti intron obsahuje.

20



5. Diskuze

5.1. Paty a charakter chromosomi vybranych druha piredivek

Charakteristickym znakem karyotypmotyli je pongrné velké mnoZzstvi malych
chromoson uniformniho tvaru. U &Siny druhi se diploidni péet chromosorin pohybuje
kolem 2n = 60 (Robinson, 1971), s tim Ze ancestsday je pravépodobr 2n = 62. Pdet
chromoson u celkem Sesti druhpredivek byl jiz dive uveden v publikaci Nilsson a kol.
(1988) a odpovidal u vSech zkoumanych drdiploidnimu p@étu 2n = 61 u samic a 2n = 62
u sam@. Stejny pdéet chromosorin byl pozorovan také u vybranych diupredivek v moji
praci, kde byly pro jejich odet zhotoveny preparaty mitotickych chromosomkiidelnich
diski. Mitotické chromosomy naéthto preparatech byly dle¢ekavani malé, neliSici se
navzajem vyrazh tvarem. Co se tykd velikosti, bylo mozno je r@dizddo nekolika

velikostnich kategorii.

5.2. Pohlavni chromosomy u fedivek

U motyli byly doposud popsany 4 varianty konstituci pohielnchromosorin.
NejbézrejSim je usp#adani WZ/ZZ (nap B. mori: Bombycidae; Tanaka, 1916). Mg£n
Casté, avSak pra¥godobré ancestralni uskupeni pohlavnich chromo&gem Z/ZZ, které
bylo pozorovano fedevSim u bazalnich skupin, ale sporadicky se wygkyi u
odvozewjSich druti (Samia cynthia ricini: Saturniidae; Yoshido a kol., 2005). Dale bylo
zaznamenano usfiani se dsma chromosomy W (WV,Z/ZZ; nag. Bactra lacteana:
Tortricidae; Suomalainen, 1969b) a nakonec také&ésysse déma chromosomy Z
(WZz,2Z,1Z212,Z,75), ktery byl objeven uiedivek (Nilsson a kol., 1988) akolika dalSich
druhi (nag. Trabala vishnu: Lasiocampidae; Rishi a kol., 1999 neBamia cynthia subsp.
indet.; Yoshido a kol., 2005).

To, Ze samiceipdivek nesou chromosom W a &mu se pérujici dva chromosomy
Z,se ukazalo na preparatech pachytennich dopgt genomové hybridizaci (GISH)
kombinované $n situ hybridizaci s telomerickou sondou (telo-FISH). dggnomova sonda
piipravenda z gDNA samice ozt trivalent pohlavnich chromosdmtim, Ze jasé
zvyraznila heterochromatin na chromosomu W a tetaké& sonda pak detekovala nejen
jeho konce, ale hybridizovala také uptest trivalentu, kde kati jeden chromosom Z a
z&ina druhy. Na detailijSim snimku trivalentu je potom patrné, Ze sondesied nelezi

na silre znaeném vlaka chromosomu W, ale na &leji obarvenych chromosomech Z.
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K obdobnému vysledku dosli u jedné populace mattiiBamia synthia subsp. indet. auko
¢lanku Yoshido a kol. (2005), kietuto metodu (GISH s telo-FISH) zavedli ke stanmove
konstituce pohlavnich chromoséara samicityt vybranych druth motyli.

Komparativhi genomova hybridizace (CGH) byla ptazta delem stanoveni
stupre diferenciace chromosomu W. Zgegpokladu, Ze pohlavni trivalent éegivek vznikl
translokaci autosomu na chromosom W, bylo by mozadranslokované&ast chromosomu
W jest nestihla tolik zdegenerovat a jevila by se jakcheaomatinova. Fkladem motyla
s jen casténé heterochromatinizovanym chromosomem W j&csinos trnkovy Qrgyia
antiqua: Lymantriidae), jehoZz chromosomy proSlghem evolucefadou fuzi (Traut a
Clarke, 1997). Bhem pachytene t¥d jeho pohlavni chromosomy dlouhy bivalent, ve
kterem je ¢ast chromosomu W heterochromatinova, zatimco zbygkhomologni
s chromosomem Z (Traut a Marec, 1997). tédivek byl chromosom W stegjnako po
GISH silrg zn&en, s tim rozdilem, Ze zvyrasmbyl nejen sandi, ale také sati sondou.
Duvodem toho, Ze na chromosom W seda ve velké indanti sonda, jsouiejme repetice,
které jsou roztrouSené v genomu samice i samcenalehromosomu W doSlo K jejich
akumulaci (Vitkova a kol., 2007). Na preparatectligleé vidt, Ze signal sanii (zelené)
sondy je misty silgSi nez sawi, avSak nikde nebyly nalezenyt$i celky ryze sandich
sekvenci, které se vyskytuji riéidad u rekterych zastupc zceledi zavijéovitych
(Pyralidae; Vitkova a kol., 2007).

Krom¢ hybridizanich metod bylo k vizualizaci chromosomu W pouiikeé barveni
pachytennich chromos@mpomoci orceinu. Tato metoda byla vyuZitatady motyh
k rychlé a snadné identifikaci pohlavnich chromogqgffiraut a Marec, 1997), nicmé&mu
n¢kterych druli s mér diferencovanym chromosomem W pouZzit nelze inBptomyelois
ceratoniae: Pyralidae; Mediouni a kol., 2004). Orcein ozhai dvou druli predivek (p.
zhoubné a p. ovocné) jednolitym vyraznym signalehy chromosom W, ktery na rozdil od
ostatnich autosofna chromosorin Z nevykazoval strukturu chromomer a interchromomer
U predivky brslenové byl tmavzbarveny heterochromatin na chromosomu W v jednom
mis& preruSen. Co se velikosti tyka , je chromosom ¥dpek porgrné velky, ¢imz se
nijak neodliSuje od ostatnich maiylkde je maly chromosom W spiSe vyjimkou (shrnuto
v Marec a kol., 2010).

To, Ze je cely chromosom Wigdivek silg zvyrazrén po CGH i po barveni
orceinem poukazuje na jeho pokitou degeneraci, ktera se projevuje @mau akumulaci
repetitivnich sekvenci, jako jsou retrotranspos@vgrec a kol., 2010). Na zakkadechto

Gdaji mizeme tedy o vzniku nadpetného chromosomu Z uqalivek uvazovat ze dvou

22



hledisek, bd’to vznikl chromosom Z rozpadem fwodniho chromosomu Z nebo je to
homolog autosomu, jenz sfuzoval s chromosomemi&d dostaténé dlouhou dobou na to,

aby nova evolén¢ mladsicast chromosomu W stihla zdegenerovat.

5.3. Owieni vzniku chromosomu Z Southernovou hybridizaci

Vznik mnoha@etnych pohlavnich chromos@gmmotyli se \tSinou gicita fazi
jednoho z pohlavnich chromosams autosomem (Suomalainen, 1969a; Traut, 1999)eale
také mozné, Ze nadgetny chromosom Zi W vznikl rozpadem fivodniho chromosomu
(Suomalainen, 1969b). Pro &eni vzniku nadp&etného chromosomu Z uigdivek
translokaci autosomu, byly z cDNA (v jednontipadt z gDNA) pedivky zhoubné
izolovany ortologni fragmenty konzervovanych tem chromosom 8 a 19 bource
morusSového. Tyto geny, respektive chromosomy, bybyrany na zaklatdudaji o lokalizaci
genu prop-karboxylesterdzu. U bource se vyskytuji dva gprny tento enzym. Oba jsou
autosomalnihoprodu, jeden byl lokalizovan na chromosomu 8 a dnué@yhromosomu 19
(Yu a kol., 2009). U fedivek je vSak alozymova formp:karboxylesterazy vazana na
chromosom Z (Raijmann a kol., 1997). Pokud by sézalo, Ze se i jiné ortologni geny
Z jednohcati druhého chromosomu ugdivek gesunuly na chromosom Z, mohl by se dany
chromosom povaZovat za onen translokovany autosom.

Z chromosomu 8 byly vyizolovany fragmenty dvou g@e\PC - adaptor-related
protein complex 2CPK - protein kinase C) a z chromosomu 19 fragmenigbd genuAS
- ATP synthase). K porovnéni ¢a kopii €chto geri v genomu samce a samice byla
provedena Southernova hybridizace se daamsamii DNA, pii které byl jako referetni
gen pouzit elongmi faktor EF).

Z vysledku hybridizace sondfPC je patrné, Ze gen lezi na autosomu, protoze
intenzita signalu je u samce a samice srovnat@lmaze sonda hybridizovala ve fo¥rdvou
prouzki, z nichz jeden je stlejSi, je pravédpodobr zagic¢inéno pitomnosti pseudogenu.
Jednak Ize vylatit, Ze enzymy, pouzité k fragmentaci sam samti DNA Sgpily uvnitt
hybridizované sekvence, a potom slabsi signal draulpgéouzku nize byt zgisoben tim, Ze
casténé¢ pozmenénd sekvence pseudogenu hybridizovala se sondde hez samotny
funkeni gen.

Po odmyti sondyAPC byla na membranu hybridizovana dalSi sonda, teatgko
gen CPK. ProtozZe bylo zji$ho, Zze fragment tohoto genu obsahuje intron, jelrwa byla
piipravena z gDNA, aby se prodlouZzila cilovd sekver@@enCPK je u bource stefhjako
gen APC lokalizovan na chromosomu 8, a proto byekavan obdobny vysledek
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hybridizace. Nicméh se ukazalo, Ze v intronu, ktery sonda obsahovsda,nachazela
repetice. Ta svym silnym signalem oziea v podstat cely genom aigstoZe byla intenzita
hybridizace srovnatelna u obou pohlavi, nelze ridadd repetititvni sekvence s jistotou
tvrdit, Ze je dany gen autosomalni.

Posledni hybridizovanou sondou byla sonda pro A&nU fragmentu tohoto genu
byl jako v geedchozim fipac nalezen intron, ale tentokrat byla sonda vyrobeo®NA,
protoZze se fragment s intronem nepddav¢as zaklonovat a osekvenovatksliv se zdalo,
Ze je sonda i bez intronu dostat& dlouha, na membranu hybridizovala Sgataejmeé
proto, ze cilova sekvence byléepuSena §iliS dlouhym intronovym Usekem a sonda na ni
nemohla sprawhnasednout. Vysledek proto nelze bez opakovanigokijak interpretovat.

Pro ziskani vice informaci o tom, zda jsou zkoungemy lokalizovany na autosomu
nebo byly translokovany na chromosom Z @bt v gipadt germi CPK a AS vytvorit sondu
z jiného Useku izolovaného fragmentujppdré vyuZit i jiné metody neZz Southernovu
hybridizaci, jako naflklad kvantitativni PCR, ktera byla pouzita kéteni vazby gein Ace-1
a Ace-2 na chromosom Z obale jableéného Cydia pomonella: Tortricidae; Sykorova,
2011).
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6. Zawr

Tato prace byla za#ena na studium molekularni diferenciace pohlavnich
chromoson tii vybranych drub predivek zéeledi Yponomeutidae, konkrétrpiedivky
zhoubné Yponomeuta evonymellus), p. brslenovéY. cagnagellus) a p. ovocnéY. padellus).

Jednim z ddlich cila byla karyotypova analyza vybranych diytktera zahrnovala
jednak o¥ieni pd&tu chromosom, identifikaci pohlavnich chromosama giblizné
stanoveni molekularni divergence pohlavniho chramms W. P&ty chromosom byly
ode&teny z preparat mitotickych chromosoitn piipravenych z kidelnich diski, na nichz se
ukazalo, Ze diploidni get chromosor u vSech #i druhi odpovida @éive prokazanému
poctu 2n = 61 u samic a 2n = 62 u sd@mnc

Dale byly rozpoznany pohlavni chromosomy na prapata pachytennich
chromoson, a to na zakladneékolika metod. Barveni orceinem, podékako genomovan
situ hybridizace (GISH), zvyraznily chromosom W dikylisdému charakteru tohoto
chromosomu, jehoz vldkno je vipad predivky zhoubné a ovocné po celé délce a u
piedivky brslenové z&tSi c¢asti pokryté heterochromatinem. Metodou komparativn
genomové hybridizace (CGH) pak bylo zjish, Ze chromosom W je z&en silnym
signalem jak samii tak sandi sondy, coz nasdcuje akumulaci repetitivnich sekvenci na
tomto chromosomu. &Si Useky vyhradh saméich sekvenci nebyly ani u jednoho druhu
pozorovany.

DalSim ukolem této prace bylo &it konstituci pohlavnich chromosdna pokusit se
zZjistit jeji pavod. Konstituce pohlavnich chromosdnv tomto gipad trivalent W4Z, u
samic, byla prokazédna na preparatech pachytennfobmosoni oSetenych GISH
kombinovanou s fluorescémi hybridizaci telomerické sondy (telo-FISH). Navatentu
ozna&eném santi sondou byly lokalizovany signély telomerické spnpddnak na koncich
trivalentu a pak také uprdst, kde koni jeden chromosom Z a &aa druhy. Pro odteni
hypotézy o fuzi chromosomu W s autosomem a vznikworaosomu £ z homologniho
partnera tohoto autosomu, byla testovana vaiibdehzervovanych geén(APC, CPK a AS
ze dvou vybranych autosd@nbource moruSovéhd@dmbyx mori) na chromosom Z pomoci
Southernovy hybridizace. Z vysletlybridizace je patrné, Ze g&PC z chromosomu 8
lezi u pedivek stejd jako u bource na autosomu. Vazbu dvou zbylychagen

z diskutovanych @vodia nepodélo stanovit.
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8.  Prilohy

Obrazek 1.: Preparaty mitotickych kompleménsamic studovanych drihpiedivek po
barveni DAPI.a) Predivka brslenovaYponomeuta cagnagellus), 2n = 61, mifitko 10 um.
b) Predivka zhoubna¥, evonymellus), 2n = 61, mititko 10 um. c) Predivka ovocna \.
padellus), 2n = 61, ndtritko 20um.
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Obrazek 2.: Pachytenni jadra samicqulivek po obarveni orceinem. Sipky ukazuji na
trivalent pohlavnich chromosamkde je silgji obarvené viakno chromosomu W .¢kitka
10 um. a) Predivka brslenova( cagnagellus). Sipka ukazuje na misto, kde jgepusen
heterochromatin na chromosomu W. ,N“ oZojg jadérko.b) Predivka zhoubna

evonymellus). ¢) Predivka ovocna\. padellus).
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Obrazek 3.: Preparaty pachytennich chromososamic po genomovin situ hybridizaci

(GISH) kombinované s fluoresa#ni in situ hybridizaci s telomerickou sondou (telo-FISH).
Celogenomova sawii sonda zn&na zeled, hmyzi telomericka sonda zfema cervere.
Sipky ukazuji na pohlavni trivalenty. dftka 10 um. a) Predivka brslenova Y
cagnagellus). b) Predivka zhoubnaY. evonymellus). c) Predivka ovocnaY. padellus). d) -

f) Detally trivalenfi z predchozich obrazk(d = a; e = b; f = ¢.
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Obrazek 4.: Preparaty pachytennich chromosomsamic po komparativni genomove
hybridizaci (CGH). Sandi celogenomova sonda zmema zele#, santi celogenomova sonda
znaenadervers. Sipky ukazuji na trivalenty. Bitka 10 um. a) Predivka brslenova¥(
cagnagellus). b) Predivka zhoubna¥, evonymellus). ,N“ oznatuje jadérko.c) Predivka

ovocna Y. padellus).
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Obrazek 5.: Membrany po Southerndwhybridizaci gDNA gedivky zhoubné s genovymi
sondami. |.“ je velikostni digoxigeninem zwany marker. M/APC-M/EF“ je sonda
z genu APC (2kbp) a sonda z referémiho genuEF (3,5 kbp), které byly saasre
hybridizovany se 8penou sari gDNA. ,F/APC-F/EF" je sonda z gen&PC (2kbp) a
sonda z referemiho genuEF (3,5 kbp), které byly s@asré hybridizovany se 8penou
samti gDNA. ,M/EF“ je sonda z referéniho genuEF hybridizovana se &enou sami
gDNA. ,F/EF" je sonda z referemiho genuEF hybridizovana se &enou santi gDNA.
»M/ICPK" je sonda z genCPK hybridizovana se &enou saii gDNA. ,F/CPK" je sonda
z genu CPK hybridizovana se &penou santi gDNA. Sondy z genuCPK byly
hybridizovany na odmyté membgés pivodni sondou z gertPC.

35



