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1. Uvod

1.1. Evoluce pohlavnich chromosomii

U zivocicht s oddélenym pohlavim (gonochoristli) je pfitomen jeden ze dvou typi
chromosomalniho ur¢eni pohlavi, a to bud WZ (kde jsou heterogametickym pohlavim samice)
anebo XY (heterogameticti jsou samci). Morfologicky jsou chromosomy X a Z spiSe podobné
autozomum, jsou pifitomné u obou pohlavi v rizném poctu, zatimco Y a W jsou zpravidla
odlisné od zbytku genomu a vyskytuji se pouze u jednoho pohlavi (Bachtrog 2006; Steinemann

a Steinemann 2005).

V soucasné dobé pievlada nazor, Ze pohlavni chromosomy vznikly z paru autozomu a to
mnohokrat nezavisle u riznych skupin organizmi (Bachtrog 2006). OdliSeni obou pohlavnich
chromosomt zacina tak, Ze jeden z partnerti ziskd gen determinujici pohlavi (Charlesworth
1996). Casem se na tomto chromosomu objevi geny, které budou prospivat s nim spojenému
pohlavi. Protoze je vyhodné pfenaset tyto geny spolu, selekce upfednostni takové

chromosomalni zmény, které zabrani rekombinaci mezi obéma chromosomy (Rice 1987).

Jelikoz tyto ,,zvyhodnéné geny budou ptibyvat, rozsiii se 1 oblast, kde spolu pohlavni
chromosomy nebudou rekombinovat. V této oblasti ale budou odumirat jiné geny, protoze se
nemohou opravit ¢i vymeénit s kopii na homolognim chromosomu. Vysledkem je riizna mira
degenerace chromosomtt W a Y, které obsahuji velké mnozstvi repetitivnich sekvenci a malé
mnozstvi gentll, coz ale neplati pro X a Z, protoze ty v homogametickém pohlavi normalné
rekombinuji (Charlesworth, Charlesworth a Marais 2005; Charlesworth a Charlesworth 2000;
Charlesworth 1978).

1.2. Pohlavni chromosomy u motylu

Motyli (Lepidoptera) jsou druhové nejpocetnéjsi skupinou organismii s chromosomalnim
urcenim pohlavi WZ/ZZ. U motyll existuji ale 1 jiné moznosti chromozomalni konstituce, jako
Z0/ZZ, kde samec zustava ZZ, ale samicka nema chromosom W a vlastni jen jeden chromosom
Z (Sahara, Yoshido a Traut 2012). Protoze se tento systém nachdzi u bazdlnich motyli i u

sesterského fadu motyld, u chrostiki (Trichoptera), pfedpoklada se, ze systém pohlavi s



heterogametickymi samickami vznikl jesté¢ u spolecného predka téchto fadi, pticemz pohlavni
chromosom W vznikl pozdé&ji (obr. 1). Stav Z0/ZZ je tedy povazovan za ancestralni a systém
WZ/ZZ za odvozeny, pficemz u nekterych druhti byl chromosom W druhotné ztracen nebo
vznikl systém neo-pohlavnich chromosomt (Sahara, Yoshido a Traut 2012; Traut, Sahara a

Marec 2008; Yoshido, Yamada a Sahara 2006; Yoshido et al. 2005).

Jak tedy doslo ke vzniku nového pohlavniho chromosomu W? Touto otdzkou se zabyvali
ve svych pracich panové W. Traut a F. Marec, ktefi popsali nasledujici teorii. Jeden homolog z
paru autozomu zfuzoval s tehdy uz existujicim pohlavnim chromosomem Z a takto dal
vzniknout novému chromosomu, ktery se oznacoval jako neo-Z. Ten se pii meidze paroval se
zbylym autozomem, ze které¢ho tak vznikl chromosom W (Traut a Marec 1996). Alternativni
teorie byla publikovana Lukhtanovem (2000), podle které chromosom W vznikl z nadpocetného
B-chromosomu u spolecného piedka skupin Tischeriidae a Ditrysia. Jedna z novéjSich teorii
naznacuje nezavisly vznik chromosomu W minimélné u dvou skupin: Tischeriidae a u

odvozenych Ditrysia (Dalikova et al. 2017).

Avsak vSechny tyto teorie jsou postavény na faktu, Ze bazalni skupiny motyli nemaji
chromosom W, a to na zaklad¢ absence sex chromatinu v malpighickych zlazach. Dnes uz je ale
znadmo, ze sex chromatin neni jednozna¢ny marker pfitomnosti/absence chromosomu W. Napf.
ve své magisterské praci (Volenikovd 2015) Anna Volenikova nalezla chromosom neo-W u
hrotnoktidlece Phymatopus californicus (Hepialidae), zastupce celedi Hepialidae, jedné
z bazalnich motylich skupin, ktery sex chromatin nemél. To naznacuje uz minimalné treti
nezavisly vznik pohlavniho chromosomu W za celou historii evoluce Lepidoptera, ale hlavné
ukazuje, Ze nckteré chromosomadlni pfestavby, kterych se ucastni chromosom W, mohou

zpusobit absenci sex chromatinu i u druht, které tento chromosom maji.



pfitomnost pfitomnost

sex chromosomu
chromatinu W
Trichoptera ne ne
Micropterigidae ne ne
Eriocraniidae ne ?
Lepidoptera jﬁr\ Hepialidae ano/ne ano/ne
Glossata Nepticulidae ne ?
— Adelidae ne 7
Incurvariidae ne ?
Heteroneura Palaephatidae ? ?
—*— Tischeriidae ano ano
Meessiidae ? ?
Euheteroneura -~ Psychidae ne ne
Ditrysia Tineidae ne ne
Gracillariidae ano ano
—— Plutellidae ano ano
other Ditrysia ano/ne ano/ne

Obr. 1: Distribuce sex chromatinu a pohlavnich chromosomt u motyli. Hvézdy ukazuji
potencialni vzniky chromosomu W. Sedivé hvézdy = nezavisly vznik chromosomtit W u
Tischeriidae a Ditrydia po odStépeni Psychidae a Tineidae. RiiZzova hvézda = vznik W u
spolecného piedka Tischeriidae a Ditrysia. Modra hvézda= vznik W u spolecného piedka
motyli po odstépeni nejbazalngjsich Micropterigidae a Eriocraniidae. Zlutd hvézda = nezavisly

vznik chromosomu W u Hepialidae (Hejnickova et al. 2019; Dalikova et al. 2017).

1.2.1. Chromosom Z

Pohlavni chromosom Z motyli patii mezi evolu¢né starSi pohlavni chromosom a svou
strukturou je podobny autozomim. Jednéd se o vysoce konzervativni chromosom mezi motyly
(Lepidoptera), stejné jako Z chromosom u ptakti a X chromosom u savct (Sahara, Yoshido a
Traut 2012). Obsahuje velké mnozstvi transkripéné aktivnich genii (Traut, Sahara a Marec

2008). V tad¢ experimentl, kde se srovnavalo umisténi a poradi genli na chromosomu Z u
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riznych druhii motyld, bylo zjisténo, ze jejich syntenie je velmi zachovand (Van't Hof et al.

2013; Beldade et al. 2009).

1.2.2. Chromosom W

Na rozdil od chromosomu Z mé4 chromosom W tendenci k rychlému vyvoji. Z n€kolika praci
zabyvajicich se slozenim chromosomu W vyplynulo, ze zna¢nou ¢ast tohoto chromosomu tvoii
repetitivni sekvence, pfedevSim mobilni elementy (Traut et al. 2013; Sahara, Yoshido a Traut
2012; Fukova et al. 2007; Abe et al. 2005). V praci Vitkova et al. (2007) byla porovnéna
struktura chromosomu W pomoci malovacich a celogenomovych sond u ¢tyi druhii z Celedi
Pyralidae (zavijeCoviti) - Ephestia kuehniella (zavije¢ moucny), Cadra cautella (z. cokoladovy),
Plodia interpunctella (z. paprikovy), a Galleria mellonella (z. voskovy). Ukdzalo se, ze
chromosomy W se u téchto druht velice 1isi, coz je zplsobeno nepfitomnosti rekombinace v
samic¢i meidze, takze chromosom W u motylti podléha urychlené molekularni divergenci, jinymi

slovy zméné.

Na chromosomu W bylo objeveno jen malé mnozstvi gend. Nejvyznamnéjsi z nich je
gen determinujici samici pohlavi u bource morusového (Bombyx mori) (Kiuchi et al. 2014).
Zvlastnosti je, ze jeho expresi vznikd Fem piRNA, ¢ili urceni pohlavi u tohoto druhu neni
zalozeno na funkci genu kodujiciho protein, ale nekodujici RNA. Na druhou stranu, chromosom
W nemad vzdy vliv na determinaci pohlavi. Pfi kiizeni dvou poddruhii martinaCe pajasanového
(Samia cynthia, Saturniidae) byli nalezeni hybridni samci s chromozomem W a neo-W a
hybridni samicky, které chromosom W nemély (Yoshido, Marec a Sahara 2016), takze

determinace pohlavi musi probihat jinym zplsobem, nez u bource morusového.

Velké mnozstvi repetic a malé mnozstvi genti vede k tomu, ze chromosom W je obvykle
tvofen heterochromatinem. V meiotické profazi I, kdy se spolu paruji homologni chromosomy,
je Casto mozné poznat bivalent WZ od ostatnich chromosomt a chromosom W od jeho partnera,
chromosomu Z (obr. 2a). Chromosom W také tvofi v polyploidnich interfaznich jadrech

heterochromatinové télisko, tzv. sex chromatin (obr. 2b-c).



Obr. 2: Chromosom W a sex chromatin u zaviject. Pachytenni jadro z oocytu samice zavijece
c¢okoladového (C. cautella) s vyraznym heterochromatinovym chromosomem W (a),
polyploidni jadro z malpighické zlazy zavijeCe moucného (E. kuehniella) se sex chromatinem u

samice (Sipka)(b) a bez sex chromatinu u samce (c). Foto Magda Zrzava. Métitko = 10 um.

1.3. B-chromosomy

B-chromosomy jsou nadpocetné chromosomy, které se vyskytuji u mnoha skupin zvifat, hub a
rostlin v rizném poctu, ¢asto s malym nebo zadnym ucinkem na fenotyp. Tyto chromosomy
Casto vznikaji znadbyteénych kopii normadlnich, tzv. A-chromosomi, vzniklych Spatnym
rozchodem nebo po hybridizaci dvou druhii (Douglas a Birchler 2017; Pansonato-Alves et al.
2014; Volenikova 2012).Typické pro n¢ je, ze se nevyskytuji u vSech jedinct v populaci a jejich
pocet se miize li§it i v buiikich jednoho jedince. Casto neobsahuji z4dné geny, jsou slozeny
z repetitivnich sekvenci a nepodléhaji Mendelovym zdkontim dédi¢nosti. Diky svému sloZeni
mohou byt tvofeny heterochromatinem a pak mohou v interfiznich jadrech vytvaret
heterochromatinové kulaté utvary podobné sex chromatinu (Volenikova 2012). Nekteti védci
podporuji teorii, Ze je to Skodlivy paraziticky prvek, ktery zejména ve velkém poctu zplisobuje

snizeni fitness ¢i neplodnost (Douglas a Birchler 2017; Yoshida et al. 2011).

V nékterych ptipadech se ale mohou B-chromosomy opét stat standardni slozkou
karyotypu. Napf. u mery Cacopsylla peregrina (Hemiptera, Psylloidae) s chromosomalni
konstituci XY bylo prokdzano, ze se pohlavni chromosom Y vyvinul znadbyte¢ného B-

chromosomu a to parovanim s X univalentem a dal§im fixovanim v karyotypu jako chromosom
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Y (Nokkala et al. 2003). Stejna situace se patrné odehrala v historii skupiny Drosophilidae
(Diptera) (Carvalho 2002).

Ackoli pfitomnost B-chromosomu vétSinou neni pohlavné specificka, v praci Yoshida et
al. (2011) zjistili, ze u cichlid v jezefe Viktoria méla vétSina jedinci B-chromosomy a u jednoho
druhu se vyskytovali se pouze v samic¢ich buiikach. B-chromosom se v tomto ptipad¢ podilel na

urceni pohlavi nesenim specifickych protein-kédujicich gend.

1.4. Sex chromatin

V praci Traut a Marec (1996) je uvedeno, ze 81% z 238 zkoumanych druhli motyli ma
v samicich interfaznich bunikach heterochromatinové télisko, které ale u samcti chybi. Tento tzv.
sex chromatin v polyploidnich jadrech samicich bunék je slozeny z mnoha kopii chromozomu
W. V porovnani s podobnou tvorbou sex chromatinu u savct (Barrovo télisko, které je tvofeno
inaktivovanym chromosomem X), to u motyli nefunguje jako mechanismus kompenzace
genoveé davky. Obvykle se vyskytuje pouze jedno télisko (vzacné jsou v buiice dvé nebo vice) a
jeho velikost zavisi na ploidii buitkky — ¢im vétsi je stupen ploidie, tim vétsi je sex chromatin.
Narozdil od vétSiny motyli, zadny z testovanych druhti chrostiki (Trichoptera), sesterského
fadu motylli s heterogametickymi samicemi, nemél sex chromatin. Analyza chromosomil
potvrdila, ze samicky postradaji chromosom W ve svém karyotypu a chromosom Z v prab¢hu
pachytene tvoii univalent. Chrostici maji tedy chromosomalni ur¢eni pohlavi Z/ZZ (Marec a

Novak 1998).

Dlouhou dobu se sex chromatin bézné pouzival jako marker pfitomnosti chromosomu
W, protoze se snadno ziskava z larev i dospélct, ale ukazalo se, Ze se na n¢j nelze spolehnout.
Napf. u hrotnokfidlece (P. californicus, Hepialidac) a jasoné dymnivkového (Parnassius
mnemosyne, Papilionidae) byl detekovan chromosom neo-W navzdory tomu, ze samicky tohoto
druhu nemély ve svych jadrech v malpighickych trubicich sex chromatin (VlaSanek et al. 2017;
Volenikova 2015).

Tento jev byl prokdzan u mutantnich linii zavijeCe moucného (E. kuehniella, Pyralidae)
pfipravenych ozafovanim. Tyto linie nesly riizné chromosomalni aberace zahrnujici pohlavni

chromosomy, napft. deleci ¢asti W, translokaci ¢asti chromosomu Z na chromosom W a flzi
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chromosomu W s autosomem (Traut a Marec 1994). Tyto zmény zpusobily zmenSeni sex
chromatinu, deformaci chromatinovych télisek (ovalna forma misto normalni kulaté) anebo
fragmentaci na vic menSich zrn ve vysoce polyploidnich somatickych jadrech samicek WZ,

ptipadné uplnou ztratu sex chromatinu.

1.5. Bakterie rodu Wolbachia

Chromosomalni i molekuldrni determinace pohlavi miize byt ovlivnéna vnitrobunécnymi
symbionty. Nejzndméjsi jsou bakterie rodu Wolbachia, které se vyskytuji u mnoha druhti
¢lenovct a hlistic (Hilgenboecker et al. 2008). Odhady, jak moc je veSkery hmyz touto bakterii
infikovan, se pohybuji se od 20% (Werren, Windsor a Guo 1995) az do 76% druht (Jeyaprakash

a Hoy 2000). U motyl to je odhadem 70% vSech druhti (Ahmed et al. 2015).

Podobné jako dal§i vnitrobunécné bakterie se Wolbachia ptenaSi po matefské linii
z infikované samice na potomstvo. Nékteré linie si vyvinuly mechanismus, jak zménit pohlavi
hostitele nebo zvyhodnit sami¢i hostitelky, které nesou stejného symbionta. Znamymi
mechanismy jsou cytoplazmaticka nekompatibilita (pii oplozeni neinfikované samicky anebo
samicky nesouci jiny kmen wolbachie infikovanym samcem dochazi k vysoké embryonalni
letalit¢), partenogeneze (asexualni rozmnozovani, dovolujici infikované samicce produkovat
infikovana vajicka bez pfitomnosti samce), zabijeni samct (infikovani samci hynou béhem
embryonalniho vyvoje) a vneposledni tfadé¢ feminizace genetickych samct (LePage a

Bordenstein 2013; Jeyaprakash a Hoy 2000).

Vedlejsim efektem manipulace pohlavim hostitele muize byt ztrata pohlavniho
chromosomu W. Prikladem je suchozemsky korys Armadillidium vulgare (Crustacea, Isopoda),
ktery ma systém pohlavnich chromosomid WZ/ZZ. V nékterych liniich A. vulgare se vyskytuje
kmen wolbachie feminizujici samce, takZze ¢ast samic ma pohlavni chromosomy ZZ.
Chromosom W existuje pouze u dcer neinfikovanych samic, zatimco jejich synové a vSichni
potomci feminizovanych samcti maji jen chromosomy Z. Frekvence chromosomu W je tak stale
nizsi, az v n€kterych liniich zmizi docela a vSichni jedinci jsou ZZ. O pohlavi hostitele tak
rozhoduje vyhradné pfitomnost wolbachie. V nékterych liniich 4. vulgare, postradajicich

chromosom W a zaroven obsahujicich bakterii rodu Wolbachia, determinaci sami¢iho pohlavi



pievzal prvek f — jaderny inzert ziskany horizontdlnim pienosem z genomu feminizujici
wolbachie do genomu A. vulgare. Vznikl tak novy par pohlavnich chromosomt WZ, zatim

velice malo diferencovanych (Chebbi et al. 2019).

Ptikladem ztrat pohlavnich chromosomu vlivem wolbachie u motyla je zlutasek Eurema
mandarina (Pieridae) z japonského ostrova TanegaSima (Kageyama et al. 2017), ve kterém se
vyskytuje kmen wolbachie ozna¢eny wFem, ovladajici feminizaci samcl. Zatimco neinfikované
samicky mély pohlavni chromosomy WZ, infikovanym samickdm chybél chromosom W
(systém Z0) a jejich chromosom Z byl vzdy paternalniho ptivodu. Zdravym samickam se lihlo
potomstvo obojiho pohlavi (samice WZ a samci ZZ), ale infikované samicky mély jen dcery
s chromosomy Z0. Po vyléceni se témto samickam zacalo lihnout potomstvo oboji pohlavi,
samicky Z0 a samecci ZZ. Principem feminizace wolbachii tak ziejm& bylo odstranéni
maternalniho chromosomu Z, kterému navic na Gplném pocatku predchézela ztrata chromosomu

Ww.

1.6. Priklady metodickych pristupii studia pohlavnich chromosomi motyla

Motyli maji obvykle mnoho drobnych chromosomi, které postradaji centromery, jinak feceno
jsou holokinetické (Wolf, Novak a Marec 1997). Ancestralni a nejcastéjSi pocet chromosomu
motyli je n = 31, ale samoziejmé existuji i odchylky smérem k vyS$imu ¢1 niz§imu poctu. U
motyli navic nefunguji spolehlivé prouzkovaci techniky, pouzivané napt. u savcl, umoziujici
identifikovat jednotlivé chromosomy. Pravé kvili témto charakteristikdm je pomérné slozité
motyli chromosomy rozlisit s studovat (Traut et al. 1999). Dale budou uvedeny metody, diky

kterym se i ptesto podafilo odhalit detaily chromosomalni stavby motylu.

1.6.1. Sex chromatin jako cytogeneticky marker

Jak uz bylo zminéno v kapitole 1.4. (Sex chromatin), pfitomnost sex chromatinu v interfaznich
jaddrech malpighickych trubic se pouziva jako prvotni, i kdyz ne zcela spolehlivy marker
ptitomnosti chromosomu W (Traut a Marec 1996). Jeho vyhodou je to, Ze je k dispozici u vSech

vyvojovych stadiich s vyjimkou embryi a nejmensich larev, takze mtize byt u nékterych druhti



pouzit k ureni pohlavi larev, které jest¢ nemaji patrné pohlavni organy (Fukova et al. 2007).
Dal$im vyuzitim sex chromatinu ve studiu chromosomu W je vyroba celochromosomové
malovaci sondy pomoci laserové mikrodisekce, ptfi které je ze specidlniho preparatu tenkym
laserem vyfiznuto né€kolik desitek télisek, které jsou nasledné namnoZeny, naznaceny a pouzity

pro fluorescencni in situ hybridizaci (FISH) k detekci chromosomu W (Fukova et al. 2007).

1.6.2. Hybridizace genomovych sond

K vizualizaci a analyze chromosomu W se mohou pouzit metody vyuzivajici hybridizaci celych
genomll na samiCi chromosomy; genomova in situ hybridizace (GISH) a komparativni
genomova hybridizace (CGH). V podstaté jsou to modifikace klasické fluorescen¢ni in situ
hybridizace (FISH), které dokazi lokalizovat a identifikovat dobfe diferencované pohlavni

chromosomy (Traut, Eickhoff a Schorch 2001).

Metoda CGH byla vyuzita jak pfi analyze pohlavnich chromosomt X a Y octomilky,
ryb, mysi a ¢lovéka (Traut a Winking 2001; Traut et al. 1999), tak i pohlavnich chromosomt Z a
W u motyla (Sichova et al. 2013). Zakladni princip je zaloZen na kompetici rtizné znadené
celogenomové sami¢i a sam¢i DNA o vazebnd mista na chromosomech heterogametického
pohlavi. Obé sondy budou podobné¢ hybridizovat na autosomech, které jsou spolecné pro obé
pohlavi. Zvyraznény by mély byt pohlavni chromosomy, chromosom Z vice sam¢i sondou,
protoze se vsam¢im genomu DNA tohoto chromosomy vyskytuje 2x vice nez v sami¢im
genomu, a chromosom W samici sondou, protoze se vyskytuje jen u samice. V idealnim piipade
by tak pii znaceni samici sondy zelené a samci cervené mély byt po pielozeni signalti obou sond
autosomy Zluté, chromosom Z cerveny a chromosom W zeleny. Dosavadni vysledky CGH na
motylich chromosomech vSak ukazuji, Ze zatimco sondy skute¢né hybridizuji rovnomérné na
autosomy, chromosom Z vypada obvykle podobné jako autosom a podoba chromosomu W se
1181 u jednotlivych druhti podle toho, jestli na ném pievazuji sekvence pritomné jinde v genomu
nebo obohacené na chromosomu W (Zrzava et al. 2018; Dalikova et al. 2017; Vitkova et al.
2007; Traut, Eickhoff a Schorch 2001). CGH tak dd pouzit k pfedbézné analyze slozeni

chromosomu W.



Pro vizualizaci chromosomu W Ize alternativné pouzit metodu GISH, ktera je zaloZend
na hybridizaci pouze samic¢i znacené celogenomové sondy za pfitomnosti nadbytku neznacené
kompetitorové DNA, kterou miize byt samci celogenomova DNA nebo Cotl DNA. Vyhodou je,
ze je mozné paralelné hybridizovat dalsi jinak znacenou sondu lokalizujici napf. telomerické
sekvence na koncich chromosomii nebo klastry gent pro ribozomalni RNA (Sichova et al. 2015;

Yoshido, Yamada a Sahara 2006).

1.7. Sex chromatin a pohlavni chromosomy pid’alek (Geometridae)

Pid’alky (Geometridae) jsou druhové bohata ¢eled’ motyli patiici do skupiny Ditrysia sdruzujici
drtivou vétSinu zndmych motylich druhG. VétSina zkoumanych zéstupch Ditrysia ma
chromosom W, ale byly nalezeny i druhy, které tento chromosom ztratily a maji druhotné
systém pohlavnich chromosomti Z0/ZZ (Traut, Sahara a Marec 2008). Pidalky jsou zvlastni tim,
ze u fady druhti chybi sex chromatin a Casto se i blizce ptibuzné druhy li§i poctem chromosomu
(Robinson 1970, Traut a Marec 1996). To mlze znamenat opakované ztraty chromosomu W
a/nebo vzniky neo-pohlavnich chromosomu. Pid’alky tak ptedstavuji dobry model pro studium
evoluce pohlavnich chromosomii. Predbézné vysledky z naSe laboratofe ukazali, ze u nékterych
druhti se samice lis$i v pfitomnosti a podobé sex chromatinu. Jednim z téchto druht je i
kropenatec jetelovy (Chiasmia clathrata). Cilem této prace bylo zjistit pfi¢inu variability

v pritomnosti sex chromatinu u tohoto druhu.
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2. Cil prace

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, ¢im je ddna variabilita sex chromatinu uvnitf druhu
kropenatce jetelového (C. clathrata). Proto byly sestaveny a postupné otestovany 3 hypotézy,

které miZzou zptisobit tento fenomén:

Variabilita sex chromatinu u C. clathrata je zptisobena
1) variabilitou v samotné ptitomnosti chromosomu W v ramci druhu,
2) variabilitou ve struktufe chromosomu W v rdmci druhu,

3) feminizaci ¢asti samct zpuisobeném vnitrobunécného parazita napt. bakterie rodu

Wolbachia.
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3. Material a metody
3.1. Pouzity hmyz

Dospélé samice zkoumaného druhu pochézely z Ceské republiky a Estonska. Samice z CR byly
nachytany na loukach v okoli Ceskych Budg&ovic (Vrbenské rybniky) a v Novohradskych
horach (obec Kuii, Bene$ov nad Cernou) v dob& od kvétna do zaii. Samice z Estonska byly
poskytnuty Toomasem Tammaru, Ph.D., jedinci z roku 2018 pochazeli z neznamé lokality a
jedinci z roku 2019 z lokality Karilatsi. Chycené¢ samice byly ponechany klast vajicka pfii
pokojové teploté v plastovych krabic¢kach s zivnou rostlinou (jetel luéni (7rifolium pratense)).
Housenky ptedposledniho a posledniho instaru a kukly byly pouZzity na pfipravu preparati
chromosomu a malpighickych Zlaz. Zbytek téla byl zmrazen v tekutém dusiku a uchovan pfi -

20°C pro pozd¢jsi izolaci DNA.

3.2. Priprava preparati
3.2.1. Priprava chromozomalnich preparati

Chromosomalni preparaty byly pfipraveny metodou ,spreading™ (Traut 1976) s malymi
upravami. K vyrob¢€ preparatli meiotickych chromosomt byla pouzita ovaria ze samicich kukel
a larev posledniho instaru. Pro pfipravu preparati mitotickych chromosomi byly pouzity
kiidelni disky z larev samic ptfedposledniho a posledniho instaru. VySe zminéné organy byly
vyjmuty z téla ve fyziologickém roztoku, a nasledné pfemistény do hypotonického roztoku na
cca 8-10 minut (pii praci sovarii byl vynechdn krok s hypotonickym roztokem z divodu
zachovani struktury potencialniho heterochromatinu chromosomu W). Déle byl material fixovan
v Cerstvé piipraveném fixacnim roztoku Carnoy (99% etanol: chloroform: kyselina octova
vpoméru 6:3:1) po dobu 15 minut. Fixovany material byl pfenesen na podlozni sklo
(Superfrost, Menzel-Gldser, Némecko) do kapky 60% kyseliny octové a macerovan
wolframovymi jehlami az do Uplného rozpusténi tkané. Poté byl pfidan na histologickou
plotynku vyhtatou na 45°C a rozprostien po skle rovnomérnym popohanénim kapky az do skoro

plného odpateni. VSechny vytvofené preparaty byly postupné odvodnény v etanolové tadé
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(70%, 80% a 100% etanol, ponechany v kazdém cca na 1 minutu) a po uschnuti uskladnény

v mrazéku pfi -20°C do dalsiho pouziti.

3.2.2. Priprava preparati z malpighickych trubic

Stejn¢ jako jiné organy, malpighické trubice byly vyjmuty ztéla larvy nebo kukly ve
fyziologickém roztoku, poté premistény na sklicko s miniaturni kapkou fyziologického roztoku
a prevrstveny fixacnim roztokem Carnoy. Po pfiblizn¢€ 30 vtefinach byla odstranéna nadbyte¢na
fixdZ a material byl obarven pifidanim kapky 1,25% lakto-aceto-orceinu. Po pfikryti krycim
sklickem byly odstranény piebytky barviva pomoci kouski filtracniho papiru, kryci sklo bylo

ptipevnéno lakem na nehty a preparat byl uskladnén v 4°C po dobu maximaln¢ dvou tydnd.

3.3. Pripravy pro komparativni genomovou hybridizaci (CGH)

3.3.1. Izolace DNA

Vzhledem k tomu, Ze cilem bylo ziskat co nejvétsi mnozstvi DNA, byla vybrana metoda izolace
celogenomové DNA pomoci CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromid) (Winnepenninckx,
Backeljau, a Wachter 1993). Materiél z jednoho jedince byl homogenizovan tlouckem v 800 pl
extrakeéni pufru (slozeni viz tabulka ¢.1) v 1.5ml zkumavce a inkubovan v termobloku pies noc

(60°C, 300 rpm).

Tabulka ¢.1: Extrakéni puftr pro izolaci DNA.

Chemikalie MnoZstvi na 10 ml Vysledna koncentrace
CTAB 02¢g 2%
IM Tris HCI (pH 8) I ml 100mM
5M NaCl 2,8 ml 1,4M
0,5M EDTA (pH 8) 0,8 ml 40mM
B-merkaptoetanol 20 pl 0,2%
proteinaza K (20 mg/ml) 50 ul 0,1 mg/ml
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Ptiprava extrakéniho pufru: CTAB inkubovat ve vodé pii 37°C do tplného rozpusténi.
Poté ptidat ostatni slozky dle rozpisu v tabulce. B-merkaptoetanol a proteinazu K je potieba

pridat az tésné pred pouzitim pufru.

Druhy den byl obsah zkumavky pfemistén do 2ml zkumavek a ke vzorku se ptidalo
stejné mnozstvi (800 pul) chloroformu. Po jemném promichani byly vzorky centrifugovany (4°C,
14000 rpm) po dobu 10 minut. Vysledna horni faze s DNA byla piepipetovana do novych
zkumavek a centrifugace byla zopakovana za stejnych podminek. Po tom byla opét odebrana
horni faze, ke které bylo pfidano 50 pg RNazy A a po jemném promichdni byl vzorek
inkubovan pii 37°C po dobu 30 minut. Nasledné byly ptidany 2/3 objemu isopropanolu, vzorek
byl promichan a ponechdn 15 minut az 3 hodiny pii pokojové teplot¢ do objeveni klubka
vysrazené DNA. Dale néasledovala centrifugace (4°C, 14000 rpm) po dobu 15 minut, odstranéni
supernatantu a pridani 500 pl 70% etanolu. Vzorek byl nasledné promichén a centrifugovan
(4°C, 14000 rpm) po dobu 5 minut. Po opakovani tohoto promyvaciho kroku byl supernatant
ditkladné odstranén a DNA byla rozpusténa v 20-100 pl (podle velikosti peletu) sterilni miliQ
vody. Vysledna koncentrace vzorku byla zmétena na flourometru Qubit 3.0 a spektrofotometru

Nanodrop 2000 (oboji ThermoScientific, Waltham, USA)

3.3.2. Priprava celogenomovych sond

Pro znaceni celogenomové DNA byla pouzitd metoda nick translace, kterd je zalozena na
naruseni fetézce DNA pomoci DNéazy I a jeho nasledné ndhradé DNA polymerdzou I za

ptitomnosti znacenych nukleotida.

Reakéni smeés o objemu 20 pl (sloZeni viz tabulka ¢.2) byla inkubovana v termocycleru 2
hodiny pii 15°C. Poté byly enzymy inaktivovanyl0 minut pfi 70°C a 2 pl vzniklého produktu
byly pouzity na kontrolu velikosti sondy, ktera by méla byt idealné kolem 500 bazi, pomoci

elektroforézy. Takto pfipravené sondy byly skladovany pii -20 °C az do dal$iho pouziti.
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Tabulka ¢.2: Smés pro Nick-translaci.

Chemikalie Mnozstvi na 20 ul | Vysledna koncentrace

reakéni smési

10x NT pufr (0,05M TrisHCI | 2 ul 5SmM TrisHCI (pH 7,5), 0,5mM
(pH 7,5), 5mM  MgCls, MgCl,, 0,0005% BSA

0,005% BSA)

0,1M B-merkaptoetanol 2 ul 0,01M

dNTP (0,5mM dATP, dCTP a | 2 ul 0,05mM dATP, dCTP a dGTP;
dGTP; 0,1 mM dTTP) 0,01lmM dTTP)

ImM  fluorescein dUTP- | 0,4 ul 0,02mM

/ITmM  dUTP-Cy3  (Jena

Bioscience)

DNA polymerazal (10 U/ ul) | 2 pl 10U/ ul

(ThermoFisher Scientific)

DNéza 1 (0,01 U/ul)|0,5 pl 2,5x 104U/ ul

(ThermoFisher Scientific)

H2O 11,1 ul — objem DNA

DNA 300 ng

3.3.3. CGH - Komparativni genomova hybridizace

Tato metoda se pouziva na zjisténi rozdili ve dvou rtznych genomech, v tomto ptipadé na
detekci chromosomu W kropenatce jetelového. Princip metody je ten, Ze se na samici
chromosomalni preparat nanesou rtizn¢ naznacené celogenomové sondy ze samecka a samicky.
Ob¢ sondy hybridizuji na komplementdrni mista na chromosomech, a pokud je pfitomen
chromosom W, ktery se vyskytuje pouze v sami¢im genomu, mél by byt zvyraznén samici

sondou.

Hybridiza¢ni smés byla pfipravena smichanim nasledujicich slozek v 1,5ml zkumavce:
300 ng samci celogenomové sondy znaCené Cervenym fluorochromem Cy3, 300 ng samici

celogenomové sondy znacené zelenym fluorochromem fluoresceinem, 25 ug DNA z lososich
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spermii, 1/10 celkového objemu 3M octanu sodného (pH 8,0) a 2,5ndsobné mnozstvi
chlazeného 100% etanolu (-20°C). Smés byla po dobu 15 minut uchovana v -20°C, aby doslo k
precipitaci DNA. Nasledné byla smés centrifugovana (4°C, 14000 rpm) po dobu 15 minut. Poté
byl odstranén supernatant, k peletu bylo ptidano 200 ul 70% etanolu a dikladné promichano na
vortexu. Nasledovala centrifugace (4°C, 14000 rpm) po dobu 5 minut. Supernatant byl opatrn¢
odsan do sucha, k peletu bylo pfidano 5 pl deionizovaného formamidu a ponechano inkubovat
pti 37°C po dobu 30 minut. Poté by pfidano 5 pul 20% dextran sulfatu v 4x SCC a vzorek byl
denaturovan 5 minut pii 90°C a hned potom prudce zchlazen na ledu. Ptipravena hybridizacni
smés byla prehybridizovana pti 37°C 1,5 hodiny.

Paraleln¢ byl pfipraven chromosomalni preparat, a to nejdiiv postupnym odvodnénim
v etanolové tade (70%, 80% a 100% po dobu 1 minuty vkazdém). Poté nasledovalo
predptsobeni 25 pg RNazy A v2x SSC, kdy byl preparat inkubovan ve vlhké komtrce
(uzaviend krabicka s vrstvou papirové utérky s 2x SSC) pii1 37°C hodinu. Poté nasledovala dvé
promyti v2x SSC v pokojové teploté. Denaturace chromosomi byla provedena tak, Ze na
preparat bylo naneseno 100 pl 70% deionizovaného formamidu v 2x SSC, pfikryto krycim
sklem 24x50 mm a ponechano denaturovat v termobloku pfesné 3,5 minuty pii 68°C. Hned po
uplynuti ¢asu byl preparat prudce ochlazen v chladném 70% etanolu (-20°C) po dobu 1 minuty a
nasledn¢ odvodnén v 80% a 100% etanolu (30 vtefin v kazdém). Po uschnuti byl preparat

pfipraven na naneseni prehybridizované hybridiza¢ni smési.

Po dokonceni prehybridizace byla hybridiza¢ni smés kratce zcentrifugovana, nanesena
na pfipraveny denaturovany preparat, a piikryta krycim sklickem 24x32 mm. Hrany kryciho
skla byly zalepeny lepidlem Rubbercement (Marabu) a preparat byl pfenesen ve vlhké komtirce
do 37°C na dobu 3 dni.

Po uplynuti inkubacni doby bylo z preparatu odstranéno kryci sklo a preparat byl 5
minut promyvan ve vodni lazni pii 62°C v 1% roztoku Tritonu v 0,1xSSC (Sigma-Aldrich,
USA). Poté byl preparat hned vloZzen do kyvety s 1% Kodak PhotoFlo (Kodak) v miliQ vod¢ a
promyvan pfi pokojové teploté 1 minutu. Po kratkém oschnuti bylo na preparat naneseno 25 pl
smesi DABCO s DAPI (4',6-Diamidine-2"-phenylindole dihydrochloride) (500 ng/ pl) (oboji
Sigma-Aldrich, USA) a piekryt krycim sklickem 24x40 mm. Nakonec byl piebytek DABCO
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odstranén vytlaCenim do filtra¢niho papiru a okraje kryciho skla byly pfipevnény lakem na

nehty. Hotovy preparat byl uchovan v lednicce pii 4°C do nasledného prohlidnuti.

3.4. Genomova in situ hybridizace — GISH

Jedna se o jednu z variant hybridizace in situ s hybridizaci pouze jedné znacené celogenomové

sondy. Tato metoda ndm umoznila zaméfit se pfimo na pohlavni chromosom W.

Jako kompetitorovd DNA byla pouzita celogenomova sam¢i DNA, kterd byla
inkubovana 20 minut pti 90°C. Ptiprava hybridiza¢ni smési byla nésledujici: 300 ng Cervené
naznacené samici sonda bylo smichano v 1,5ml zkumavce se 3 pg samciho kompetitora, 25 pg
DNA z lososich spermii, 1/10 celkového objemu 3M octanu sodného (pH 8,0) a 2,5ndsobné
mnozstvi chlazeného 100% etanolu (-20°C). VSechny dalsi kroky (a to 1 pfiprava
chromosomadlnich preparatl, hybridizace a promyvani) byly stejné jako u CGH az na

prehybridizaci sondy, kterd byla u GISH vynechana.

3.5. ProhliZeni preparatu

Preparaty malpigickych trubic byly prohlizeny a dokumentovany na mikroskopu Zeiss Axioplan
2 (Carl Zeiss Jena, Némecko) pod objektivy 40x a 63x. Preparaty po CGH a FISH metodach
byly prohlizeny a dokumentovany na tomtéz mikroskopu pod objektivy 63x a 100x za pouziti 3
barevnych filtra: zeleny pro samici celogenomovu sondu, ¢erveny pro samci celogenomovu
sondu, modry pro podbarveni chromosomtli pomoci DAPI. Pro ziskani ¢ernobilych snimkt byla
vyuzitd kamera Olympus CCD XM10 s programem cellSens 1.9 (Olympus, Némecko). VSechny
obrazky byly upravené a sloZzené v programu Adobe Photoshop CS6, verze 13.0.

3.6. Polymerazova retézcova reakce na detekci bakterie rodu Wolbachia

Zakladem PCR je opakovana denaturace a ndsledna renaturace rozvolnénych dvoutetézcovych

molekul DNA za pfitomnosti oligonukleotidovych primerti, komplementarnich k hranicim

17



amplifikované sekvence. Od primert za¢iné syntéza novych fetézci DNA pomoci termostabilni

DNA polymerazy.

Reakéni smés polymerazové tetézcové reakce o objemu 25 pl (sloZeni viz tab. ¢€.3)
obsahovala primery specifické pro wolbachii (wsp F1: GTCCAATARSTGATGARGAAAC a
wsp_R1: CYGCACCAAYAGYRCTRTAAA). Profil PCR reakce byl nasledujici: inicialni
denaturace 2 minuty pii 94°C, nasledovana 34 cykly: denaturace 30 sekund pii 94°C, nasedani
primerti (annealing) 45 sekund pti 59°C a extenze 1 minutu pii 72°C. Poté nasledovala finalni
extenze 10 minut pti 72°C a zchlazeni na 4°C. Pozitivni kontrola kvality DNA se provadéla
v separdtni reakci pomoci amplifikace Casti genu pro elongaéni faktor 1 alfa (EF F:5'—
CACATYAACATTGTCGTSATYGG 3" a EF_R:5—- CATRTTGTCKCCGTGCCARCC -3")
se stejnym profilem reakce, jen teplota naseddni primeri byla 56°C. Oba pary primerti byly
poskytnuty jinymi ¢leny laboratofe. PCR produkty byly elektroforeticky separovany na 1,5%
agarozovém gelu, obarveny ethidium bromidem a zdokumentovany ve fotodokumentacnim

zatizeni pod UV zatfenim.

Tabulka ¢.3: SloZeni PCR smési.

Chemikalie Mnozstvi na 25 pl reakéni smési Vysledna koncentrace
5x OneTaq pufr 5ul 1x
dNTP  (2,5mM  dATP, | 2 ul 0,2mM

dCTP, dGTP a dTTP)

Primery (10uM forward a | 2,5 ul IuM
reverse)
OneTaq DNA polymeraza | 0,2 ul 0,04 U

1 (5 U/ul) (New England,
BioLab, USA)

H,0 11,8 ul

DNA 100 ng
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4. Vysledky

4.1. Pritomnost sex chromatinu

Veskeré potomstvo rodin, uvedenych vtabulce ¢. 4, bylo testovano na pfitomnost
heterochromatinovych télisek v interfazich jadrech malpighickych zl4z. Jak bylo uvedeno vyse,
sex chromatin je tvofen kopiemi chromosomu W, coz znamend, ze by ho mély mit pouze
samicky s konfiguraci WZ. Analyza jader malpighickych zlaz ukdzala variabilitu v pfitomnosti
a podob¢ sex chromatinu, kdy nékteré rodiny sex chromatin mély (jenom samicky) a vzhled byl
variabilni (velky kulaty, mensi velikosti, fragmentovany), a n€které rodiny ho nemély viibec (t;.

chybél u samic i samcit) (obr.3). Sex chromatin nebyl pozorovan u zddného z 20 vySetfenych

samcu.

Obr. 3: Polyploidni interfazni jadra malpighickych zlaz barvena lakto-aceto-orceinem s a bez
sex chromatinu (SC). Jadro @ z rodiny CZ-F19-01 s jednim kulatym téliskem SC (a), jadro 9
zrodiny CZ-F18-14 s SC fragmentovanym do vice mensich télisek (b), jadro 9 z rodiny CZ-
F19-04 bez SC (c), jadro & z rodiny CZ-18-02 bez SC (d). Méfitko = 10 pm.
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Tabulka €. 4: Seznam analyzovanych rodin Chiasmia clathrata.

Rok Rodina Sex . | Lokalita
chromatin
EST-FO01
2018 (ALV2) SC+ Estonsko
EST-F02
(ALVS) SC- Estonsko
EST-F03 (JI) SC+ Estonsko
Ccla-EST-18-
01-01 SC+ Estonsko
CZ-F01 variabilni | Novohradské hory (obec Kuii, Benesov nad Cernou)
CZ-F03 varialbilni | Novohradské hory (obec Kuii, Beneov nad Cernou)
CZ-F12 variabilni | Novohradské hory (obec Kuii, Benesov nad Cernou)
CZ-F14 SC+ Novohradské hory (obec Kuti, Benesov nad Cernou)
CZ-F15 SC+ Novohradské hory (obec Kuti, Benesov nad Cernou)
CZ-F16 SC- Novohradské hory (obec Kuti, Benesov nad Cernou)
2019 ET1 SC+ Estonsko, Karilatsi
ET2 SC+ Estonsko, Karilatsi
ET3 SC+ Estonsko, Karilatsi
ET4 SC+ Estonsko, Karilatsi
ET5 SC+ Estonsko, Karilats
ET6 SC+ Estonsko, Karilatsi
ET7 SC+ Estonsko, Karilatsi
CZ-F01 SC+ Vrbenské rybniky, Ceské Budgjovice
CZ-F02 SC+ Vrbenské rybniky, Ceské Budgjovice
CZ-F03 SC- Novohradské hory (obec Kuti, Benesov nad Cernou)
CZ-F04 SC- Novohradské hory (obec Kuti, Benesov nad Cernou)
CZ-F05 SC- Novohradské hory (obec Kuti, Benesov nad Cernou)
CZ-F06 SC- Novohradské hory (obec Kuti, Benesov nad Cernou)
CZ-F08 SC- Novohradské hory (obec Kuti, Benesov nad Cernou)
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4.2. Mitotické a meiotické chromosomy barvené DAPI

Pocitani chromosomt bylo provedeno na nékolika mitotickych preparatech (obr. 4) z kiidelnich
diskii samic kropenatce jetelového. Celkem byly vySetieny dva preparaty zroku 2018 na
rodinach se sex chromatinem (SC*): CZ-18-01, CZ-18-03 a jeden z roku 2019 z rodiny bez sex
chromatinu (SC°): CZ-19-4. Cilem bylo najit potencialni rozdil v po¢tti chromosomt u rodiny se
sex chromatinem a bez sex chromatinu. Vysledky nebyly jednoznacéné: 5 jader ze samice CZ-
18-01 obsahovalo 60 chromosomil, 4 jadra - 58 a nejCastéji vyskytujici ¢islo bylo 59 (7 jader).
Preparat CZ-18-03 v nekterych jadrech jevil naznaky B-chromosomu (obr. 2). Z preparatu CZ-
F19-04 byla hodnocena 2 jadra s 60 chromosomy a 3 s poctem 59.

univalent

”

Obr. 4: Mitotické a meiotické chromosomy ze samic C. clathrata obarvené DAPI. Mitotické
chromosomy CZ-18-01 (a) a CZ-18-03 s B-chromosomem (b) a meiotické chromosomy
CZ-19-04 (c) s vyznaCenym univalentem a CZ-F19-08 s B-chromosomem (d). M¢fitko =
10 pm.
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Meiotické preparaty z ovarii samicek ze dvou rodin SC: CZ-F19-04 a CZ-F19-08, a
jedné rodiny SC*: CZ-F18-03 obsahovali ve vétSiné svych jader nadbyte¢né chromosomy B
(obr. 4). U preparatu CZ-F19-04 (SC") i n¢kolika jinych z rodiny ¢. 8 (SC°) byl navic nalezen
univalent v n¢kolika jadrech (obr. 4). Vysledné pocty bivalenti v prohlednutych preparatech
meiotickych jader barvenych DAPI byly variabilni a pohybovaly se mezi 30-32.

Pomoci barveni DAPI se nepodatilo identifikovat chromosom W v mitotickych ani
meiotickych jadrech. V nékterych pachytennich jadrech oocyt ze samice bez SC byl patrny
univalent (Obr. 4c), tato jadra ale predstavovala vyraznou men$inu. Pomérné cCasto byly
v jadrech samic s i bez SC identifikovany B-chromosomy, které byly vyrazn¢ mensi nez ostatni

chromosomy (Obr. 4b a 4d).

4.2. CGH a GISH

Ptitomnost chromosomu W byla ovérena pomoci dvou metod: CGH a GISH, z nedostatku ¢asu
pouze na preparatech samic zrodin se sex chromatinem (SC¥). V pfipadé CGH obé& sondy
hybridizovaly ke v§em chromosomtim srovnateln¢. Samic¢i sonda nezvyraznila Zadnou oblast na
z4dném chromosomu, kterd by obsahovala sekvence unikatni nebo obohacené na W (obr. 5a-d).
U drtivé vétsiny jader nebylo mozné rozpoznat chromosom W. CGH byla opakovana 7x
z divodu casto Spatné hybridizace samici sondy, kterou se opakované nedafilo dostatecné

naznadit.

V ptipadé¢ GISH byl v nékterych jadrech patrny bivalent, kdy byl jeden chromosom (W)
naznacen samici sondou vyrazn¢ vice nez jeho partner (Z). Chromosom W byl sami¢i sondou
zvyraznén jen z Casti (cca 2/3), zatimco zbytek chromosomu byl naznacen srovnatelné s jinymi

chromosomy (obr. Se-g).
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Obr. 5: Komparativni genomova hybridizace na pachytennich oocytech ¢ CZ-18-15 (a-d) a

genomova in situ hybridizace, nekompletni pachytenni jadro ¢ CZ-19-02 (e-g). Podbarveni
DAPI (a, e), ptekryv samici a sam¢i sondy (b), sami¢i sonda znacena zelen¢ (c), sam¢i sonda
znadena Gervené (d), prekryv sami¢i sondy a DAPI (f), samiéi sonda znagena ervené (g). Sipka
ukazuje na bivalent WZ, hlavicka Sipky na B-chromosom. Schémata na obrazcich b a f ukazuji

pozice chromosomit W a Z v bivalentu. Métitko = 10 um.

4.3. Detekce pritomnost bakterie rodu Wolbachia pomoci PCR

Cilem pouziti polymerdzové fetézcové reakce bylo zjistit, zda absence sex chromatinu
v malpighickych zldzadch nékterych rodin (a tim potencidlné i absence chromosomu W) je
ovlivnéna piitomnosti bakterie rodu Wolbachia. Pti kontrole PCR produktt se ukazalo, ze ze 20
vzorkl jenom jeden mél produkt o spravné délce, a to samicka z rodiny CZ-19-04 (obr. 6a).

Kvalita DNA byla ovétena pomoci pozitivni kontroly (elongacni faktor) (obr. 6b).
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Obr. 6: PCR produkty elektroforeticky separované na 1,5% agar6zovém gelu. PCR produkty
ziskané pomoci wsp primerd na detekci pritomnosti wolbachie. Produkt o¢ekavané délky byl
ziskdn pouze u samice z rodiny CZ-19-04 (a). PCR produkty ziskané pomoci primerti pro gen
pro elongacni faktor 1 alfa, které slouzily jako kontrola kvality genomové DNA pouzité jako

templat do PCR reakei (b). NK = negativni kontrola, tj. PCR reakce bez templatové DNA.
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5. Diskuze

Chiasmia clathrata je cytogeneticky neprozkoumany druh pidalky, u kterého predbézna analyza
ukazala variabilitu pfitomnosti a podoby sex chromatinu u riznych rodin. Cilem prace bylo

MW

pfitomnosti sex chromatinu a rozvinou varianty dal$iho postupu.

5.1. Variabilita v samotné pritomnosti chromosomu W v ramci druhu C.

clathrata

Nejjednodussi vysvétleni variability v pfitomnosti sex chromatinu u C. clathrata je ptitomnost
chromosomu W u nékterych samic (WZ) a jeho absence u jinych (Z0). U motyli byla variabilita
v pohlavnich chromosomech pozorovana napi. u vakonosSe Dahlica triquetrella nebo u bélaskt

rodu Leptidea (Sichova et al. 2015; Robinson 1970)

U rodin C. clathrata, které postrddaly sex chromatin, byl v nékterych pachytennich
j&drech nalezen univalent, ¢ili chromosom, ktery se béhem meiotické profaze I neparuje s jinym
chromosomem. Pfitomnost univalentu je typickym projevem absence chromosomu W nebo Y, u
motyli byl nalezen napi. u chrostikovnika Micropterix calthella (Micropterigidae) nebo
vakonos$ii (Psychidae) ((Hejnickova et al. 2019; Traut a Marec 1997) V tomto piipad¢ by se
mohlo jednat u univalent chromosomu Z a diikaz absence chromosomu W. Tento univalent byl
bohuzel pozorovan jen u né€kolika jader, je tedy mozné, Ze se ve skuteCnosti jednd o B-

chromosom.

Mozné FeSeni (dalSi postup): Z Casovych diivodu nebyly pfipraveny chromosomalni preparaty
ze samcil. Nalezeni univalentu v samcich pachytennich jadrech by vyloucila, ze se jednd o
univalent chromosomu Z, protoze u samcii se chromosom Z vyskytuje ve dvou kopiich, které

v pachytene tvoii bivalent.
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5.2. Variabilita ve strukture chromosomu W s ramci druhu C. clathrata

Pokusy s mutantnimi liniemi zavije€e moucného, které zahrnovaly fuze, delece a translokace
pohlavnich chromosomi, stejné tak jako chromosomy neo-W objevené u P. californicus a P.
mnemosyne ukdzaly, ze nékteré¢ chromosomalni piestavby mohou ovlivnit pfitomnost a podobu
sex chromatinu. Pfitomnost transkripéné aktivni ¢asti z byvalého autosomu na neo-W ziejmé
interferuje s formovanim sex chromatinu, coz mize vést k jeho absenci (Vlasanek et al. 2017,
Volenikova 2015; Traut a Marec 1994; Traut, Weith a Traut 1986). Proménlivost v pfitomnosti
sex chromatinu tedy mize naznacovat, ze se jedna o rtizné konfigurace pohlavniho chromosomu
uvnitf tohoto druhu: nékteré rodiny mohou mit plivodni chromosom W a nékteré rodiny maji
neo-W, ktery vznikl fuzi ptivodniho chromosomu W s autozomem (Volenikova 2015; Sichova

etal. 2013).

Chromosom W je u motylt Casto tvoien heterochromatinem a je dobie patrny pod
svételnym mikroskopem nebo po barveni DAPI (Traut et al. 2013; Sahara, Yoshido, a Traut
2012; Fukova et al. 2007). U C. clathrata chromosom W neni tvoien heterochromatinem, coz
znacné ztézuje jeho pozorovani a analyzu. Metody molekularni cytogenetiky, jako je CGH nebo
GISH, mohou identifikovat chromosom W pomoci slozeni, kterym se 1isi od chromosomu Z.
CGH u rodin se sex chromatinem (SC¥) nedokazala identifikovat pohlavni chromosomy, coz
bylo patrn€¢ zplsobeno nedostateCnou kvalitou sami¢i sondy, ktera pii CGH opakované
selhdvala, v kombinaci s malymi rozdily mezi chromosomy W a Z. U GISH sami¢i sonda
uspésné identifikovala chromosom W v nékterych pachytennich jadrech, kde byl patrny rozdil
v hybridizaci sondy na W a na Z. Zajimavé je, Ze sonda vyraznégji hybridizovala k pfiblizné 2/3
chromosomu W, zatimco zbyvajici tietinu oznacila se srovnatelnou intenzitou jako autosomy.
Podobné vysledky byly nalezeny u obale&t Lobesia botrana a Eupoecilia ambiguella (Sichova
et al. 2013), nebo u vySe zminénych P. mnemosine a P. californicus (Vlasanek et al. 2017,
Volenikova 2015), kde na chromosomech neo-W byla intenzivngji naznacena ¢ast z ptivodniho

chromosomu W a slabéji zatim malo degenerovand cast pochazejici z autosomu.
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Mozné FeSeni (dalsi postup):

a) Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) s malovaci sondou vytvofenou ze sex
chromatinu

Malovaci sonda (vytvofend pomoci laserové mikrodisekce sex chromatinu z preparati jader
malpighickych zlaz podle Fukova et al. (2007)) by méla pomoci FISH detekovat chromosom,
znéhoz byla ziskana, v tomto piipad¢ pravdépodobné chromosom W. Princip metody spociva
v navazani sondy na komplementarni mista na chromosomech, v tomto pfipad¢ na chromosom
W (pokud je pfitomen), alternativné na B-chromosom, pokud je sex chromatin ve skutecnosti
odvozen z B-chromosomil (Volenikova 2012; Traut, Sahara a Marec 2008). Vyhodou tohoto
piistupu by bylo vyfeSeni problému, zda je sex chromatin ve skute¢nosti tvofen nadbyte¢nymi
B-chromosomy, a pokud je tvofen chromosomem W, pak by byla jednozna¢né vyieSena otdzka,

zda je chromosom W pftitomen u rodin bez sex chromatinu.

b) Komparativni analyza genomii samci a samic z rodin s a bez sex chromatinu

Porovnani osekvenovanych genomu samic a samci zrodin, liSicich v pfitomnosti sex
chromatinu, by umoznilo detekovat sekvence, které jsou specifické pro chromosom W nebo na

chromosomu W obohacené, ptipadné ziskat sekvence z B-chromosomii.

5.3. Feminizace ¢asti samcii, zptasobena bakterii rodu Wolbachia

Dalsi teorie, ktera by vysvétlila variabilitu v pfitomnosti sex chromatinu u C. clathrata, je teorie
o pfitomnosti vnitrobunéného parazita Wolbachia, ktera zplUsobuje feminizaci genetickych
samcu. Jedinci, ktefi sex chromatin nemaji, by byli feminizovani geneticti samci s chromosomy
77 nebo Z0. Bakterie byla nalezena pouze u jednoho jedince z rodiny bez sex chromatinu (SC),
coz naznacuje, ze variabilita sex chromatinu neni zptisobena Wolbachii, respektive pokud ano,
tak pouze u této jediné rodiny. Mlze se ale jednat o jiného vnitrobunécného parazita, ktery
ovladd jev feminizace samce: tieba méné Casto se vyskytujici bakterie rodu Cardinium

(Cordaux, Bouchon a Greve 2011).
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Mozné reSeni (dalsi postup): real-time PCR (qPCR) pro stanoveni genové davky

Metoda je zaloZena na tom, ze se po kazdém cyklu reakce odecitd mnozstvi produktu diky
inkorporovani fluorochromové barvy do vzorku. Tim padem je vidét postupnou amplifikaci
DNA pomoci fluorescencniho signalu. Porovnani amplifikace sekvence zchromosomu Z a
referencni sekvence z autosomu by mélo umoznit rozliSeni samic ZZ feminizovanych samct od
WZ/Z0 samic, ale pouze za predpokladu, ze chromosomy W a Z jsou dobie diferenciované.

wrwe .

5.4. Dalsi mozné priciny variability sex chromatinu u C. clathrata

5.4.1. B-chromosomy

B-chromosomy jsou nadbyte¢né chromosomy, které se vyskytuji ve variabilnim poctd uvnitt
druhu, nemusi byt v kazdém jadie a ani v kazdém jedinci (Douglas a Birchler 2017; Pansonato-
Alves et al. 2014). Protoze svoji strukturou Casto pfipominaji chromosom W, mohou se podilet
na tvorbé heterochromatinovych télisek v polyploidnich bunkach malpighickych Zlaz
(Volenikova 2012). Na rozdil od sex chromatinu, ktery je tvofen chromosomem W, a vyskytuje
se tak jen u samic, B-chromosomy se vyskytuji u obojiho pohlavi a jimi tvofena

heterochromatinova téliska by tak méli mit 1 samci.

O pritomnosti B-chromosomti u C. clathrata svéd¢i variabilni pocet chromosomi na
mitotickych preparatech, tak Utvary pfipominajici malé chromosomy viditelné v pachytene. B-
chromosomy by tak mohly byt zodpovédné za variabilitu sex chromatinu uvnitt nékterych rodin,
kde jsou jak jedinci se sex chromatinem (SC™), tak i bez (SC). Tuto teorii zpochybiiuje fakt, ze i
po vySetieni mnoha samct (a to u obou rodin SC* a SC°), zadny nevykazoval ptitomnost
heterochromatinovych télisek v jadrech malpighickych zldz. Navic B-chromosomy byly
objeveny i u rodin bez sex chromatinu, takze by nemély byt zodpovédné ani za tvorbu télisek u
rodin se sex chromatinem. Na druhou stranu nelze vyloucit pfitomnost vice druhi B-

chromosomu, které se 1i$i sloZenim a vlastnostmi.
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5.4.2. Kryptické druhy

Od prvnich pokusu sekvenovani mitochondridlni DNA (mtDNA) stoupal pocet nalezenych
kryptickych druhit (Hinojosa et al. 2019). Jen ve skupiné Lepidoptera se ukazalo, ze kryptické
taxony predstavuji vyznamny zlomek celkové rozmanitosti (Hinojosa et al. 2019; Dinca et al.
2011). Napt. v Evrop¢ téméf 28% druhd motyld zahrnuje velice rozlisné intraspecifické
mitochondridlni rodokmeny (Dinca et al. 2015). DalSi moznosti, ktera by tedy mohla byt
zodpovédna za variabilitu sex chromatinu, je to, ze druh C. clathrata ve skute¢nosti zahrnuje
kryptické druhy, které se 1i$i karyotypem, coz bylo pozorovano u druhu bélaskti rodu Leptidea
(Dinca et al. 2011).

Mozné ieSeni (dalsi postup): sekvenovani mitochondrialni DNA

Princip identifikace krypticky druhii je zaloZzen na sekvenovani a fylogenetické analyze
cytochrom oxidazové podjednotky I (COI), coz je velice variabilni usek, ktery by me¢l byt
schopny rozliSit dva rtizné druhy, zaroven neni pfili§ variabilni v ramci druhu (Hinojosa et al.
2019). Teorii o kryptickych druzich by podpofila fylogeneticka analyza COI, ktera by vSechny

rodiny se sex chromatinem (SC*) fadila do jedné skupiny a bez sex chromatinu (SC-) do druhé.
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6. Zavér

Kropenatec jetelovy (C. clathrata) je pidalka s variabilni pfitomnosti a podobou sex
chromatinu (SC) v polyploidnich jadrech samic. Cilem této prace bylo zjistit pfiCinu variability
sex chromatinu u tohoto druhu otestovanim nékolika pracovnich hypotéz, konkrétné (1)
variabilita v pfitomnosti chromosomu W, (2) variabilita v podobé chromosomu W, (3)

pfitomnost vnitrobunécné bakterie rodu Wolbachia manipulujici pohlavim hostitele.

Analyza polyploidnich interfaznich jader samic rozd¢lila rodiny na dvé skupiny: se sex
chromatinem (SC*) a bez (SC°), s tim, Ze byla nalezena variabilita i uvnité rodiny. U samct
nebyly nalezeny Zadné naznaky sex chromatinu. S ur€itou mirou jistoty da se fict, Ze bakterie
rodu Wolbachia neni za variabilitu sex chromatinu zodpovédna, jelikoz byla nalezena pouze u
jednoho jedince rodiny bez sex chromatinu (SC°). Komparativni genomova hybridizace
neidentifikovala Zadnou oblast chromosomu W specifickou pro samici. Zajimavé vysledky
pfinesla genomova in situ hybridizace, kterd detekovala WZ bivalent u rodiny se sex
chromatinem (SC*). Analyza mitotickych a meiotickych chromosomu odhalila jejich variabilni
pocet u samic jak z rodin se sex chromatinem, tak i bez, a odhalila pfitomnost B-chromosom1.
V nékterych pachytennich jadrech oocytl u rodiny bez sex chromatinu (SC-) byl navic nalezen
univalent Z nebo B chromosomu. Pfitomnost B-chromosomti ale pravdépodobné neni ptic¢inou
variability sex chromatinu, protoze se naléza u rodin se sex chromatinem (SC™) i bez (SC") a sex

chromatin nebyl nalezen u samcii.

Pti¢inu variability sex chromatinu se tedy zatim nepodafilo zjistit, ale byla vyloucena
jedna z pracovnich hypotéz a na zakladé dosazenych vysledkii byly navrzeny dal§i sméry

vyzkumu.
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