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1 Uvod

Rad motyli (Lepidoptera) obsahuje okolo 160 000 popsanych druhll a je znaéné
zkoumanou skupinou hmyzu (Kristensen et al., 2007). Dnes uz mame k dispozici mnoho
osekvenovanych genomd, ale i pfes to, ze repetitivni sekvence tvoii vyznamnou slozku
kazdého eukaryotniho genomu, se toho o nich u motylua stale moc nevi. Tato bakalarska prace
se zabyva studiem satelitnich sekvenci v genomu herbivorniho skidce pidalky podzimni
(Operopthera brumata, Linnaeus 1758) z Celedi Geometridae. Vybrané satelitni sekvence

byly analyzovany pomoci cytogenetickych a molekularnich metod.

1.1 Repetitivni sekvence v eukaryotnim genomu

Repetice, nebo také repetitivni DNA, jsou takové useky DNA, kde dochazi k vyskytu
desitek 1 stovek kopii stejnych jednotek. Velikost opakujici se jednotky se pohybuje
od jednotlivych bazi az po kilobaze (Gabor a Gill, 1982). Repetitivni sekvence se mohou
nachazet kdekoliv v genomu, ale k jejich oblibenym mistim patii pfedevs§im centromery
(které se u motyld nenachazi), telomerické a subtelomerické oblasti a pohlavni chromosomy
W a Y. Nejvyssi koncentraci repetitivnich sekvenci nalezneme v heterochromatinovych
blocich (Biscotti et al., 2015). Repetitivni DNA muzeme délit na dva zakladni druhy,

a to na mobilni elementy a tandemové repetice (Charlesworth et al., 1994).

Dfive tyto repetice byly znamy pod nazvy jako ,junk DNA* nebo ,selfish DNA*
a myslelo se, Ze nemaji zadnou funkci. Nyni se ukazuje, Ze vyznam maji podstatny (Kidwell
a Lisch, 2001). Repetitivni sekvence hraji vyznamnou roli pfi evoluci celého genomu
a pohlavnich chromosomu, podileji se na chromosomalnich prestavbach, jsou zdrojem novych
genu a podobné. Repetitivni sekvence mohou byt i zamémé vyuzivany burikou napftiklad
k modulaci chromatinu pomoci transkriptt nékterych sekvenci (Kejnovsky et al., 2009; Plohl
et al., 2012). Repetitivni sekvence také ovliviiuji velikost genomu svymi kopiemi a pfispivaji
k takzvanému paradoxu hodnoty C, coz znamen4, ze velikost genomu neodpovida slozitosti

organismu (Biémont a Vieira, 2000).



1.2 Typy repetic

Satelitni DNA (satDNA) se skladda ztandemové se opakujicich jednotek,
tzv. monomerd. SatDNA maji podobu dlouhych ftad a vyskytuji se nejCastéji
v heterochromatinu, ktery se akumuluje napfiklad na pohlavnich chromosomech
nebo na chromosomech B. Repetice jsou dilezité pro spravnou funkci a stavbu centromer,
telomer nebo subtelomerickych oblasti a mohou slouzit jako mista pro uchyceni proteinti
¢i jako mista pro epigenetické modifikace (Garrido-Ramos, 2017; Palomeque a Lorite, 2008).
V genomu druhu i jedince je Siroka variabilita poctu a typi repetic. Mezi riznymi
tandemovymi repeticemi muzeme pozorovat rozdily napiiklad v celkové délce, v délce
jednotlivych monomerd, slozeni monomert a v jejich sekundarni a terciarni struktufe, v poradi

bazi nebo mistu vyskytu (Plohl et al., 2012).

Satelitni DNA byla zkoumana spiSe na druzich s monocentrickymi chromosomy,
jelikoz druh@i s holokinetickymi chromosomy, coz jsou chromosomy, které nemaji
lokalizovanou centromeru, je mnohem méné. U druhd s holokinetickymi chromosomy
nachazime satelitni DNA Casto jen v heterochromatinovych blocich, pokud organismus timto
mistem disponuje (Melters et al., 2012; Sahara et al., 2012). Jedna z nejrozsahlejSich studii
holokinetickych organismii v souvislosti s repeticemi byla provedena na rostliné Luzula
elegans (Heckmann et al., 2013). U hmyzu s holokinetickymi chromosomy byly satelitni
sekvence zkoumany a nalezeny piedevSim ve skupin€é motyld, plostic a msic. U mSic
anebo napftiklad u plostice Triatoma infestans (Heteroptera) se ukazalo, ze satelitni sekvence
jsou v téchto skupinach shromazdény pravé v oblastech bohatych na heterochromatin,
jako jsou napiiklad subtelomery chromosomu (Bardella et al., 2014; Palomeque a Lorite,

2008).

Situace u motyll se oproti ostatnim zkoumanym organismiim lisi, protoze u motyla
nenachazime témét zadna mista bohat4 na heterochromatin. Vyjimkou je pohlavni chromosom
W, ktery je u motylid casto, ne vSak vzdy, tvofeny heterochromatinem. O satelitnich
sekvencich mame pomérné malo informaci. Z popsanych sateliti uz mame k dispozici
naptiklad satelit MBSATI1 u mary zelené (Mamestra brassicae, Noctuidae), ktery je
abundantni na pohlavnich chromosomech Z a W (Mandrioli et al., 2003). DalSim z nich je
satelit CpSAT-1, objeveny na obaleci jable¢ném (Cydia pomonella, Tortricidae). Ackoliv neni
znama funkce tohoto satelitu, v ramci studie se ukazalo, ze se transkribuje ve vSech stadiich
a tkanich. Zajimavé je, ze po srovnani vzorka s pohlavnimi chromosomy Z a W se ukazalo,

ze CpSAT-1 byl vice abundantni na chromosomu Z i1 pfes to, ze bychom ho ¢ekali spise
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na heterochromatinem obohaceném chromosomu W (Véchtova et al., 2016). Jinym
zkoumanym satelitem byl PiSatl u Plodia interpunctella (Pyralidae), ktery se na rozdil
od CpSAT-1 ukazal byt nejvice obohaceny praveé na chromosomu W (Dalikova et al., 2017)
¢i satelit Tagl v genomu Antheraea mylitta, rozprostieném po téméf celém genomu
(Mahendran et al., 2006). Dohromady je u motylti znamo deset satelitnich sekvenci. Pét z nich
bylo popsano pied dostupnosti nastroje RepeatExplorer a pét jich bylo popsano pozdéji.
Satelity popsané s pomoci RepeatExploreru byly nalezeny u motyla z Celedi Crambidae
Cydalima perspectalis (Cper-SatOl), Diatraea postlineella (Dpos-SatOl, Dpos-Sat02)
a Ostrinia nubilalis (Onub-Sat01, Onub-Sat02, Onub-Sat03 a Onub-Sat04) (Cabral-de-Mello
et al., 2021).

Mobilni elementy ¢i ,,selfish DNA* jsou opakujici se sekvence DNA, které maji
schopnost se replikovat a pohybovat po genomu. Vyskytuji se u vétSiny organismu a piipisuje
se jim vznik riznych druhti mutaci (Kidwell, 2005). Mobilni elementy tvoii naptiklad okolo
46 % lidského genomu, 90 % genomu kukufice (Andrenacci et al., 2020) nebo 35 % genomu
u bource morusového (Bombyx mori) (Osanai-Futahashi et al., 2008). U obratlovci byva
zpravidla vEétsi mnozstvi mobilnich elementi nez u ostatnich skupin zivocicht. Vyplyva

to z mnozstvi a délky intrond, které se nachazeji v genomech (Sela et al., 2010).

1.3 Evoluce pohlavnich chromosomu

Pohlavni chromosomy se ve vét§iné pripadt vyvinuly z autosomda, a to tak, ze jeden
z chromosomalnich partnert ziskal gen, ktery urCoval pohlavi (Charlesworth, 1991).
Na pohlavnim chromosomu se dale shromazd’ovaly mutace vyhodné pro jedno pohlavi a bylo
vhodné, aby se tyto mutace dédily spolecné s genem urcujicim pohlavi. Pokud na pohlavnich
chromosomech doslo kinverzi, selekce ji preferovala, protoze se lokalné zablokovala
rekombinace. Nasledkem byla ale i degenerace genu a Sifeni repetic (Charlesworth et al.,
2005). Alternativné mohly pohlavni chromosomy vznikat z chromosomu B, a to tak, Ze se
pohlavni chromosom bud’ s chromosomem B za urcitych okolnosti paroval, nebo se z n¢j stal

pres sex-determinujici mutace (Clark a Kocher, 2019).

Na rozdil od chromosomu W, ktery nemé s kym rekombinovat, u chromosomu Z
v homogametickém pohlavi k rekombinacim dochazi, ten se tak zbavuje nevyhovujicich
sekvenci, podoba se vice autosomum a je konzervativnéjsi (Sahara et al., 2012; Wright et al.,

2016).



Meidza je u samic motyld achiasmaticka, to znamena, Ze nedochazi k rekombinaci,
coz urychluje evoluci chromosomu W. K diferenciaci W a Z muze tedy dochazet ihned

po jejich vzniku (Marec a Traut, 1993; Traut a Marec, 1997).

1.4 Chromosomalni urceni pohlavi

Pohlavni urCeni zivo€ichti délime na vice typa. UrCeni pohlavi u vétSiny zivocicht
determinuje jeden par pohlavnich chromosomii. Chromosomalni typ ureni pohlavi spociva
bud’ v homogametické samici a heterogametickém samci (XX/XY), nebo naopak (WZ/ZZ).
Systém urceni pohlavi pohlavnimi chromosomy vznikl v historii nekolikrat nezéavisle na sobé
(Bachtrog, 2006). V extrémnich ptipadech degenerace dochazi i k tomu, ze chromosom Y/W
zcela vymizi a pohlavi je pak u téchto zivocichti determinovano systémem Z0/ZZ a X0/XX
(Blackmon a Demuth, 2014). Motyli jsou nejvétsi skupinou organismu, které maji samici
heterogamii. Béhem evoluce u nich doslo ke zméné determinace pohlavi z pivodniho systému

Z/77 (samice/samec) na systém WZ/ZZ (Traut et al., 2007).

1.5 Pohlavni chromosomy motylu

Pocet motylich chromosomti muize byt variabilni v ramci skupiny, ale za ancestralni
stav se povazuje n = 31. U motyla obCas dochazi k fuzim chromosomi, ¢i naopak rozpadiim,
a tudiz k redukci, nebo nartstani jejich poctu (Dasmahapatra et al., 2012). Chromosomy
motyla byvaji vétSinou malé, mohou byt od sebe t€zko odlisitelné, obsahuji heterochromatické

bloky na chromosomu W a nemaji lokalizované centromery (Sahara et al., 2012).

Driive bylo studium chromosomu a repetitivnich sekvenci narocné a drahé. Nebyla
moznost sekvenovat dlouhé sekvence a skladani kratkych sekvenci bylo témét nemozné. Dnes
mame jiz nové, Casto levnéjsi nastroje, které nam tuto praci usnadiuji. Jednim z nich je néstroj
NGS (next generation sequencing), diky kterému jsme schopni v kratkém casovém horizontu
osekvenovat celé genomy. V piipadé repetic mizeme sekvenovat na nizkou uroven pokryti
genomu (,,coverage™), coz Cini studovani repetic cenoveé velmi dostupné. Po ziskani dat z NGS
byvaji data zpracovana dal§imi bioinformatickymi nastroji, které umoziuji identifikovat
konkrétni sekvence repetitivni DNA. Takovym néastrojem je napiiklad RepeatExplorer,
ktery nam poméha hlavné identifikovat a charakterizovat prave repetitivni sekvence DNA.
Tyto néstroje nam oteviraji cestu pro zkoumani presnéjsiho slozeni chromosomu W, a to nejen

u modelovych organismi (Novak et al., 2013; Treangen a Salzberg, 2012).
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Chromosom W se vyskytuje u 98 % samic motylti a u vétSiny druhd je tvofen
predevsim heterochromatinem. V polyploidnich interfaznich jadrech tvoii mnohocetné kopie
chromosomu W utvar zvany sex chromatin (W chromatin) (Traut a Marec, 1996). Repetitivni
sekvence, které jiz byly prokazany na chromosomu W, jsou naptiklad non-long terminal repeat
(LTR) retrotransposony u bource morusového (Bombyx mori) a Samia cynthia (Kubo et al.,
2001) ¢i LTR a non-LTR retrotransposony u obalece jablecného (Cydia pomonella) (Fukova
et al., 2007). Ze satelitd jsou na chromosomu W pfitomné napiiklad PiSAT1 (vyhradné
na chromosomu W), MBSAT!1 (vyhradné na chromosomech W a Z) nebo FR satDNA
zkoumany u Spodoptera frugiperda (Dalikova et al., 2017; Lu et al., 1994; Mandrioli et al.,
2003).

Chromosom W nese malo genti. Prikladem téch, které se zde nachazi, je feminizacni
faktor Fem, ktery byl zkouman u Bombyx mori (Abe et al., 2010). Dal§im piikladem je protein
kodujict gen period (per) u martinae Antheraea pernyi, ovliviiyjici cirkadianni rytmy. Gen
ma funk¢ni kopii na chromosomu Z, ale homology na chromosomu W jsou transkripcné

aktivni mista (Gotter et al., 1999).

Chromosomy Za W se mohou lisit tvarem, velikosti a pfitomnosti repetitivnich
sekvenci, at’ uz mobilnich elementi nebo sateliti. Chromosom Z je na rozdil od W tvoren
predev§im euchromatinem (Traut et al., 2013). Rozdil mezi témito chromosomy je také
v rychlosti evoluce/degenerace. Chromosomy W se diky nemoznosti rekombinace v disledku
achiasmatické meidzy vyvijeji mnohem rychleji nez chromosomy Z. Bylo to zkoumano
a prokazano naptiklad mezi druhy zavijecd, kdy se mezi nimi ukazala jen mala podobnost
chromosomu W. Jako metoda slouzici k vyzkumu byla pouzita CGH a FISH (fluorescencni in
situ hybridizace) s malovaci sondou na chromosom W (Vitkova et al., 2007). Podobny
experiment tuto skute¢nost prokazal i mezi druhy skvrnopasnika jilmového (Abraxas sylvata)

a skvrnopasnika angrestového (Abraxas grossularita) (Zrzava et al., 2018).

1.6 Pid’alka podzimni

Jako zkoumany organismus vtéto praci byl pouzit motyl pidalka podzimni
(Operophtera brumata, Linnaeus 1758) zceledi Geometridae. Pid’alka podzimni je
holoarkticky herbivorni druh, ktery je rozsifen nejen po celé Evropé, ale také uz se objevuje

napiiklad v severni Africe a v Tunisku (Hausmann a Viidalepp, 2012; Mannai et al., 2017).



Pid’alka je béznym sktiidcem a jeji larvy mohou zpusobovat i rozsahlou defoliaci vegetace,

a to predevs§im u dubt (Vindstad et al., 2011).

Dospéla samice (viz obrazek Cislo 1), ktera se vylihne z kukly v pudé, vyléza
v pozdnim podzimu v noci na strom, kde kopuluje s okfidlenym samcem (viz obrazek cislo
1). Po kopulaci vyléza do vysky, kde klade vajicka, ktera se lihnou az na jare (Briggs, 1957;
Van Dongen et al., 1999). Po vylihnuti se larvy (viz obrazek Cislo 1) ihned Zivi listy stromu.
Larvy se mohou spoustét na hedvabném vlakné, které si produkuji. Vylihnuté larvy mohou
byt pfenaseny vétrem na okolni stromy, tim se jejich lokalita rozsifuje a muze dochazet
k defoliaci velkych prostora. Nakonec se spusti na zem, kde se zakukli pomoci hedvabnych

vlaken a preckavaji az do doby vhodné k pareni (Varley et al., 1973).

Obr. 1: a - Okiidleny samec (autor neznamy), b - larva (autor: Patrick Clement), ¢ - samice
(autor: Patrick Clement) pidalky podzimni (Operophtera brumata). Obrazky stazeny

z webové stranky: https://commons.wikimedia.org/ dne 7.3.2022.

Heterochromatinové bloky jsou u pidalky podzimni pfitomné pouze u samic,
a to na pohlavnim chromosomu W1, zatimco u samcu se s nimi nesetkavame. Sex chromatin
u pid’alky podzimni byl v nékterych kuklach zdvojeny a u jinych vykazoval normalni podobu,
coz, jak se ukazalo pii pozdéj§im vyzkumu, bylo zptisobeno pfitomnosti viceCetnych
pohlavnich chromosoma (WiW2W3Z/ZZ). Chromosom W1 je u pid’alky podzimni ptivodni
aje tvoren heterochromatinem, zatimco W»> a W3 pravdépodobné jesté¢ donedavna byly
autosomy, u kterych ale nasledné doslo ke spojeni jejich homologi s chromosomem Z,
tudiz jsou tvotreny euchromatinem (Hejnickova et al., 2021). Obé pohlavi se tak 1i§i v poctu

chromosomt, u samice je pocet chromosomu 2n = 30 a u samct 2n = 28.


https://commons.wikimedia.org/

2 Cile prace

Cilem této prace bylo identifikovat a lokalizovat vybrané satelitni sekvence, které mely
potencial se vyskytovat na degenerovaném chromosomu W u pidalky podzimni (Operophtera
brumata), o jejimz genomu prozatim neni mnoho informaci. Dil¢i kroky zahrnovaly navrzeni
primerd bioinformatickou analyzou k vybranym sekvencim, jejich naslednou PCR
amplifikaci, klonovani a osekvenovani PCR produktl, a nakonec jejich mapovani

na chromosomech pidalky podzimni.



3 Material a metody

3.1 Pokusny organismus

Dospélé samice pidalky podzimni byly nachytany Pavlem Potockym v BraniSovském
lese v Ceskych Budgjovicich a nasledné ponechany v plastovych krabi¢kach na vykladeni.
Vajicka byla ulozena do lednice, kde prezimovala. Nasledujici rok v dubnu byla vajicka
prenesena do pokojové teploty. Po vylihnuti byly housenky chovany na listech dubu letniho
(Quercus robur) a dubu zimniho (Q. petraea) az do zakukleni. Z pohlavnich organt kukel

byly nasledné pfipraveny meiotické chromosomalni preparaty.

3.2 Priprava chromosomalnich preparatu

Vétsinou se u motyld k pripravé meiotickych chromosomalnich preparati pouzivaji
larvy, u tohoto druhu je ale nutné pouzit kukly, protoze u samicich i samcich larev
se nenachazeji buriky ve stadiu pachytene, které se nejlépe hodi k lokalizaci zkoumanych

sekvenci.

Kukla byla pfipevnéna pomoci entomologického Spendliku k Petriho misce zalité
parafinem, do které byl nalit vychlazeny fyziologicky roztok (0,9% NaCl, 0,042% KClI,
0,025% CaCla,, 0,02% NaHCO3). Nasledné byla kukla oteviena pomoci nastroju tak, aby bylo
mozné odstranit stfevo a tukovou tkan. Z oteviené kukly byly vyjmuty ovarioly ¢i testes,
podle pohlavi jedince. Ovarioly byly nasledné presunuty do fixacniho roztoku. Testes byly
nejprve 8 minut hypotonizovany v hypotonickém roztoku (0,075 M KCI) a nasledné

preneseny do fixaze Carnoy (smés ethanolu, chloroformu a kyseliny octové v pomeéru 6:3:1).

Mezitim byla pfipravena podlozni skla (Superfrost, Menzel-Gliaser, Némecko),
na ktera byly pozd¢ji vzorky pfesouvany. Podlozni sklo bylo namoceno do kyselého ethanolu

(roztok 1% HCI v 96% ethanolu). Po vytazeni bylo sklo docisténo ubrouskem.

Ovarioly ¢i testes byly ve fixazi po dobu 15 minut, a poté byly pieneseny na vyc¢isténé
podlozni sklo, na kterém byla pfipravena kapka vychlazené 60% kyseliny octové. V kapce
kyseliny octové byly nasledné¢ vzorky macerovany pomoci wolframovych jehel tak,
aby nebyly pod mikroskopem vidét zadné vétsi kusy tkani. Po macerovani byla skla
se vzorkem prfenesena na histologickou plotynku vyhtatou na 45 °C. Na skle byla
popotahovana kapka kyseliny octové s rozmacerovanym vzorkem rovnomeérné az do té doby,

dokud kapka téméf nezmizela. Takto pripraveny preparat byl zkontrolovan pod mikroskopem,



odvodnén v ethanolové tfadé (70%, 80% a 100% ethanol) a po uschnuti ulozen do -20 °C.
Zbytek tkani byl zmrazen v tekutém dusiku a pozdé€ji uchovavan pii teplote¢ -20 °C

na naslednou izolaci DNA.

3.3 Izolace DNA

Pro ziskani celkové DNA z organismu byla pouzita metoda zalozena na extrakci DNA
pomoci hexadecyltrimethylammonium bromidu (CTAB) (Winnepenninckx et al., 1993).

K ziskani DNA byly pouzity kukly ¢i zbytky kukel po pitve.

Nejdiive byl pripraven extrakéni pufr podle tabulky I. Té€lo jedince bylo pomoci
tloucku rozmélnéno v 800 pl roztoku v 1,5ml zkumavce. Vzorek byl pfes noc ponechan

pii 60 °C pfi tiepani 300 rpm, aby doslo k degradaci bilkovin.

Tabulka I: Prehled chemikalii v extrakénim pufru.

Chemikalie Vychozi koncentrace Mnozstvi/10 ml
H>O 5,33 ml

1 M Tris 100 mM I ml

5 M NaCl 1,4M 2,8 ml

0.5 M EDTA, pH 8 40 mM 0,8 ml

CTAB 2% 02¢g
Mercapthoethanol 0,2% 20 ul
Proteinaza K (Macherey- | 0,1 mg/ml 50 ul

Nagel, Némecko)

Po rozpusténi materidlu byl obsah zkumavky prenesen do vétsi zkumavky (2ml).
Do zkumavky byl pfidan stejny objem (800 ul) chloroformu. Vzorky byly nasledné michany
otaCenim zkumavek po dobu 2 minut, a poté stoCeny v centrifuze (10 minut, 14 000 rpm,

4°C),

Po stoceni zkumavek byla pfepipetovana horni faze, obsahujici DNA, do Ccisté
zkumavky a krok s chloroformem byl zopakovan. Nakonec byla horni faze prepipetovana
do cisté 1,5ml zkumavky, néasledné bylo ptidano 5 ul RNAzy A (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) a vzorek byl inkubovan pfi 37 °C 30 minut. Po inkubaci byly ke vzorku



ptidany 2/3 objemu isopropanolu a v§e bylo lehce promichano. Vzorek byl pozdéji ponechan
zhruba 30 minut pfi pokojové teploté, dokud se nevytvorila viditelnd vysrazena DNA. Vzorek
byl poté centrifugovan 15 minut (14 000 rpm, 4 °C), aby se vytvofil pelet. Supernatant byl
opatrné odstranén a pelet byl pomoci centrifugace dvakrat promyt v 500 ul 70% ethanolu.
Nasledné byl ethanol odebran a osuseny pelet byl rozpustén v MilliQ (20-50 ul podle velikosti
peletu). Ziskané mnozstvi DNA bylo zméfeno pomoci spektrofotometru Nanodrop 2000
a fluorimetru Qubit 3.0 (oba ThermoFischer Scientific, Waltham, USA) a pfipadna

fragmentace byla zkontrolovana pomoci metody elektroforetické separace.

3.4 Gelova elektroforéza

Vzorky DNA, které byly ziskany pomoci popsanych metod, byly kontrolovany
za pomoci gelové elektroforézy. Koncentrace pouzitych geli byla, podle potieby, 1%
nebo 1,5% agar6za v TAE (Tris-Acetate-EDTA: 40 mM Tris, 20 mM kyseliny octove,
1 mM EDTA; pH 8). Do vzniklych jamek byl napipetovan nejprve velikostni marker
(100 bp — DNA ladder 50 pg) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Némecko) a nasledné vzorky
s barvou Gel Loading Dye Blue (New England BioLabs, USA). Doba, po kterou elektroforéza
beézela, zavisela navelikosti fragmenti vzorkd. Obvykle se pohybovala mezi 30 az

45 minutami pii 100 V.

Po skonceni elektroforézy byl agar6zovy gel obarven v roztoku ethidium bromidu
po dobu 15 minut. Po skonceni tohoto procesu byl gel vyfocen pod UV zafenim a velikost
fragmentt byla nasledné zméfena porovnanim prouzki v PCR produktu s velikostnim

markerem, slozeného z fragmentt o znamé velikosti.

3.5 Ziskani sekvenci a navrhovani primeru

Sekvence satelitni DNA mi byly poskytnuty kolegyni RNDr. Martinou Hejnickovou,
ktera provadéla jejich analyzu pomoci programu RepeatExplorer (Novak et al., 2013). Prvni
satelitni sekvence byly ziskany analyzou vefejné dostupného genomu pidalky podzimni
(SRA: SRP049098). Nasledn¢ byly analyzovany nase genomy pid’alek, a to genomy tii samcu
atii samic z riznych rodin sekvenovanych na 1x pokryti genomu na platformé Illumina firmou

Novogene (Peking, Cinska lidova republika).
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Primery byly navrzeny programem Geneious (verze 11.1.4) (Biomatters, Auckland,
Novy Zéland), a to tak, ze konsensus sekvence daného satelitu byl nejprve zkopirovan,
aby tvoril dimer, a pak byly vybrany primery, které amplifikovaly oblast pfes hranici
monomeru. Diky tomu se mohly tvofit jen produkty, které pochazely z tandemové repetice.

Syntézu primert provadéla firma Generi Biotech (Hradech Kralové).

3.6 PCR

Metoda PCR slouzi k amplifikaci vybranych useki DNA za pomoci kratkych useka
DNA (primerti) a termostabilni DNA polymerazy, ktera béhem 30 cyklu sestavajicich
z denaturace, nasednuti primerd a elongace syntetizuje nové kopie vybraného tiseku. PCR byla
pouzita k amplifikaci vybranych sateliti z genomové DNA (gDNA), k ovéfeni pfitomnosti

insertu v plasmidech po klonovani PCR produkti a ke znaceni sond pro FISH.

K amplifikaci jednotlivych satelitd byly pouzity specifické primery, pro oveéfeni
pfitomnosti a velikosti insertd po klonovani byly pouzity univerzalni primery M13 (Generi

Biotech, Hradec Kralové). Slozeni primerd muzeme vidét v tabulce ¢islo II.

Tabulka II: Pouzité primery.

Nazev primeru | Sekvence Nasedaci | Ocekavana
teplota velikost produktu
Primer M13 F | CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC | 60 °C Dle insertu

Primer MI13 R | CAGGAAACAGC TATGAC 60 °C Dle insertu
Primer CL49 F | CTCTCCAGTCGACCTGCAAC 60 °C 374 bp
Primer CL49 R | GGGATGGTGTTTCGGCTACA 60 °C 374 bp

Primer CL175 | TCATGTCCGAAAGTTTGAAAAGT |60 °C 152 bp
F
Primer CL175 | TCTGCTGGCATTTTAACGTGAG 60 °C 152 bp
R
Primer CL219 | AGGCAATCAAAAGGGAGGGC 60 °C 171 bp
F
Primer CL219 | CAAAAATGCTTGTGGACATCAACT | 60 °C 171 bp
R
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3.6.1 Amplifikace satelitni DNA pomoci PCR
PCR reakce pro amplifikaci satelitni DNA z gDNA byla smichéana z latek uvedenych

v tabulce ¢islo I11.

Tabulka III: Piehled chemikalii v PCR reakci.

Latky 1 reakce (25 ul)
Voda 12,8 - x

ExTaq pufr (10x) 2,5 ul

Primer F (10 uM) 2,5 ul

Primer R (10 uM) 2,5 ul

dNTPs (0,5 nM dATP, dCTP, dGTP; 0,1 | 2 ul
mM dTTP) (TaKaRa, Japonsko)
ExTaq polymeraza (10 U/ul) (TaKaRa, | 0,2 pl

Japonsko)

gDNA templat x (1 ng)

Kvuli odhaleni pfipadné kontaminace byla vzdy spolu sjednotlivymi vzorky
namichana i negativni kontrola, kterd neobsahovala templatovou DNA. Po namichani vSech
reakci byly PCR zkumavky vlozeny do cycleru (Biometra, Némecko). Profil PCR byl

pro vSechny tii satelitni sekvence stejny (viz tabulka I'V).

Tabulka I'V: Program PCR pro amplifikaci satelitni DNA z gDNA.

Denaturace 94 °C 3 minuty

Denaturace 94 °C 30 sekund

Annealing 60 °C 30 sekund

Extenze 72 °C 30 sekund — zpét na krok 2 (29x)
Finalni extenze 3 minuty

4°C porad

Po skon¢eni PCR reakce byly vzorky kontrolovany pomoci gelové elektroforézy a ptipadné
meéfeni koncentrace probihalo na fluorimetru Qubit 3.0 ¢i Nanodropu 2000. Po amplifikaci
byla DNA o ocekavané délce ziskana metodou izolovani DNA z agar6zového gelu pomoci

kitu Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, USA), kdy bylo postupovano
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podle prilozeného navodu vyrobce, nebo byla z gelu pfimo vymackana pomoci parafilmu,

pfenesena pipetou (2 pl) a nasledné pouzita jako templat do reamplifikaéni PCR reakce.

3.7 Klonovani a sekvenace

Klonovani a nasledné osekvenovani bylo pouzito, abychom presné veédély, s jakou
sekvenci pracujeme. Ke klonovani byly pouzity kompetentni buriky bakterie E. coli, kmen
DH5a. Ziskané plasmidy s integrovanym insertem byly poté pouzity na sekvenovani

a jako templat pro PCR znaceni sond pro FISH.

Zivné médium pro bakterie bylo pfipraveno z pragkového LB média (20 g/1) (Duchefa
Biochemie, Nizozemsko), agaru (20 g/1) (VWR Life Science, USA) a MilliQ vody.
Po autoklavovani a ochlazeni bylo pfidano antibiotikum ampicilin na finalni koncentraci
100 pg/ml. Po ztuhnuti bylo na kazdou misku s zivnym médiem napipetovano 20 pl 122mM
X-Galu (5-bromo-4-chloro-3-indonyl-f-D-galactoside) a 70 pl 100mM IPTG (isopropyl-B-D-
1-thiogalactopyranosid). VSe bylo rozetfeno sterilni zahnutou sklenénou tycinkou

(tzv. hokejkou) a ponechéano k utuhnuti.

3.7.1 Ligace
Kligaci byl vyuzit kit pGEM-T Easy Vector Systems (Promega, USA). Bylo
pracovano podle navodu vyrobce, mnozstvi DNA v liga¢ni reakci bylo 50 ng. Reakéni smés

byla inkubovana ptes noc v lednici (4 °C).

3.7.2 Transformace kompetentnich bunék pomoci teplotniho Soku (heat shock)
Kompetentni butiky (50 pl) byly vyndany z -80 °C a rozehiaty v ruce. Poté byly
ulozeny na dobu zhruba 10 minut na led. Nésledné k nim bylo napipetovano 2,5 pul ligacni
reakce. Po promichani byla zkumavka s bakteriemi opét umisténa na led na dobu 30 minut.
Poté byly buiky po dobu 90 sekund inkubovany pti 42 °C a pak znovu presunuty na led
na 1-2 minuty. Nésledné bylo do smési pfidano 800 ul sterilniho LB a smés byla zahfivana
v termobloku pfi tfepani na 37 °C po dobu 45 minut. Pak byla smés centrifugovana
pii 7 500 rpm 30 sekund, vétSina supernatantu byla odstranéna a pelet byl resuspendovan
ve zbytku LB média. Ziskanad smés byla rozdélena na poloviny, které byly napipetovany

na dvé misky s potravou, rozetfeny sterilni hokejkou a ponechany ve 37 °C do druhého dne.
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3.7.3 Testovani pritomnosti insertu pomoci PCR a preneseni na nové médium

Po vyndani misek ze 37 °C byly narostlé kolonie se zaklonovanym insertem
vyhodnoceny a nadéjné samostatné bilé klony (tj. klony patrn€ obsahujici insert) byly pomoci
sterilniho paratka preneseny na pfipravené Cisté misky s LB médiem a ampicilinem. Z kazdé
misky, pokud zde bylo dostatek klont, bylo vybrano zhruba 10 kolonii. Misky byly utésnény
parafilmem a byly vlozeny do 37 °C do druhého dne.

Pro ovéfeni délky insertu byla provedena amplifikacni PCR reakce s univerzalnimi
primery M 13 a OneTaq polymerazou (New England BioLabs, USA) (slozeni reakce v tabulce
Cislo V). DNA do reakce byla pfidana omytim paratka s nabranou kolonii v PCR reakci.

Nasledovala kontrola gelovou elektroforézou. Program PCR je v tabulce Cislo VL.

Tabulka V: Slozeni PCR reakce s OneTag polymerazou.

Latky 1 reakce (25 pul)
H>O 12,7 ul

Ix OneTaq pufr (New England BioLabs, | 5 pl

USA)

dNTPs 2 ul

Primer M13 F (10 uM) 2,5 ul

Primer M13 R (10 pM) 2,5 ul

OneTaq polymeraza (0,04 U) 0,2 ul

DNA variabilni

Tabulka VI: Program PCR reakce pro testovani klonti na pfitomnost a velikost insertu.

94 °C 3 minuty

94 °C 30 sekund

57°C 30 sekund

72 °C 1 minutu (od kroku 2 - 29x)
72 °C 5 minut

4°C Porad
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3.7.4 Inokulace
Dalsi den byly vybrané kolonie z pfeockovanych misek inokulovany do 2 ml tekutého

LB média se 200 ug ampicilinu. Zkumavky byly pfes noc inkubovany a tiepany pti 37 °C.

Plasmidy byly izolovany kitem NucleoSpinPlasmid (MACHEREY-NAGEL,
Némecko). Bylo postupovano podle protokolu vyrobce a konecny produkt byl rozpustén
do 50 ul elu¢niho pufru. Vzorky byly odeslany na sekvenaci (Seqme, Dobfis). Sekvenovani

bylo provedeno s vyuzitim univerzalnich primerd M13 ve sméru forward i reverse.

3.8 Lokalizace satDNA na chromosomech pomoci FISH
3.8.1 Znaceni sondy pomoci PCR

Sondy, znacené v piipadé pfimé FISH fluorochromem Cy3, byly pfipraveny pomoci
PCR, kdy jako templat byla pouzita plasmidovda DNA s vlozenou sekvenci ptislu§ného
satelitu. Primery byly pouzity specifické, podle toho, jaky satelit jsme chtély mapovat. PCR
byla provedena podle protokolu z tabulky VII. Slozeni PCR reakci je uvedeno v tabulce Cislo
VIIL

Tabulka VII: Program PCR pro znaceni sond.

Denaturace 94 °C 30 sekund

Annealing 60 °C 30 sekund

Extenze 72 °C 1 minuta 15 sekund — zpét na krok 2 (29x)
Finalni extenze 72 °C 3 minuty

4°C porad
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Tabulka VIII: Slozeni PCR reakce.

Latky 1 reakce (25 pl)
H20 13,4 —x
ExTaq pufr 2,5 ul

dNTPs pro znaceni (0,25 mM dATP, dCTP, | 4 ul
dGTP a 0,09 mM dTTP, 0,16 mM
dUTP - Cy3) (Jena Bioscience, Némecko)

Primer R 2,5 ul
Primer F 2,5 ul
ExTaq polymeréaza 0,125 pl
Plasmid DNA X

3.8.2 Prima FISH

Prima FISH je metoda, ktera slouzi k lokalizaci sateliti pfimo na chromosomech
za pomoci sond znacenych fluorochromem se Cy3. Prace byla, kvili fotosenzitivité sondy,
provadéna v piitmi. Pfima FISH byla pouzita jen v pfipadé satelitu CL49 pro ziskani

predbéznych vysledka.

Po ziskani sond nasledovala centrifugace hybridizacnich mixt (300 ng sondy + 25 pg
DNA z lososich spermii + 1/10 objemu 3M octanu sodného + 2,5x objemu 100% studeného
ethanolu) pfi 14 000 rpm, pii 4 °C 15 minut Po centrifugaci byl odstranén supernatant.
Do zkumavky bylo pfidano 400 pl 70% studeného ethanolu a centrifugace byla nasledné
opakovana za stejnych podminek po dobu péti minut. Po druhé centrifugaci byl supernatant
opét odpipetovan a pelet byl ponechan na vzduchu k aplnému vysuSeni. Poté byl pelet
rozpustén v 5 pl deionizovaného formamidu (FA) a ponechan v termobloku pii 37 °C
na 30 minut s konstantnim tfepanim. Po rozpusténi peletu bylo do mixu pfidano 5 pl
20% dextran sulfatu v 4x SSC ohratého na 37 °C a smés byla vortexovana. Nasledovalo
pétiminutové denaturovani mixu pfi 90 °C, po kterém byly zkumavky urychlené pieneseny

na led.

Mezitim probihala pfiprava skel s preparaty. Po vytazeni z mrazaku (-20 °C) byly
preparaty nejprve za pomoci ethanolové fady odvodnény. Kazdé sklo bylo na dobu 30 sekund

vlozeno do 70% ethanolu a nasledné do ethanoli 80% a 100% pokojové teploty. Po odvodnéni
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byly preparaty ponechany na vzduchu, dokud nebyly uplné suché. Poté byly preparaty
zapeCeny pi1 65 °C 30 minut.

Na kazdy preparat bylo naneseno 100 pl 70% deionizovaného formamidu v 2x SSC.
Preparaty byly piikryty krycim sklem 24x50 mm a denaturovany 3,5 minuty v termobloku
pii 68 °C. Po denaturaci byla kryci skla odstranéna a preparaty byly vloZzeny na 1 minutu
do kyvety s vychlazenym 70% ethanolem (-20 °C). Nasledn¢ byly preparaty odvodnény
v 80% a 100% ethanolu pokojové teploty po dobu 30 sekund a ponechany k oschnuti.

Na kazdy preparat bylo naneseno 10 pl zdenaturované hybridiza¢ni smeési a nasledné
bylo vSe opatrné prikryto krycim sklem o velikosti 24x32 mm. Byly vytlaceny bubliny a okraje
krycich skel byly prekryty lepidlem Rubber cement (Marabu, Némecko). Nasledovala tfidenni
inkubace pii 37 °C ve vlhké komurce (krabiCka s papirovym ubrouskem namocenym

do 2x SSC).

Po tfech dnech byly preparaty vytazeny a lepidlo bylo odstranéno. Nasledné byly
preparaty pii teploté¢ 25 °C promyvany 2x 5 minut ve 2x SSC, 2x 5 minut v I1x SSC,
Ix 1 minutu v 1x PBS a 1x 1 minutu v MilliQ vodé s 1% Kodak PhotoFlo. Po uschnuti bylo
na kazdy preparat naneseno 25 ul DABCO (Sigma-Aldrich, USA) s DAPI (o finalni
koncentraci 1 pg/ul) (Sigma-Aldrich, USA). Preparat byl opatrné piikryt krycim sklem
o velikosti 25x40 mm tak, aby nevznikly bubliny. Prebytecna kapalina byla vymackana
pomoci filtracniho papiru a okraje kryciho skla byly zalepeny lakem na nehty.

3.8.3 Lokalizace satDNA na chromosomech pomoci neprimé FISH

FISH snepifimo znaenou sondou pouzivame na lokalizaci sateliti piimo
na chromosomech. Neznacenou sondu je potieba detekovat latkou, ktera ma afinitu k sond¢.
V tomto piipadné byla pouzita sonda znacena biotinem, na kterou byl pozdé€ji navazan

streptavidin znaceny Cy3.

Nejprve byly pfipraveny hybridizacni smési se sondami, které obsahovaly 50 ng sondy,
2,5 ul DNA zlososich spermii, 1/10 objemu octanu sodného a 2,5x objemu studeného

100% ethanolu. Dalsi postup prvniho dne byl stejny, jako u pfimé FISH.

Na konci, po pfiprave preparati a hybridizacnich roztokid se sondami, bylo na kazdé

sklo napipetovano 10 pl tohoto roztoku a vse bylo zakryto krycim sklem. Okraje krycich skel
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byly zalepeny lepidlem Rubber cement, aby nedochézelo k odpatfovani. Takto pfipravené

preparaty byly vlozeny do vlhké komirky a pfes noc byly ponechany k hybridizaci pti 37 °C.

Druhy den byla skla s preparaty vyndana ze 37 °C, opatrné bylo sundano lepidlo
Rubber cement a kryci skla byla odstranéna. Thned poté byly preparaty vlozeny na 5 minut
do kyvety s prvnim roztokem, a to do 2x SSC, ktery byl vyhtaty na 42 °C. Nasledn¢ byly
presunuty do druhé kyvety s 2x SSC za téch samych podminek. Poté byly preparaty presunuty
postupné do kyvet s roztoky vyhtatymi na 42 °C a za stdlého michani byly promyvany
v nasledujicich krocich: dvakrat byly promyty v 0,1x SSC po dobu 5 minut a jednou
ve 2x SSC po dobu 5 minut. Nasledné v roztocich za pokojové teploty: jednou v 2x SSC
po dobu 10 minut za stalého michéani a poté v roztoku WBB (0,1% Tween, 1% odtu¢néné
mléko (Difco™ Skim Milk, Becton Dickson and company, Francie), 2x SSC) po dobu
15 minut. Poté bylo 100 ul WBB se streptavidinem/Cy3 (9 ng/ul) napipetovano na pfipravena
skla, zakryto krycim sklem a ve vlhké komurce ponechano pii 37 °C po dobu 1 hodiny,
aby doslo k vazbé proteind. Po hybridizaci byla kryci skla odstranéna, 3x promyta v roztoku

WBB pii 45 °C a michani.

Nasledné bylo doprostied preparatu napipetovano 25 ul roztoku DAPI + DABCO
a opatrné prekryto krycim sklem 25x40 mm tak, aby nevznikly bubliny. Pfebytecna kapalina
byla vymackana pomoci filtra¢niho papiru a kraje kryciho skla byly zalepeny vrstvou laku
na nehty. Po skonceni byly vzorky bud ihned mikroskopovany, nebo byly ulozeny
do zatemnéné krabicky do lednice (4 °C).

3.9 Analyza preparatu

Vsechny preparaty byly pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem Zeiss
Axioplan 2 pod objektivy 63x a 100x. Po vyfoceni preparati Cernobilou kamerou Olympus
CCD XM10 za pomoci programu cellSence Standart 1.9 (Olympus, Némecko), byly
jednotlivé fotografie skladany a upravovany v programu Adobe Photoshop CS4 (verze 11.0).
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4 Vysledky

4.1 Bioinformaticka analyza

Komparativni analyza provedena pomoci RepeatExploreru mou kolegyni
RNDr. Martinou Hejnickovou ukazala pét dosud neznamych satelitt (viz tabulka Cislo IX).
Tti z té€chto satelit byly v této praci zaklonovany a lokalizovany v genomu pid’alky podzimni,

a to satelity CL49, CL175 a CL219.

Tabulka IX: Vysledky komparativni analyzy RepeatExploreru (RE).

Klastr | Klasifikace RE" | Délka % Pomér Ocekavané
monomeru | genomu | samice/samec ** | umisténi

CL49 | Satelit LC 374 bp 0,140 0,822 Obohacené na Z

CL55 | Satelit HC 62 bp 0,130 0,776 Obohacené na Z

CL156 | Satelit LC 38 bp 0,032 1,535 Obohacené na W

CL175 | Satelit LC 152 bp 0,026 0,875 Obohacené na Z

CL219 | Satelit LC 171 bp 0,019 1,516 Obohacené na W

"LC = low confidence, HC = high confidence, klasifikace programu TAREAN v Repeat

Exploreru

** pomér poctu Cteni (readi) obsahujicich sekvenci daného satelitu

4.2 PCR

Nejprve byly ziskany primery, které byly nasledné pouzity do PCR reakci. Pro ovéfeni
spravnosti a pritomnosti danych satelitnich sekvenci byla pouzita metoda PCR, pfiCemz
pokazdé byla provedena také negativni kontrola bez DNA. PCR byla provadéna u vSech
primert na vice vzorcich za jiné nasedaci teploty, ktera byla postupné upravovana na nejvice
vyhowvujici pro kazdy satelit zvlast’ (viz tabulka X). Kromé teploty bylo upravovano i mnozstvi
templatové gDNA, které bylo do reakce pipetovano od 0,1 ng do 1 ng. Nakonec bylo pouzito

mnozstvi 1 ng (obrazek &islo 2).
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Tabulka X: Satelity a idealni nasedaci teplota jejich primeru.

Nazev satelitu Nasedaci teplota Ocekavana velikost PCR
produktu

CL49 60 °C 374 bp

CL175 60 °C 152 bp

CL219 60 °C 171 bp

CL219
CL219 -K

O
N
h
—
O

1000 bp —

500 bp —
300 bp —

100 bp —

PRSI R L A T NE | AR OTE

Obr. 2: Vysledky PCR amplifikace vybranych satelitii. -K oznacuje negativni kontrolu.

Po extrakci z gelu, zaklonovani a kontrolni sekvenaci byly plasmidy se spravnymi

inserty pouzity na vyrobu znacenych sond pro metodu FISH.
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4.3 Lokalizace vybranych satelita

Distribuce vybranych satelitnich sekvenci v genomu byla analyzovana pomoci FISH
na chromosomalnich preparatech z ovariol a testes kukel pid’alky podzimni v pachytenni fazi
meidzy 1. Sam¢i preparaty byly pouzivany hlavné pro optimalizaci FISH, pro vlastni lokalizaci
satelitu jsou méné informativni, protoze neobsahuji chromosomy W. Samici pohlavni
chromosomy tvoti tetravalent WiW2W3Z, ktery Ize ve vétsSiné jader dobfe rozpoznat diky

heterochromatinizovanému Wj.

Jako prvni byl mapovan satelit CL49 pomoci pfimé i neptimé FISH na samici preparat
(obrazek cislo 3). Po srovnani vysledkt piimé a nepiimé FISH bylo rozhodnuto, Ze nasledna
mapovani budou provadéna pomoci nepfimé FISH, protoze hybridizacni signal byl silngjsi
a stalejsi. CL49 byl podle analyzy z naSich satelitti nejabundantné&jsi a mél se vice vyskytovat
u samce na pohlavnim chromosomu Z. Jak se ale ukézalo, satelit CL49 hybridizoval téméf
vyhradné do subtelomerickych oblasti v§ech chromosomu, coz u motylich satelitt neni bézné.
Na obou koncich tetravalentu pohlavnich chromosomu se nachazel jeden hybridizacni signal,
bez pouziti malovaci sondy na W nebo CGH vsak nebylo mozné jednoznacné urcit, jestli je

lokalizovan na chromosomu Z nebo na nékterém z chromosoma W.

Dalsi mapovanou sekvenci byl satelit CL175 (obréazek cislo 3), ktery mél byt, stejné
jako u satelitu CL49, obohacen pifedevS§im u samce, tedy opét na chromosomu Z.
Po zamapovani se ale ukazalo, ze satelit je rozSifen po celém genomu a preferenci na pohlavni

chromosom nema.

Poslednim zaklonovanym satelitem byl CL219, ktery mél, na rozdil od ptedeslych
satelitd, podle analyzy RepeatExploreru (pomér samice a samce = 1,516) Sanci se vyskytovat
spiSe u samice a byt obohacen na chromosomu W. Satelit CL219 byl méné abundantni
nez CL175, ale opét byl jeho vyskyt rizné roztrousen po celém genomu (viz obrazek ¢islo 3).
Na tetravalentu pohlavnich chromosomu se nachazi ne€kolik slabych signald, u kterych opét
nelze s jistotou urcit, na kterém chromosomu se nachazeji. Tento satelit byl vyrazné obohacen

na jednom autosomalnim bivalentu.
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Obr. 3: Vysledky lokalizace vybranych satelitnich sekvenci pomoci FISH na samicich
chromosomalnich preparatech ve fazi pachytene u pidalky podzimni. a — satelit CL49,
b — satelit CL175, ¢ — satelit CL219. Cervenou barvou jsou znageny sondy, modrou barvou
jsou obarveny chromosomy fluorescenénim DAPI. Sipkami u nékresd jsou oznadena mista,

kde se nachazi tetravalent W1 W2oW3Z. Méfitko je 10 um.

Ackoliv vSechny vybrané satelitni sekvence mély potencial byt obohacené

na pohlavnich chromosomech, neobjevil se zde vyznamné ani jeden. V souhrnné tabulce ¢islo
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XI mazeme vidét rozdil mezi pivodnim oCekavanim umisténi sateliti podle RepeatExploreru

a jaké umisténi sateliti nakonec bylo.

Tabulka XI: Souhrnna tabulka umisténi zkoumanych satelitu.

Satelit Ocekavané umisténi Skuteéné umisténi

CL49 Obohacené na Z Pravdépodobné subtelomerické
oblasti vSech chromosomu, pfitomen
v malé mife v koncovych oblastech

na tetravalentu WiW2WsZ

CL175 Obohacené na Z Roztrouseny po genomu, nepfitomen

na tetravalentu WiW2WsZ

CL219 Obohacené na W Roztrouseny po genomu, piitomen
vmalé mife na tetravalentu
WiW2Ws3Z, obohaceny na jednom

autosomalnim bivalentu
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5 Diskuze

Na zacatku této prace nebylo o genomu pid’alky podzimni mnoho informaci. M¢ly
jsme ale k dispozici praci, ve které byly zkoumany pohlavni chromosomy pid’alky podzimni,
pfi¢emz se ukazalo, ze zde doslo ke vzniku tetravalentu W1 W2W3Z. Tento tetravalent se sklada
z puvodniho chromosomu W1 a nové vzniklych chromosomia W> a W3 (Hejnickova et al.,
2021) a nasim cilem bylo zjistit, které satelity se zde nachazeji. Pavodni Wi bylo
na preparatech obarvenych DAPI nejvice viditelné, coz nam ukazalo, ze se zde nachazi mnoho

A-T bohatych sekvenci.

Prvnim krokem této prace byla bioinformaticka analyza vetejné piistupného genomu
(Derks et al., 2015) a nasledné osekvenovanych genomu Sesti jedincG RNDr. Martinou
Hejnickovou, pficemz bioinformaticka analyza ukazala dohromady pét satelitl, jez mély

potencial byt obohacenymi na pohlavnich chromosomech.

Dosud bylo satelitnich sekvenci v motylich genomech nalezeno malo. Satelitni
sekvence maji tendenci se nachazet v heterochromatinu. Velké bloky heterochromatinu byvaji
u motyld vzacné, a tudiz by to mohlo vysvétlovat jednu z pfiin, pro¢ je hledani novych
satelitti naro¢né. DalSim z divodu je, ze diive bylo hledani satelitnich sekvenci slozité a drahé,
ale nyni jiz mame bioinformatické nastroje, které nam tuto praci ulehcuji a da se ocekavat,
ze znamé satelitni sekvence budou pomémé rychle pfibyvat (Novak et al., 2013; Palomeque

a Lorite, 2008; Treangen a Salzberg, 2012)

Kromé této prace bylo diky RepeatExploreru u motyli nalezeno a nasledné také
mapovano pouze nékolik malo satelitl, a to konkrétné jeden satelit (Cper-SatO1) u Cydalima
perspectalis s délkou monomeru 2 244 bp, dva satelity (Dpos-SatO1, Dpos-Sat02) u Diatraea
postlineella s délkami monomert 1391 bp a 1380 bp a Ctyfi satelity (Onub-SatOl,
Onub-Sat02, Onub-Sat03, Onub-Sat04) u Ostrinia nubilalis s délkami monomerd 528 bp,
453 bp, 957 bp a 123 bp. Satelit Cper-Sat01 a satelity Dpos-Sat01 a Dpos-Sat02 maji
na skupinu hmyzu prekvapivé dlouhou délku. Satelitni sekvence u hmyzu maji obvykle
do 600 bp. Satelity u Cydalima perspectalis a Ostrinia nubilalis byly obohacené
na chromosomu W, jak se pivodné oCekavalo, naproti tomu satelity u Ditraea postlineella
na chromosomu W obohaceny nebyly. Kromé chromosomu W byly satelity roztrousené i jinde
po genomu (Cabral-de-Mello et al., 2021). Nami nalezené satelity byly o poznani kratsi, jejich
délka se pohybovala od pouhych 38 bp do 374 bp (viz tabulka Cislo IX v kapitole 4 Vysledky).
V dal§im piipadé byl RepeatExplorer vyuzit ke hledani repetitivnich sekvenci mezi
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jednotlivymi druhy bélaskt, a to u bélaska zelného (Pieris brassicae), bélaska fepkového
(Pieris napi) a bélaska fepového (Pieris rapae). Zde byly nalezeny dohromady Ctyfi satelity.
Tti satelity se vyskytovaly u bélaska zelného (CL04, CL26, CL183) a jeden u bélaska
fepkového (CL187). Délky téchto sateliti se pohybovaly mezi 109 bp a 235 bp. Z téchto
nalezenych sateliti byly podle RepeatExploreru na chromosomu W obohaceny satelity CL26
u bélaska zelného a CL187 u bélaska fepkového. Ostatni satelity se vyskytovaly v mensi mire

na autosomech obsahujicich heterochromatin (Pinkrova, 2020).

V dobé, kdy jesté nebyl k dispozici RepeatExplorer a jiné novéjsi bioinformatické
nastroje, bylo u motyld nalezeno pét sateliti, a to MBSAT1 u Mamestra brassicae
(Noctuidae), CpSAT-1 u Cydia pomonella (Tortricidae), PiSatl u Plodia interpunctella
(Pyralidae), Taql u Antheraea mylitta (Saturniidae) a FR satDNA u Spodoptera frugiperda
(Noctuidae) (Dalikova et al., 2017; Lu et al., 1994; Mahendran et al., 2006; Mandrioli et al.,
2003; Véchtova et al., 2016). Spolecnym znakem vSech téchto sateliti, a to jak nové

objevenych ¢i starsich, je jejich bohatost na A-T sekvence (Cabral-de-Mello et al., 2021).

Z nasich péti nové nalezenych satelith byly z ¢asovych divodu zkoumany pouze tii
(CL49, CL175 a CL219). Pomoci PCR analyzy bylo ovéfeno, ze se skutecné jedna
o tandemové repetice tak, jak pfedpovidal RepeatExplorer. Na zakladé komparativni analyzy
samcich a samiCich genomu se vSechny zkoumané satelitni sekvence mély nachazet u obou
pohlavi, ale vyskytovat se mély i na pohlavnim chromosomu W nebo Z. Satelity CL49, CL55
a CL175 by mély byt obohaceny na chromosomu Z a satelity CL156 a CL219 na chromosomu
W. Analyza mist, kam si satelity skuteCné¢ sedaji byla provedena fluorescencni in situ

hybridizaci.

Po zamapovani satelitd do genomu se ukazalo, ze satelity se vyskytovaly v podobé
klastra, které byly rozmistény razné po genomu. Satelity CL175 a CL219 se vyskytovaly
pouze na nékterych chromosomech, zatimco CL49 se vyskytoval na vS§ech chromosomech.
Co se tyCe pohlavnich chromosomi, n€kolik malo signalti se vyskytovalo na tetravalentu
u satelitt CL49 a CL219. To, ze se satelity na pohlavnich chromosomech téméf vubec
nevyskytovaly je zajimavé, jelikoz ptivodni chromosom W je u tohoto organismu nejbohatsi
misto na heterochromatin, u kterého bychom vyskyt satelitnich sekvenci ocekavaly. Dal§im
prekvapenim byl satelit CL49, ktery se ukazal byt nejspi§ ve vSech subtelomerickych

oblastech, coz dosud zadny motyli satelit neudélal.
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Nékteré z predeslych znamych sateliti se pravé na chromosomu W vyskytovaly
(CL26, CL187, Onub-Sat01, Onub-Sat02, Onub-Sat03, Onub-Sat04, Cper-SatO1, MBSATI,
PiSatl a FR satDNA). Vyskyt sateliti v genomech motyli muaze byt v podobé klastra
nebo roztrousenych signalt, satelity se mohou vyskytovat jednotlivé po celém genomu,
¢i mohou byt rozmistény na v§ech, nebo pouze na nékterych chromosomech (Cabral-de-Mello
et al., 2021; Dalikova et al., 2017; Lu et al., 1994; Mandrioli et al., 2003; Pinkrova, 2020;
Véchtova et al., 2016).

Na tetravalentu pidalky podzimni a konkrétné chromosomu W; se tedy mohou
vyskytovat bud’ sekvence, které nebyly zamapovany, nebo mize byt chromosom tvofen nécim
upln€ jinym. Jednou z moznosti je, ze Wi muze byt tvofen mikrosatelity, které jsme
ale z analyzy RepeatExplorerem nedostaly, jelikoz byly zamémeé bioinformaticky zakryty
a nebyly brany v uvahu. Dalsi z pravdépodobnych véci, kterym by chromosom Wi mohl byt
tvofen, jsou mobilni elementy. Mobilni elementy na pohlavnim chromosomu W byly
prokazany jiz u né€kolika druhd, a to naptiklad u Cydia pomonella (Fukova et al., 2007),
Ephestia kuehniella (Traut et al., 2013) a Bombyx mori (Abe et al., 2005).

Rozdil mezi vysledky komparativni bioinformatické analyzy a zamapovani satelitt
pomoci FISH muze byt zpiisoben napf. tim, Ze nami pouzita FISH nebyla dostatecné citliva
na detekci ptipadnych kratkych klastrd satelitni DNA. Re§enim by bylo pouzit zesileni signalu
pomoci antistreptavidinu, protilatky proti streptavidinu, kterym se detekuje sonda znacCena
biotinem, a naslednou inkubaci se strepavidinem znacenym fluorochromem Cy3. Dalsi
moznosti, pro¢ se nepodafilo prokazat obohaceni sateliti na nékterém z pohlavnich
chromosomii je pfipadna vnitrodruhova variabilita zkoumanych repetitivnich sekvenci.
Osekvenované genomy pochazely z jinych rodin, nez ze kterych byly pofizeny preparaty, a je

tak mozné, Ze se rodiny navzajem lisi hojnosti jednotlivych satelitu.

5.1 Dalsi postup

Z Casovych duvodu nebyly dva z péti sateliti zamapovany, a to konkrétné satelity
CL55 a CL156. Oba satelity jsou pomérné kratké, CL55 m4 62 bp a CL156 ma pouhych 38 bp,
oba by ale zaroven mohly byt na pohlavnich chromosomech (CL55
na chromosomu Z a CL156 na chromosomu W). Jejich délka by mohla byt piekazkou

v nasledné praci s témito satelity. Satelit CL55 jsme se pokousely ptidat do této prace také,
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ale prozatim se nam nepodafilo ziskat funkéni primery. Satelit CL156, ktery m& monomer

dlouhy 38 bp, by mohl byt v budoucnu zamapovan za pouziti zna¢eného oligonukleotidu.

Dalsim krokem by mohlo byt zopakovani FISH s tfemi jiz zamapovanymi satelity
se zesilenim hybridizacniho signalu. Mohly by se tak detekovat piipadné kratké klastry
satelitni DNA, které byly pod detekcni schopnosti FISH pouzité v této praci. Pfipadna
vnitrodruhova variabilita v mnozstvi satelitnich sekvenci by mohla byt odhalena

prozkoumanim jedincu z jinych rodin a lokalit.
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6 Zavér

Repetitivni DNA hraje dulezitou roli v evoluci genomu a diverzifikaci pohlavnich
chromosomu. V této praci byly lokalizovany a zamapovany tii vybrané satelitni sekvence
pidalky podzimni identifikované komparativni analyzou samcich a samicich genomi
pomoci bionformatického nastroje RepeatExplorer. Pidalka podzimni je pro vyzkum
zajimavym druhem kvuli svym mnohoCetnym pohlavnim chromosomim WiW>W3Z,

pficemz chromosomy W se lisi trovni heterochromatinizace.

Vybranymi satelity byly CL49, CL175 a CL219. Jednotlivé satelity byly v této praci,
amplifikovany pomoci PCR, nasledné¢ zaklonovany, osekvenovany a vytvofené sondy

poté zamapovany pomoci FISH na samicich chromosomech pidalky podzimni.

I kdyz mély byt vSechny zkoumané satelity lokalizované nejen na autosomech,
ale i na chromosomu W nebo Z, jejich vyskyt byl na pohlavnich chromosomech velmi
omezeny. Repetitivni sekvence, které se na nich nachézeji, zejména na chromosomu Wi,
ktery je bohaty na heterochromatin, tak museji byt bud’ tvofeny satelity, se kterymi se v této
préaci nepracovalo, mikrosatelity nebo mobilnimi elementy. Podafilo se ale ziskat satelit
s umisténim v telomerickych/subtelomerickych oblastech v§ech chromosomi, coz u motyla

zatim nebylo pozorovano.
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8 Prilohy

Konsensus sekvence zkoumanych satelitnich sekvenci:
CL49 (374 bp):

AAAATAAGTGACATTTTTGACCATTTTTATACAAAAATTAAAGTTCAAACCTAAC
CTAACCCACGGTTAGGTTTGACGGTTTTTCGCGTGTATTTTCTTGCGTGAGTGAG
TTTTTTCTTCAGTTGTAGCCGAAACACCATCCCCCGACGCTCTCCAGTCGACCTG
CAACAAAAAGAAAAAATTAGCACGCGAAAAAACTAAAATTTGCAAATTCAGTT
CCAAAAAGTTGATATACCCAAGCTAATTTCCTTGAGAAATTACCTTTGATTTTGA
AATTATTGGAGTTGTTTTTGTGAATAAAAATAATTCCAAGTGCGCATAGGTATCT
ACACCTGTTAATTAGTTTCTACGTATTTTATCAGTGGTTTTGACTC

CL175 (152 bp):
AAAGTAGAAAAAAATATTTTCATCATTTCAAACAGTCTAGGAAGCTAGAACTCT
TTCGTTTTGAACAGATCCGTATCATAGCTGCAATCTAGAACTCGATTGGAGTCCA
GAACTCACGTTAAAATGCCAGCAGATCATGTCCGAAAGTTTGA

CL219 (171 bp):
TCGTAAAATTTGCTGTATGTTGATGATTTAGTCTCTAATTTTTTTATTTACCAAGG
TATCCCTCTAGATATCATTTGATTCACTTACTTATGTATTAGTTGATGTCCACAAG

CATTTTTGAGGCAATCAAAAGGGAGGGCGGGGTATTTAAGGCCAATTTTCGATC
AGTAT

35



