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1. Uvod

1.1. Chromozomalni urceni pohlavi

Konstituce pohlavnich chromozomi je u mnoha druhl Zivoc¢ichli rozhodujici pro urceni
pohlavi jedince. U vétSiny z nich se jedna o sam¢i heterogamii, kde samec nese dva pohlavni
chromozomy — X a Y, zatimco samice disponuje sadou dvou chromozomu X. Pii méné ¢astém
stavu, sami¢i heterogamii, je to obracen¢: dva stejné chromozomy Z maji samci a samice dva
chromozomy Z a W (Charlesworth 1996; Rice 1996). Zminéné systémy chromozomalniho
uréeni pohlavi (WZ/ZZ a XY/XX) se vyvijely nezavislé u riznych skupin zvitat a rostlin

(Charlesworth 1996).

1.2. Evoluce pohlavnich chromozomii

Vzhledem k tomu, Ze jsou zasadni charakteristiky mezi XY a WZ konfiguracemi podobné,
pro obé¢ plati totozné evolucni principy (Kaiser a Bachtrog 2010). Obecné uznavana teorie o
puvodu pohlavnich chromozomii pravi, Zze se vyvinuly z homologniho paru autozomu ve
chvili, kdy jeden z nich ziskal gen determinujici pohlavi (Charlesworth 1996; Bachtrog 2006).
Nasledné se na tomto chromozomu zacaly shromazd'ovat geny prospivajici
heterogametickému pohlavi. Jelikoz z evolu¢niho hlediska je vyhodné, aby se tyto geny
prenasely do dalsich generaci spole¢né, dochdzelo ke zménam, které chranily tyto Gseky pied
genetickou rekombinaci mezi pohlavnimi chromozomy (Charlesworth 1978; Rice 1987).
Vysledkem toho je degenerovany a ¢asto heterochromatizovany pohlavni chromozom W nebo
Y, ktery pfisel o vétSinu svych aktivnich gent a sklada se pfevazné z repetetivnich sekvenci
(Charlesworth 1978; Charlesworth a Charlesworth 2000; Charlesworth, Charlesworth a
Marais 2005). Tento pohlavni chromozom miiZze nakonec i piijit o svou funkci v urceni
pohlavi, kdyZ gen determinujici pohlavi, ktery se na ném nachézi, se premisti na jiny
chromozom, ¢imz cely cyklus vyvoje pohlavnich chromozomii muze zalit znovu

(Charlesworth 1996).

Podle alternativni teorie pohlavni chromozomy vznikly z nadbytecného chromozomu
B (Dalikové et al. 2017b). Obecné se jedna o atypickou slozku karyotypu mnoha skupin
organismu, ktera neni zafazena mezi klasické, tzv. A chromozomy. Pro tento chromozom jsou
charakteristické nepravidelny vnitrodruhovy vyskyt, odliSny pocet kopii v buiikach stejného

jedince, nemendelisticka dédi¢nost a ¢asto absence ucinku na fenotyp jedince



(Pansonato-Alves et al. 2014; Douglas a Birchler 2017). Tuto teorii podporuje prace Nokkala
et al. (2003), kde byl odhalen pivod pohlavniho chromozomu Y mery ptelétavé (Cacopsylla
peregrina), a prace Carvalho et al. (2002), ve které je popsana evoluce a ptuvod pohlavniho
chromozomu Y skupiny Drosophilidae (Diptera). Ob¢ prace vychazi z toho, Ze parovanim
puvodniho chromozomu B s jiz existujicim pohlavnim chromozomem X (pohlavni konstituce
XX/IXY) postupem casu doslo k jeho pfeméné na chromozom Y, a tim k zaclenéni do

typického karyotypu.

1.3. Chromozomalni uréeni pohlavi u motyla

Hmyzi fady Lepidoptera (motyli) a Trichoptera (chrostici) jsou povazovany na zékladé
synapomorfii za sesterské (Wolf, Novak a Marec 1997). Jednou z nich je samici heterogamie,
v tomto piipad¢ konstituce Z0/ZZ (samice/samec), kterda se nachazi pfevazné u bazélnich
skupin motylii a je povazovdna za ancestralni. Odvozengj$i chromozomalni konstituci u
motyll je systém WZ/ZZ (samice/samec), ktery se nachazi u drtivé vétSiny motyll (shrnuto v

Sahara, Yoshido a Traut 2012).

U motyll existuji i dal§i moZnosti chromozomalni konstituce, naptiklad systém neo-
WZ1Z> vznikajici fizi pohlavniho chromozomu W s autozomem. V karyotypu samicek se pak
nachéazi lichy pocet chromozomu, zatimco u samcii sudy (Marec, Sahara a Traut 2010;
Hejnickova et al. 2019). Piikladem je kropenatec jetelovy (Chiasmia clathrata), kde je u
nékterych rodin pfitomna klasickd WZ/ZZ konstituce, zatimco u jinych jsou pfitomny
chromozomy neo-WZ:1Z> (Hejnickova et al. 2021). O néco slozitéjsi systémy se vyvinuly u
bélaskt rodu Leptidea, kde jsou pocetné oba typy pohlavnich chromozomt — W1iW2W3Z1Z273
(L. sinapis), W1W2WsZ1Z2Z3Z4 (L. juvernica) a W1W2Ws3 WaZ1Z2Z3Z4 (L. reali) (Sichova et

al. 2015).

1.4. Pohlavni chromozomy u motyli

Je znamo, Ze chromozomy motyli postradaji primarni konstrikci a kinetochor pokryva vétsinu
jejich délky. Holokinetickd struktura a podobnd velikost zpiisobuji, Ze je skoro nemozné
béhem mitotické metafaze rozeznat jednotlivé chromozomy od sebe. Vyjimkou je u nékterych
druhit chromozom W, ktery je ¢asto tvofeny heterochromatinem. Pohlavni chromozomy jsou

ale Casto dobfe rozpoznatelné od ostatnich chromozomi v meidze, kde tvoti bivalent sloZeny
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ze dvou morfologicky odlisnych chromozomti. Chromozom W je pak u vétSiny druhd motyla
viditelny v interfaznich jadrech v podob¢ heterochromatinového téliska, tzv. sex chromatinu

(vice v kapitole 1.3.3.) (Wolf, Novak a Marec 1997; Traut, Sahara a Marec 2007).

SloZeni pohlavniho chromozomu Z je velice podobné autozomim (Sahara, Yoshido
a Traut 2012). Jeho obsah je povazovan za konzervativni, jelikoz umisténi genti je zachovano
u ruznych druhti motyl (Beldade et al. 2009; Sahara, Yoshido a Traut 2012; Van't Hof et al.
2013). Zna¢né mnozstvi genu je transkripéné aktivni a podili se na vyvoji sam¢iho pohlavi

(Traut, Sahara a Marec 2007; Sahara, Yoshido a Traut 2012).

Na rozdil od svého partnera, chromozomu Z, je chromozom W mensi velikosti,
neobsahuje skoro Zzadné transkripéné aktivni geny a je cCasto tvofen konstitutivnim
kondenzovanym chromatinem (Traut, Sahara a Marec 2007; shrnuto v Kaiser and Bachtrog
2010). U n€kterych druht motyla (naptiklad u bource morusového (Bombyx mori)) pfitomnost
v genomu chromozomu W spousti vyvoj samic¢iho pohlavi Vv nezavislosti na poctu Z
chromozomu a autozomt (Abe et al. 2005). Nicmén¢ jsou druhy, u kterych tomu tak neni. U
potomstva vzniklého kiizenim dvou poddruhtt martinace pajasanového (Samia cynthia pryeri
a S. c. walkeri) se nachézeli samci disponujici pohlavnim chromozomem W a samicky, které
ho postradaly (Yoshido, Marec a Sahara 2016).

U rtznych druhii byla nalezena variabilita v mife degenerace chromozomu W — od
castecné do kompletni (Hejnickova et al. 2019). Tato rozdilnost je zplsobena rychlym
vyvojem chromozomu W, a to i u velice ptibuznych druhd. Naptiklad v praci Vitkova et al.
(2007) témét nebyla nalezena homologie pii analyze pohlavniho chromozomu W u Ctyt druhta
zavijecll (zavije€ moucny, z. Cokoladovy, z. paprikovy a z. voskovy). Prakticky zZadné rozdily
nebyly objevené ani mezi dvéma druhy skrvnopasnika — s. angreStovym (Abraxas
grossulariata) a s. jilmovym (A. sylvata) (Zrzava et al. 2018), nebo tfemi druhy zavije¢t z
Celedi Crambidae — zavijeCem kukufiénym (Ostrinia nubilalis), Diatraea postlineella a
zavijeCem zimostrazovym (Cydalima perspectalis) (Cabral-de-Mello et al. 2021b). Divodem
této rychlé diverzifikace mize byt absence rekombinace béhem meidzy u samic, kterd vede

ke ztrat¢ geni a rozsifeni repetitivni DNA a tim k heterochromatinizaci chromozomu.

U nékterych druhti motyli (napf. u zavije¢e moucného nebo z. Cokoladového), mize
byt chromozom W identifikovdn pouhym obarvenim pachytennich jader 6-diamino-2-
phenylindole (DAPI) (Vitkova et al. 2007). Pokud to neni mozné, lze k vizualizaci

chromozomu W pouzit komparativni genomovou hybridizaci (CGH) nebo genomovou in situ



hybridizaci (GISH) (Traut a Marec 1997; Marec, Sahara a Traut 2010). Zminéné metody
zvyraznuji diferenciovany chromozom W, ktery je casto tvofen velkym mnozstvim

repetitivnich sekvenci, zvlast¢ mobilnimi elementy a sekvencemi mitochondrialni DNA

(Vitkova et al. 2007; Marec, Sahara a Traut 2010; Traut et al. 2013; Hejnickova et al. 2023).

Donedavna velké mnozstvi repetitivni DNA na chromozomu W znemoziovalo slozeni
jeho sekvence a komplikovalo slozeni zbytku genomu, proto byl chromozom W ¢asto
vynechdn ze sekvenacénich analyz (Traut et al. 2013). V dne$ni dob¢ vsak existuji nové
zpusoby sekvenovani, které jsou schopné precist dlouhé useky najednou, takze je mozné slozit
i oblasti obsahujici mnoho repetitivni DNA. Proto pfibyvaji vysoce kvalitni sekvence genomu
poskladanych na uroven jednotlivych chromozomt vcetné chromozomu W. Takovou
iniciativou je napf. projekt Darwin Tree of Life https://www.darwintreeoflife.org/, jehoz cilem

je osekvenovat genomy eukaryotickych organismt Velké Britanie a Irska.

1.5. Sex chromatin

Kulaté heterochromatinové télisko je zvlaStnim utvarem pfitomnym pouze v sami¢im
interfaznim jadie, zatimco samci ho postradaji. Jedna se o strukturu odvozenou od pohlavniho
chromozomu W, a proto se téz nazyvda W chromatin nebo sex chromatin. Jelikoz
heterogametickym pohlavim u motyli jsou samice, sex chromatin nefunguje jako
mechanismus kompenzace genové davky, jak je tomu napiiklad u savci (Traut a Marec 1996;
Marec a Novak 1998).

Vzhledem ke svému pivodu a snadné identifikaci v polyploidnich buitkach
malpighickych trubic byl sex chromatin del$i dobu pouzivan jako prvotni marker ptfitomnosti
pohlavniho chromozomu W (Traut a Marec 1996). Ukazalo se vSak, ze sex chromatin ¢asto v
predikci piitomnosti chromozomu W neni spolehlivy. Castym diivodem je piitomnost neo-W,
vznikajiciho fuzi plvodniho chromozomu W s autozomem (Hejni¢kova et al. 2021).
Kupftikladu u dvou druhtt motyli z riznych ¢eledi, hrotnoktidlece (Phymatopus californicus,
Hepialidae) a jasoné dymnivkového (Parnassius mnemosyne, Papilionidae), hybridiza¢ni
metody potvrdily chromozomalni konstituci neo-WZi1Z2 a neo-WZ navzdory nepfitomnosti
sex chromatinu v malpighickych trubicich, ktera naznaCovala absenci chromozomu W
(Volenikova 2015; Vlasanek et al. 2017). Taktéz dle vysledkti prace Marec a Novak (1998)

sex chromatin nebyl piitomen u péti zkoumanych druhti sesterské skupiny Trichoptera



(chrostici), a nasledna analyza potvrdila u samic absenci chromozomu W a chromozomalni
konstituci Z/ZZ.

Zmény na pohlavnich chromozomech dokazi nejen ovlivnit piitomnost sex
chromatinu, ale i jeho vzhled a velikost. Tento jev byl pozorovan u geneticky pozménénych
linii zavijeCe moucného s riznymi typy chromosomalnich aberaci, jako je fuze autozomu s
chromozomem W, delece ¢asti chromozomu W (Traut, Weith a Traut 1986), nebo translokace
¢asti chromozomu Z na chromozom W (Traut a Marec 1994). Témito zménami doslo k
ovlivnéni podoby a pfitomnosti sex chromatinu: jeho zmensSeni, fragmentace, deformace tvaru
a uplné absenci. U pidialky obecné (Epirrhoe alternata) vnitrodruhova variabilita sex
chromatinu odpovidala chromozomalni konstituci u samic W1iW2WsZ (Hejni¢kova et al.
2021). Cili zatimco klasicka podoba sex chromatinu byva spojena s piitomnosti vysoce
diferenciovaného a heterochromatizovaného chromozomu W, jeho promény mohou souviset
s numerickymi variantami, neo-konstituci nebo strukturnimi zménami ve stavbé W

chromozomu (jeho euchromatizace) (Hejnickova et al. 2021; Demkova 2022).

1.6. Repetitivni DNA v genomu motyli

V praci (Britten a Kohne 1964) byla potvrzena piitomnost a charakterizovana repetitivni DNA
v eukaryotickém genomu. Dle uspotadani jsou repetitivni sekvence klasifikovany na

tandemové opakovéani a rozptylené repetice (shrnuto v Lopez-Flores a Garrido-Ramos 2012).
1.6.1. Rozptylené repetice

Rozptylené repetice (neboli transpozony) jsou sekvence DNA schopné pfemisténi v ramci
genomu jedince. Klasicky jsou rozdéleny na dva druhy na zakladé mechanismu jejich rozsiteni
— retrotranspozony, které se $iii pres intermediat RNA a tim padem se ,.kopiruji* v genomu, a
DNA transpozony, které pozivaji strategii ,,cut and pastle* (shrnuto v Lopez-Flores a Garrido-
Ramos 2012).

U motyli jsou rozptylené repetice Casto lokalizovany na chromozomu W. Napiiklad
na chromozomu W bource moruSového se akumuluji jak DNA transpozony, tak i nékolik
druhti retrotranspozoni (Abe et al. 2005). Nékolik studovanych sekvenci na chromozomu W
obalece jable¢ného (Cydia pomonella) vykazovalo homologii s retrotranspozabilnimi

elementy bource morusového (Fukova et al. 2007). U zavijeCce moucného (Ephestia



kuehniella) (Traut et al. 2013) a D. saccharalis se na chromozomu W nachazi pfevazné
retrotranspozabilni elementy. Nadto u D. saccharalis mobilni elementy tvoii az 41.35 %
sami¢iho genomu (Gasparotto et al. 2022). V praci Hejnickova et al. (2023) bylo studovéno
slozeni chromozomu W riiznorozce trnkového (Peribatodes rhomboidaria). Analyza pomoci
bioinformatického nastroje na analyzu repetitivni DNA z kratkych ¢teni, RepeatExploreru
(Novék etal. 2013; Novék et al. 2017) odhalila deset W-obohacenych sekvenci, z nichz vétsina
byla klasifikovana jako retrotranspozony, z toho jeden byl lokalizovdn pomoci in situ

hybridizace vyhradné na chromozomu W.

1.6.2. Tandemova opakovani

Je obecné znamo, Ze eukaryoticky genom je bohaty na rtizné druhy tandemovych opakovani,
zejména satelitni sekvence u nékterych druhti. Jedna se o sekvence DNA o variabilni délce
umisténé v tadé¢ za sebou, které jsou taktéz cCasto hlavni slozkou konstitutivniho
heterochromatinu (King a Cummings 1997). Podle delky opakujici se jednotky a celkového
motivu jsou klasifikovany na mikrosatelitni sekvence s monomery do 10 bazi, minisatelitni
sekvence (10-100 béazi) a satelity (> 100 bazi) (King a Cummings 1997; Lopez-Flores a
Garrido-Ramos 2012). Je to dynamicka struktura, jejiz procentualni zastoupeni v genomu
mize dosahovat i 50 % (shrnuto Plohl et al. 2008; Plohl, Mestrovi¢ a Mravinac 2012).

Tyto nekodujici sekvence, piivodné povazovany za ,,zbyteCné*, maji genomu tfadu
funkci. Podle svého umisténi plni satelitni sekvence dulezitou strukturni funkci v
telomerickych a centromerickych oblastech, a taktéz se podili na celkové tpravé chromatinu
(shrnuto v Plohl, Mestrovi¢ a Mravinac 2012; Véchtova et al. 2016). U nekterych zivocicha,
naptiklad brouka potemnika hnédého (Tribolium castaneum), satelitni DNA dokaze ovlivnit
expresi genu. Transkripty satelitni sekvence kvasinky poltivé (Schizosaccharomyces pombe)
hraji dilezitou roli v upravé centromerického chromatinu, ¢imz je zajisténé jeho spravné

fungovéni (Volpe et al. 2002).

Jak jiz bylo zminéno vySe, u motylu je obvykle nejvice heterochromatizovanou ¢asti
genomu pohlavni chromozom W, kde jsou nashromazdény repetitivni sekvence. Do roku 2021
bylo identifikovano jenom pét satelitt u vSech studovanych druht, ze kterych jeden byl
ptitomen vyhradné na obou pohlavnich chromozomech mury zelené (Mamestra brassicae)

(Mandrioli, Manicardi a Marec 2003), dalsi byl W-obohaceny u zavijec¢e paprikového (Plodia



interpunctella) (Dalikova et al. 2017a) a dva posledni byly zastoupeny na vSech
chromozomech v rizném mnozstvi, vSak skoro chybély na chromozomu W obalecCe
jable¢ného (Véchtova et al. 2016) a Antheraea mylitta (Mahendran et al. 2006). V praci Lu et
al. (1994) byla odhalena satelitni sekvence FR, zastoupena v sami¢im genomu blyskavky
kukuticné (Spodoptera frugiperda) stokrat vice nez v sam¢im, vSak nebyla potvrzena jeji
lokalizace na chromozomu W. Analyza pomoci programu RepeatExplorer objevila dalSich
sedm satelitnich sekvenci hojné zastoupenych v genomu tii druhli zavijeci z ¢eledi Crambidae
(O. nubilalis, D. postlineella a C. perspectalis) (Cabral-de-Mello et al. 2021b). Nasledna in
situ hybridizace odhalila riznou distribuci sateliti: dva se ukazaly byt pouze autozomalniho
pavodu a tfi byly W-obohacené. V préaci Gasparotto (2022) bylo identifikovano ¢trnact
satelitnich sekvenci zastoupenych v genomu Diatraea saccharalis. Osm z nich byly lehce

obohaceny na chromozomu W, vs$ak se to nepotvrdilo in situ hybridizaci.

1.7. Velikost motyliho genomu

Velikost haploidniho genomu je oznacovana jako hodnota C, pficemz jednotkou je pikogram
(pg) nebo pocet part bazi (bp) (Gregory 2001; Greilhuber et al. 2005; Liu et al. 2020). Jedna
se o dilezity néstroj pro studium evoluce genomu, ale méteni velikosti genomu se vyuziva i
pro odhad komplikovanosti a nakladnosti sekvenovani nemodelovych organismi (Gregory
2005a; Liu et al. 2020).

Ve srovnani s rozmanitosti motyld, kterych je znamo ptes 180 000 druht, znalosti o
diverzité velikosti jejich genomt jsou malé (Liu et al. 2020). Vysledky méfeni genomii 15
motyll jsou sumarizovany v praci Gregory a Hebert (2003). Primér naméfenych hodnot
odpovida 0,66 pg, kde nejmensi genom ma monarcha st¢hovavy (Danaus plexippus) - 0,29 pg
a nejvetsi pid’alka Euchlaena irraria -1,9 pg. U vétSiny byla vypozorovana jista variabilita
velikosti genomu v ramci Celedi, zatimco v ramci podceledi tak patrna nebyla, coz svédci o
relativné postupném tempu zmény velikosti genomu ve skupiné Lepidoptera. Vyjimku tvofi

podceled’ Ennominae (¢eled’ Geometridae), kde je tento rozdil zna¢ny (0.32—1.94 pg).

Dalsi data poskytuje rozsahla prace (Liu et al. 2020), kde jsou studovany velikosti
genomu dalSich 67 druht motyl. Namétené hodnoty jsou podobné tém u dvoukiidlého hmyzu
(Diptera) a nepiesahuji 2 pg. Autofi se rovnéz domnivaji, ze ancestralni velikost genomu

mohla byt jenom 0,5 pg a postupem Casu dochdzelo ke zmenSeni nebo zvétseni. Dlivodem



takové variability mizou byt chromozomalni aberace nebo odliSny pomér repetitivnich

sekvenci v rdmci druhu nebo rodu.

1.8. Skvrnopésnik liskovy (Lomaspilis marginata)

Tato prace se vénuje analyze heterochromatinovych bloku skvrnopasnika liskového (L.
marginata). Je to motyl patiici do Geledi pidalkovitych (Geometridae), ktery se v Ceské
republice hojn¢ vyskytuje, pticemz preferuje vlh¢éi okraje lest, kde se vyskytuji rizné druhy
vrb, predevsim vrba jiva (Salix caprea), kterymi se zivi housenky (Reichholf-Riehm 1996;
Demkova 2022).

Lomaspilis marginata je z cytogenetického hlediska velice zajimavy druh, protoze
vykazuje variabilitu v pfitomnosti a podobé sex chromatinu, a téz pohlavniho chromozomu
W. Ve své magisterské praci Demkova (2022) popsala pomoci komparativni genomové
hybridizace (CGH) tfi druhy chromozomu W, kter¢ se liSily svym obsahem a také mnozstvim
a mistem lokalizace heterochromatinovych blokiu. Typ W-1 obsahoval dva bloky
heterochromatinu bohaté na sekvence vyrazné¢ akumulované na chromozomu W, typ W-2
obsahoval jeden centralni heterochromatinovy blok, v némz byly sekvence abundantni u obou
pohlavi, a typ W-3, ktery CGH nediferencovala od ostatnich chromozomi. Autorka
predpokladala, Zze rozdil v hybridizac¢nich signdlech mezi témito tfemi typy pohlavnich

chromozomu spo¢iva v rozdilné expanzi repetitivnich sekvenci v genomu.

Chromozomy v karyotypu skvrnopésnika jsou podobné velikosti az na jeden par
autozomu, ktery je pfiblizné dvojndsobné véEtSi nez ostatni chromozomy. Népadné
heterochromatinové bloky se u skvrnopasnika vyskytuji nejen na pohlavnim chromozomu W,
ale skoro na vSech chromozomech, coz je u motyll velmi neobvyklé. Prevazna vétSina
autozomu ma jeden nebo dva bloky DAPI pozitivniho kondenzovaného chromatinu (Demkova
2022). Analyzou sekvenci v programu Tandem Repeats Finder (Benson 1999) a jejich
naslednym mapovanim pomoci in situ hybridizace se uk&zalo, Ze vyznamnou slozkou
heterochromatinovych blokii jsou ruzné mikro- a minisatelitni sekvence (Zrzava,
nepublikovano). Nekteré mikrosatelitni sekvence nasedaly riznym zptsobem i na rtizné typy
chromozomu W, coz odpovidalo vysledkim CGH Demkové (2022). Pro moji praci byl
zésadni mikrosatelit miSAT-03, ktery hybridizoval pifevazné do heterochromatinovych blokt

na chromozomu W typu W-1 a byl zde pouzit k odliSeni pifipadnych dalSich variant



chromozomu W, které podle CGH obsahovaly pfedevsim sekvence obohacené u samice, ale

m¢ély rtizny pocet heterochromatinovych blokt.



2. Cile préce

Hlavnim cilem této magisterské prace bylo ovéfeni, zda se v heterochromatinovych blocich
skvrnopasnika nachdzi dalsi typ repetitivnich sekvenci — satelity. Dal§im cilem bylo otestovat
pomoci mikrosatelitu miSATO3 pifipadny vyskyt dal§ich variant chromozomu W obsahujicich

podle vysledkit CGH sekvence obohacené u samice.
Navrzeny postup byl nasledujici:

1. Identifikace typu chromozomu W u potomkli pomoci komparativni genomové

hybridizaci (CGH).

2.  Mapovani mikrosatelitu miSAT-03 u rodin s potencialné novym typem

chromozomu W.

3. Vybér kandidatnich satelitnich sekvenci a lokalizace téchto repetic pomoci

fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH).

4. Porovnani velikosti genomu potomk rznych rodin.
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3. Material a metody
3.1. Pouzity hmyz

Dospélé samice druhu Lomaspilis marginata, jejichz potomstvo bylo pouzité v experimentech,
jsou ptivodem z jiznich Cech. Samice byly chyceny v obdobi od kvétna do ervence na dvou
lokalitach: v Novohradskych horach (obec Kufti, Benesov nad Cernou) a v Branisovském lese
v okoli Ceskych Budgjovic. Nasledné byly ponechany pii pokojové teploté k vykladeni v
plastovych krabickach s cukrovou vodou, kterd slouZila jako potrava pro dospélce, a s vrbou
jivou (Salix caprea), ktera fungovala jako zivna rostlina pro housenky. V nékterych pfipadech
bylo potieba vyvoj zpomalit, aby bylo mozné zpracovat co nejvice housenek ve stadiu
vhodném pro pfipravu preparatii. V tom piipad¢ byly krabicky s housenkami pfemistény na
nezbytnou dobu do chladného boxu (7 °C). Housenky patii¢ného larvalniho stadia byly
vypitvané a pouzité na ptipravu chromosomalnich preparatii a preparati z malpighickych Zlaz.
Zbytky housenek byly zmrazeny v tekutém dusiku a uchované pfi teploté -20 °C do dalsiho

pouziti.

3.2. Priprava preparati
3.2.1. Pfiprava chromozomalnich preparati

Na piipravu mitotickych (z k#idelnich disktl) a meiotickych (z gondd) chromosomalnich
preparatti byla pouzita lehce modifikovana metoda ,,spreading* (Traut 1976). Ktidelni disky
a varlata byly vyjmuté z téla housenek posledniho instaru ve vychlazeném fyziologickém
roztoku a neprodlené¢ piemisténé do hypotoniza¢niho roztoku (75 mM KCIl) po dobu
minimalné¢ 8 minut. Z divodu nebezpeci rozvolnéni struktury heterochromatinu pohlavniho
chromozomu W byl tento krok vynechan pii praci s ovarii. Po uplynuti stanovené doby
nasledovala fixace vSech organii pomoci Cerstvého fixdzniho roztoku Carnoy (99% etanol:
chloroform: kyselina octova v poméru 6:3:1) ptiblizn€¢ 10-15 minut. V mezicase byla na
podlozni sklo (Superfrost, Menzel-Gléaser, Némecko) nanesena kapka 60% kyseliny octové,
kam byl nafixovany material nasledné pfenesen a rozmacerovan wolframovymi jehlami do
své Uplné homogenizace. Déle bylo skli¢ko pfemisténo na histologickou plotynku vyhtéatou
na 45 °C a material byl rozprostfen v centralni ¢asti skla opatrnym pomalym pohdnénim kapky
jehlou do jejiho maximalniho odpafeni. Hotové preparaty byly postupné odvodnéné v

etanolové rade (70 %, 80 % a 100 %) po 45 vtefinach, ponechané uschnout a uskladnéné

-11 -



v -20 °C.

3.2.2. Priprava preparati z malpighickych trubic

Malpighické trubice byly vyjmuty z téla housenek ve fyziologickém roztoku a ihned
preneseny na podlozni sklicko s kapkou téhoz roztoku. Poté byly zakapnuty po dobu 1,5
minuty fixdznim roztokem Carnoy. Po odstranéni piebytecné fixaze pomoci filtra¢niho papiru
byl preparat obarven kapkou 1,25 % lakto-aceto-orceinu. Nasledovalo piekryti krycim
sklickem, odstranéni ptebytecného barviva filtracnim papirem a zalakovani. Vyrobené
preparaty byly bud’ kratkodobé uskladnéné pii teploté 4 °C nebo ihned pozorované pod

svételnym mikroskopem.

3.3. lIzolace genomové DNA

Vybrana metoda izolace celogenomové DNA pomoci hexadecyltrimethylammonium bromidu
(neboli  CTAB) umoznuje ziskat vysoké mnozstvi vysokomolekularni DNA
(Winnepenninckx, Backeljau, a Wachter 1993). Izolovana DNA byla pouzita jako templat pro

amplifikaci satelitd (kapitola 3.5.) a celogenomové znaceni sondy (kapitola 3.7.).

Pokazdé byl Ccerstvé pripraven extrakéni pufr s nasledujicimi vyslednymi
koncentracemi: 2% CTAB; 100 mM Tris-HCI (pH 8), 1,4 M NaCl, 40 mM EDTA (pH 8),
0,2% B-merkaptoethanol, 0,1 mg proteinaza K (Macherey — Nagel, Diiren, Némecko). Pfi
ptipravé extrakéniho pufru bylo potieba nejprve inkubovat CTAB v milli-Q vodé¢ pii teploté
37 °C do uplIného rozpusténi. Poté bylo do 1,5ml zkumavek rozpipetovano 800 pl pufru, kam
byly naddle pfidany a dikladné rozmélnény tkané€ z jednoho jedince (housenka posledniho

instaru). Timto zplisobem homogenizovana smeés byla ponechana v termobloku pies noc
(62 °C, 300 rpm).

Réno druhého dne byla smés premisténa do 2ml zkumavky a precisténd pridanim
stejného mnozstvi (800 pl) chloroformu. Dalsi krok byl zopakovan dvakrat: po jemném
promichani byly vzorky centrifugovany po dobu 10 minut (4 °C, 14000 rpm) a néasledn¢ byla
odebréna horni faze s DNA do nové 2ml zkumavky. Poté bylo pfidano 5 ul RNAzy A (10
mg/ml, Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA) a vzorek byl inkubovan pii teploté 37 °C po
dobu 1 hodiny. Dale byly ptidany 2/3 objemu isopropanolu, vzorek byl promichén a ponechén
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pii pokojové teploté po dobu 15 minut (do vysrazeni DNA). Nasledovala centrifugace (4 °C,
14000 rpm) po dobu 15 minut, odpipetovavani supernatantu a ptidani 500 pl 70% etanolu.
Promyvaci krok byl zopakovan dvakrat se zkracovanim druhé centrifugace na 5 minut. Po
uplném odpateni etanolu ze vzorku byla DNA rozpusténa v 25-45 pl (dmérn¢ velikosti peletu)
sterilni milli-Q vody. Nez byla vysledna DNA uchovana v -20 °C, byla zmétena jeji
koncentrace pomoci fluorometru Qubit 3.0 a Cistota na spektrofotometru Nanodrop 2000
(oboji ThermoScientific, Waltham, USA). Fragmetovanost DNA byla ovéfena elektroforézou

na 1,5% agarozovym gelu.

3.4. Vyhledavani tandemovych repetic

Mou skolitelkou byla provedena analyza tandemovych opakovani v genomu L. marginata
pomoci dvou programii: Tandem Repeats Finder (Benson 1999) a RepeatExplorer (Novak et
al. 2013). Prvni nastroj byl pouzit na vyhledavani krat$ich mikrosatelitnich sekvenci, druhy se
primarn¢ zamé&toval na satelity. Tandemové repetice vybrané pro dalsi analyzu jsou uvedené

v Tabulce ¢.1. a konsensus sekvence — v ptiloze I.

Tabulka ¢.1: Informace o tandemovych repeticich vybranych pro mapovani in situ.

Nazev satelitu/mikrosatelitu Délka monomeru (bp) Zastoupeni v genomu (%)
Lmar-SAT01 847 0,800
Lmar-SAT02 1210 0,088
Lmar-SAT03 341 0,063
Lmar-SAT04 375 0,012

Lmar-miSAT03 6 nd

3.5. Polymerazova retézcova reakce (PCR)

Za ucelem zmozeni fragmentu molekuly DNA je Siroce pouzivana polymerazova fetézcova
reakce neboli PCR. Metoda je zalozend na syntéze novych fragmentt DNA pomoci
termostabilni Taq polymerazy, ktera je schopna opakované ptezivat teplotu denaturace DNA.
Usek, ktery se ma syntetizovat, je ohrani¢en parem oligonukleotidti komplementarnich k &asti
templatu, tzv. primeria. Oligonukleotid je nasledné prodlouzen pomoci Taq polymerazy.
Proces se opakuje ve vice cyklech a vysledkem je ziskani mnoho kopii zadaného useku DNA

z malého mnozstvi vstupného materialu (Mullis, Ferré a Gibbs 1994).
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V této praci byly pouzité tfi druhy PCR: PCR pro amplifikaci satelitnich sekvenci,

beztemplatova PCR pro vyrobu mikrosatelitnich sekvenci, a zna¢eni satelitnich sond pomoci

biotinu. Pro lepsi pfehlednost jsou vysledné koncentrace a profily reakci uvedeny v Tabulce

¢.2.

Tabulka ¢.2: PouZité druhy PCR reakeci.

PCR, amplifikaci satelitii

B plitovda PCR

PRC, znadeni sond biotinem

10x ExTaq / 5x OneTaqg pufr

10x ExTag pufr 2,5 pl/ 1x

5x OneTag pufr 5 pl/1x

10x ExTag pufr 2,5 pl/ 1x

dNTP (2,5mM dATP, dCTP,
dGTP adTTP) / high dNTP
(2,5mM dATP, dCTP, dGTP,
dTTP a 1ImM Cy3-Biotin-dUTP)

dNTP 2 ul/0,2mM

dNTP 2 ul/0,2mM

high dNTP 4 pl /0,4mM dATP, dCTP,
dCTP, dTTP a0,08mM dUTP

Primery (10uM forward a reverse)

25ul/1uM

2,5ul/1yM

2,5ul/1uM

OneTag DNA polymeraza | (5
U/ul) (New England, BioLab,
USA) / ExTaq DNA polymeraza |

ExTaq DNA polymerazal0,2 pl /

OneTaq DNA polymeraza 10,2 pl /

ExTaq DNA polymeraza | 0,125 pl /

Mnoizstvi na 25 pl reakéni smési / Vysledné koncentrace

(5 U/ul) (TaKaRa, Japonsko) 0,04U 0,04U 0,0025U
H,0 153 ul 12,8yl 13,4yl
DNA 1ng / 1ng
Denatura primarni 94°C, 3' ) 94°C, 3' 94°C, 3'
E Denaturace 94°C, 30" <\ 94°C, 30" <\ 94°C, 30" {2\
s Annealing 60°C, 30" ) [ 29x 51,5°C, 30" || 29x 60°C, 30" ][ 29x
=
= Extenze 72°c,2 [/ 72°C, 300 [/ 72°C, 2' —/
g Finalni extenze 72°C, 3' 72°C, 3 72°C, 3
Zchlazeni 4°C, 4°C, 0 4°C,

Primery pouzivané v PCR reakcich byly navrzené ptes hranice monomeru pomoci programu

Geneious Prime, Primer3 (Biomatters, Auckland, Novy Zéland) a néasledné zaslané na vyrobu

firm¢ Generi Biotech s.r.o. (Hradec Kralové, Cesko). Optimalni teplota nasedani pouZitych

primerd byla nejdiive vyzkouSena gradientem teplot v termocycleru. Jejich shrnuti je sdéleno

v Tabulce ¢&.3.

Tabulka ¢.3: Pirehled pouzitych primeri.

-14 -

Nazev sekvence Velikost produktu v PCR reakei Forward primer (5-3) Reverse primer (5-3)

§ Lmar-SAT01 837 bp CGAGGCACACATACGTGAGT GGCCCACATTTACACGTTCG
_%) Lmar-SAT02 1204 bp TTTTGCAGCGTCCCACTACA GCCTCTGCCTACTTAGCGTG
[}

= Lmar-SAT03 334 bp TCGTCCCGATGCCGAATATG CGGCGACTCCCATCAAAATT
é

& Lmar-SAT04 375 bp ACGCACAAACAAACCAACAA CTTTCACGCTGCAACGGAG
£

g3

S5

=2

=8 Lmar-miSAT03 nékolik kb ATCTCTATCTCTATCTCTAT ATAGAGATAGAGATAGAGAT



Délka produkti PCR reakci byla ovéfena elektroforetickou separaci na 1,5%
agarozovém gelu. Gel byl po skonceni elektroforézy obarven ethidium bromidem a
zdokumentovan ve fotodokumenta¢nim zatizeni SMARTS5 Gel Documentation System (VWR
Life Science, Radnor, Pensylvanie, USA) pod UV zatenim. Koncentrace byla zméfena na

fluorometru Qubit.

3.6. Klonovani a sekvenovani

Klonovani a nasledné sekvenovani inzertt bylo pouzito v této praci pro ovéieni, Ze sekvence
amplifikované pomoci PCR z gDNA odpovidaji pfisluSnému satelitu. Vybrané inzerty se
spravnou sekvenci byly dale pouzity na vyrobu sond pro nepiimou hybridizaci in situ (kapitola
3.9).

Nejdiive po uspésné amplifikaci satelithh bylo provedeno vyfezavani PCR produktu z
agarozového gelu. Materidl byl poté preciStén pomoci Zymoclean Gel DNA Recovery Kitu
(Zymo research, Orange, Kalifornie, USA) podle ndvodu vyrobce. Koncentrace byla zméfena
na fluorometru Qubit a vzorky byly dale ligovany do vektoru pomoci pGem-T easy vector Kitu
(Promega, Wisconsin, USA) dle navodu vyrobce. Reakce o objemu 10 pl obsahovala 50 ng
vektoru, 50 ng precisténého PCR produktu, 3 U T4 ligdzy a 1x liga¢ni puftr. Takto pfipravena
liga¢ni smé&s byla inkubovana ve 4 °C ptes noc. V mezicase byly pfipraveny Petriho misky s
1,5% agarem v LB Broth médiu (VWR Life Science, Radnor, Pensylvanie, USA a Duchefa
Biochemie, Haarlem, Nizozemsko) s ampicilinem (50 mg/ml). Aby bylo mozné odlisit bunky
s vektorem a inzertem od bun¢k bez inzertu, pomoci tzv. modro-bilé selekce, bylo na kazdou
misku ptidano 70 pl 100mM IPTG (isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid) a 20 pl 122mM X-
Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D- galactopyranosid).

Po uplynuti inkuba¢ni doby nésledovala transformace plazmidl teplotnim Sokem do
kompetentnich bun¢k bakterii E. coli (kmen DH5a). Smés (50 ul bakterialnich bunék a 2,5 pl
ligacni smési) byla nejprve ponechana na ledu po dobu 30 minut, pak zahiata na 42 °C po
dobu 90 vtetin a prudce ochlazena prendanim na led. P¥idani 800 pl tekutého LB média a
inkubace 45 minut ve 37 °C byly poslednim krokem pied vysetim smési na piipravené Petriho

misky. Takto ptipravené plotny byly inkubovany pies noc pti 37 °C.
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Nasledujici den byly kolonie nesouci inzert pfeockovany na nové Petriho misky s 1,5%
agarem v LB médiu s ampicilinem. Dal§im krokem byl vybér kolonii, které maji zaklonovany

Usek o spravné délce, pomoci klasické PCR s univerzalnimi primery M13-24

(F: CGCCAGGGTTTTCCCAGTACGAC) a M13-26 (R: CAGGAAACAGCTATGAC).
Vybrané kolonie byly inokulovany do 2 ml tekutého LB media s ampicilinem a takto
inkubovany pies noc (37 °C, 180 rpm). Dalsi den nasledovala izolace plazmidt pomoci kitu
NucleoSpinPlasmid (Macherey — Nagel, Diiren, Némecko) dle navodu vyrobce. Koncentrace

byla zmétena na fluorometru Qubit.

Vybrané klony byly zaslany firm¢ SEQme s.r.o. (Dobiis, Cesko) na sekvenovani.
Ovéteni obdrzenych sekvenci probihalo v programu Geneious a pomoci online néstroje
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) na  webové  strance

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/.

3.7. Priprava sond pro komparativni genomovou hybridizaci (CGH)

Princip nick translace spoc¢iva v propojeni protilehlych aktivit dvou enzymii, DNazy I a DNA
polymerazy 1. Prvni vnasi ndhodnd jednofetézcova pieruSeni do molekuly DNA a druhd
inkorporuje ptitomné nukleotidy do vldkna. Vzhledem k tomu, ze v reakci jsou piitomné

znacené a bézné nukleotidy, jako vysledek dostavame fragmenty DNA znacené rovnomeérng.

Byl pouzit vylepSeny protokol popsany v praci (Kato et al. 2006): reakéni smés
obsahovala 1 pg DNA (izolovana v kapitole 3.3.), 1x pufr pro Nick Translaci (5 mM Tris-HCI
(pH 7.5), 0,5 mM MgClz, 0.0005% BSA), 0,01 M B-mercaptoethanol, 1 U/ul DNA
polymerazy | (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), 2,5 x 104 U/ul DNazy |
(ThermoFisher Scientific), 0,05 mM dATP, dCTP a dGTP, 0,01 mM dTTP, 0,02 mM
zna¢eného nukleotidu (¢ervené Cy3-dUTP pro sam¢i DNA a zelené ATTO-488-dUTP pro
samic¢i DNA (oboji Jena Bioscience, Jena, Némecko)) a byla doplnéna milli-Q vodou do
finalniho objemu 20 pl. Takto ptipravené sondy byly inkubovany v thermocycleru pfi teploté
15 °C po dobu minimalné 1,5 hodiny, v§ak maximaln€ 3 hodiny 15 minut. Poté nasledovala
inaktivace enzymu pfidanim 2,2 ul Loading buffer (50% glycerol, 250 mM EDTA, 5,9 mM
bromphenol blue). Alternativné byly pouzity Cy3 a ATTO-488 NT Labeling Kity (Jena
Bioscience, Jena, Némecko). Vyroba sond probihala dle ndvodu vyrobce. Pro kontrolu

velikosti produktu, ktera by se méla pohybovat okolo 500 bp, bylo pouzito 1,5 ul sondy na
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elektroforézu na 1,5% agardézovym gelu. Zbytek byl uskladnén pii -20 °C do nasledného

pouziti.

3.8. Komparativni genomova hybridizace (CGH)

V cytogenetice se metoda CGH pouziva hlavné pro nalezeni potencidlnich rozdilti mezi dvéma
riznymi genomy, v naSem piipad¢ genomu samce a samice zkoumaného druhu. Princip této
metody spociva v kompetici sam¢i a samici celogenomové sondy o vazebnd mista na samicim
chromozomalnim preparatu. Za podminky pfitomnosti pohlavniho chromozomu W by méla
sami¢i sonda tento chromozom zvyraznit, jelikoz se nachdzi vyhradné v sami¢im genomu.
Ucelem vyuziti tohoto postupu v mé praci bylo kromé lokalizace chromozomu W i

identifikace riznych variant tohoto chromozomu.

Ptedem piepravené celogenomové samici 1 saméi sondy (300 ng kazda, ptiprava viz
kapitola 3.7.) byly smichany v 1,5ml zkumavce s 25 pg DNA z lososich spermii, 1/10
celkového objemu 3M octanu sodného (pH 8,0) a 2,5ndsobkem celkového mnozstvi
chlazeného 100% etanolu (-20 °C). Nasledovala precipitace smési pii teploté -20 °C po dobu
15 minut a jeji centrifugace (4 °C, 14000 rpm) po stejnou dobu. Takto vytvofeny supernatant
byl odstranén a k peletu bylo ptidano 200 pl 70% etanolu. Po peclivém promichéni na vortexu
byla smés centrifugovana za stejnych podminek po dobu 5 minut. Vznikly supernatant byl
dukladné odstranén, pelet byl rozpustén v 5 ul 100% deionizovaného formamidu (piedehiaty
na 37 °C) a ponechan inkubovat se pfi teplot¢ 37 °C. Po uplynuti 30 minut bylo ke vzorku
pfidano 5 pl 20% dextran sulfatu ve 4xSCC. Nasledovala denaturace ve vodni lazni (90 °C)
po dobu 5 minut a okamzité ochlazeni vzorku na ledu. Poté byl vzorek ponechan
prehybridizovat se ptfi 37 °C 1,5 hodiny, aby se uskutecnila renaturace nejpocetnéjSich

sekvenci.

V mezicase byl pfipraven samici chromozomalni preparat nejdiive postupnym
odvodnénim ethanolovou fadou (70%, 80% a 100%) po dobu pfiblizn€¢ 1 minuty v kazdém.
Po oschnuti a aplikovani RNazy A (200 ng/ul) v 2x SSC byl preparat inkubovan pii 37 °C 1
hodinu ve vlhké komiirce s vrstvou papirové utérky s 2xSSC. Dale nasledovala dvé promyti
pti pokojové teploté ve 2x SSC a denaturace ptidanim 100 pl 70% deionizovaného formamidu

v 2xSSC v termobloku pii 68 °C po dobu ptesné 3,5 minuty. Prudce ochlazeny preparat v 70%
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etanolu (-20°C) po dobu 1 minuty byl nasledné odvodnén v 80% a 100% etanolu pii pokojové

teploté ptiblizné 30 vtetin v kazdém.

Ihned po oschnuti byla nanesena prehybridizovand hybridiza¢ni smés, preparat byl
prekryt krycim sklickem o velikosti 24x32 mm a zalepen tekutym lepidlem Rubbercement
(Marabu, Bietigheim-Bissingen, Némecko). Po oSetfeni preparatu nasledovala tiidenni
inkubace ve vlhké komurce (37 °C). Po uplynuti stanoveného Casu byl preparat pro snadné
odstranéni kryciho sklicka ponofen na nékolik minut do 1% roztoku Tritonu X (Sigma —
Aldrich, Burlington Massachusetts, USA) v 0,1x SSC pii pokojové teploté. Poté byl preparat
promyt nejdiive ve stejném roztoku pii 62 °C 5 minut a pak v 1% roztoku Kodak PhotoFlo
v milli-Q vod¢ pti pokojové teploté. Na oschnuty preparat bylo naneseno 25 pl smési DABCO
s DAPI (500 ng/ml) (oboji Sigma-Aldrich, Burlington Massachusetts, USA), kterd byla
piikrytd krycim sklickem o velikosti 24x40 mm. Nadbytetné mnoZzstvi smési bylo jemné
vytlac¢eno do filtra¢niho papiru. Nakonec byl preparat zalakovan lakem na nehty a ponechan

ve 4 °C do nasledného prohlizeni.

3.9. Fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH)

Metoda FISH byla pouzita v této praci pro lokalizaci repetitivnich sekvenci v genomu L.
marginata. Pro mapovani pfimé¢ zna¢ené mikrosatelitni sekvence byla pfipravena hybridiza¢ni
smés obsahujici pfedem pfipravenou sondu (300 ng, piiprava viz kapitola 3.5.), 25 ug DNA z
lososich spermii, 1/10 objemu 3M octanu sodného (pH 8) a 2,5nasobné mnozstvi objemu
studeného 100 % ethanolu. Nasledujici postup byl totozny se CGH metodou (kapitola 3.8.) az

na vynechanou 1,5hodinovou hybridizaci.

Pro mapovani satelitnich sekvenci znacenych biotinem byl pouzit upraveny protokol
Cabral-de-Mello (2021). Postup byl podobny jako u klasické FISH kromé odlisného mnozstvi
sondy (50 ng), promyvani preparati a imunologické detekce sondy. Preparat s nanesenou
hybridiza¢ni smési byl inkubovan ve vlhké komtrce pii 37 °C pies noc. Dalsi den po
odstranéni kryciho sklicka nasledovala série promyti preparatu: nejprve dvakrat po péti
minutach v 2xSSC pii pokojové teploté, dale za stalého michani dvakrat v 0,1xSSC a jedenkrat
v 2xSSC (oboje 42 °C, po 5 minutach). Vzorek byl poté premistén na 10 minut za stalého
michani do 2xSSC a inkubovan 15 minut ve WBB roztoku (promyvaci blokovaci pufr se
slozenim 4xSSC, 0,1% Tween, 1% odtu¢néné mléko) (oboje pokojova teplota). Na takto

pfipraveny preparat bylo naneseno 100 pl smési protilatky streptavidinu konjugovaného se
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Cy3 s WBB roztokem (9 pg/ml Cy3-streptavidin (Jackson ImmunoRes. Labs. Inc, USA) ve
WBB). Po hodinové inkubaci ve vlhké komtrce (37 °C) byl preparat postupné tiikrat
oplachnut ve WBB roztoku za stalého michani pii teploté 45 °C. Na mirn€ oschnuty preparat
bylo aplikovano 25 pl smési DABCO s DAPI (500 ng/ml) (oboji Sigma-Aldrich, Burlington
Massachusetts, USA) a preparat byl piekryt sklickem (24x40 mm). Po odstranéni
nadbyte¢ného mnoZstvi smési vytlacenim do filtracniho papiru bylo skli¢ko bylo zalakovano

lakem na nehty. Preparat byl uskladnén ve 4 °C.

3.10. Prohlédnuti chromosomalnich preparati

Mikroskop Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss Jena, Oberkochen, Némecko) byl pouzit k
prohlédnuti preparatt z malpighickych trubic pod objektivy 40x a 63x a preparati po CGH a
FISH pod objektivy 63x a 100x. Pfi prohlizeni posledn¢ zminénych preparati byly vyuzity 3
barevné filtry: pro samic¢i celogenomovou sondu byl pouzit zeleny filtr, pro sam¢i sondu
cerveny filtr a modry filtr byl aplikovan pro pozorovani chromozomu barvenych DAPI.
Snimky byly pofizené pomoci kamery Olympus CCD XM10 s programem cellSens 1.9
(Olympus, Némecko). Vysledné obrazy byly upravené a slozené v programu Adobe
Photoshop CSé6.

3.11. Méreni genomu

Pro méfeni genomu byla pouzita metoda prutokové cytometrie, popsana v praci Hejnickova
(2019). Méfeni probihalo na fakulté Jiho¢eské univerzity v Ceskych Bud&jovicich s pomoci
Mgr. Petra Kouteckého, Ph.D. Cilem méfeni bylo odhalit pfipadné rozdily ve velikosti
genomu v ramci populace, mezi rodinami s riznymi typy pohlavniho chromozomu W, a taktéz

piipadné rozdily mezi pohlavimi v ramci jedné rodiny.

Jak material byly pouzité mozkové tkan€ housenek (jedno ganglium) a dospélct (1/2
hlavy). Jako standard byly pouzity hlavy dospélct zavijece moucného (Ephestia kuehniella) z
chovil v nasi laboratofti (72 hlavy). Béhem méteni se vSak ukdzalo, Ze velikost genomu je velice
variabilni a u nékterych jedinct se prekryva s velikosti standardu. Proto byla jako druhy
standard zavedena ruménice pospolna (Pyrrhocoris apterus) z chovi v laboratoti Mgr. Davida
Dolezela, Ph.D. (ENTU, BC AV CR), ze které se pouzivalo celé mozkové ganglium. Postup
byl nasledujici: mozek larvy L. marginata byl vzdy vypitvan ve fyziologickém roztoku jako
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prvni a neprodlené ptenesen na Petriho misku s 500 pl Cerstvé pripraveného pufru (0,1 M Tris-
HCI (pH 7,5), 2 mM MgClz, 1 % Triton X- 100). Alternativné byla pouzita ¥ hlavy dospélce.
Nasledné byl ptidan standard, bud’ 4 hlavy E. kuehniella nebo celé mozkové ganglium P.
apterus. Ob¢ tkané byly co nejvice rozsekany ziletkou a takto vytvorena suspenze byla

precistén pres nylonovy filtr do nové sklenéné zkumavky. Objem byl doplnén o dalSich

500 pl zminéného pufru. Po pfidani propidium jodidu (50 pg/ml) byly vzorky inkubovéany po
dobu 20 minut a nasledné analyzovany prutokovym cytometrem Partec CyFlow SL (Partec,
Miinster, Némecko; nyni Sysmex). Analyza dat byla provedena Mgr. Petrem Kouteckym,
Ph.D. pomoci softwaru FlowJo 10 (TreeStar, Inc., Ashland, OR, USA).
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4. Vysledky

4.1. Sex chromatin

V této praci byli testovani jedinci t¥inacti rodin skvrnopasnika liskového z let 2021 a 2022
(seznam rodin uveden v Tabulce ¢.4) na pfitomnost sex chromatinu v interfdznich jadrech
malpighickych trubic. Piitomnost a vzhled sex chromatinu se u samic ukazaly byt velmi
variabilni jak v rdmci druhu, tak i n€kterych rodin, dokonce i1 v rdmci jedince. U Zadného ze
studovanych samct nebyl spatfen (obrazek 1d). Vyjimeéné byla u nich pozorovana drobna
téliska piipominajici sex chromatin, divodem by mohla byt heterochromatizace genomu.
Veskeré potomstvo sami¢iho pohlavi dvou testovanych rodin (F21-06 a F21-07) obsahovalo
pravidelny kulaty sex chromatin, ktery se jenom mirné lisil ve velikosti (obrazek 1a), zatimco
potomstvo tii rodin (F21-03, F21-04 a F22-09) neobsahovalo Zadny (obrdzek 1c). Samicky
jedné rodiny (F22-08) vykazovaly Siroké spektrum od pfitomnosti sex chromatinu odli$ného
ve tvaru (klasicky kulaty az rtizné fragmentovany (obrézek 1b) az po jeho absenci. U nékolika
rodin (F21-01, F22-04, F22-11) heterochromatinové télisko nebylo nalezeno ve vétsing jader,
ale v n¢kterych se nahodné vyskytlo. U jedné z testovanych rodin (F22-05) byl zjistén
deformovany sex chromatin. Na obrazku 1 jsou uvedeny vSechny zaznamenané varianty sex

chromatinu.
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Obr. 1: Polyploidni interfazni jadra malpighickych Zlaz barvena lakto-aceto-orceinem s

a bez sex chromatinu (SC). Jadro @ s jednim kulatym téliskem SC (a), jadro @ s SC
fragmentovanym do vice mens$ich t&lisek (b), jadro @ bez SC (c), jadro & bez SC (d). Méfitko
(a,b,d) = 10 um, métitko(c) =20 pum.
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Tabulka ¢.4: Informace o rodinach L. marginata. Rok = rok odchyceni samice —
zakladatelky rodiny. Rodina = kod matky zakladatelky a celé jeji rodiny. SC+ = piitomnost
sex chromatinu, SC- = absence sex chromatinu. W-1 = typ chromozomu W zvyraznény samici
zelenou sondou, dva az ¢tyfi heterochromatinové bloky; W-2 = typ chromozomu W s vice nez

polovinou znacenou rovnomérné obéma sondami, tj. Zluté, jeden centralni

heterochromatinovy blok; W-4 = typ chromozomu W zvyraznény samiéi zelenou sondou, bez

heterochromatinovych blokti; W-5 = typ chromozomu W zvyraznény samici zelenou sondou,

jeden heterochromatinovy blok. N.d. = neurceno.

Rok | Rodiny Lokalita Sex chromatin Chr Ovéfeno Piivod
2019 F19-02 [Vrbenské rybniky, Ceské Budgjovice SC+ W-1 CGH Demkova 2022
Novohradské hory (obec Kuii, Benesov
F19-05 |nad Cernou) SC+ W-1 CGH Demkova 2022
Novohradské hory (obec Kuii, Benesov
F19-06 |nad Cernou) SC+ W-1 CGH Demkova 2022
variabilni data (SC+, fragmentovany
2020 F20-01 |Vrbenské rybniky, Ceské Budgjovice az uplna absence) W-2 CGH Demkova 2022
variabilni data (u nekterych samicek
F20-03 |Javornik pod Velickou SC+, u nékterych SC-) univalent CGH Demkova 2022
vyriabilni data (ve vétsing jader SC-,
2021 F21-01 |Ceské Budgjovice (Branisovsky les) obcas SC+) W-2 CGH Tato prace
Novohradské hory (obec Kuii, Benesov
F21-02 |nad Cernou) nd W-1 CGH Tato prace
Novohradské hory (obec Kuii, Benesov
F21-03 [nad Cernou) SC- W-4 CGH Tato prace
Novohradské hory (obec Kuii, Benesov
F21-04 [nad Cernou) SC- W-2 CGH Tato prace
Novohradské hory (obec Kuii, Benesov
F21-06 [nad Cernou) SC+ W-2 CGH Tato prace
Novohradské hory (obec Kuii, Benesov
F21-07 |nad Cernou) SC+ W-5 CGH Tato préce
vyriabilni data (ve vétsing jader SC-, na zaklade | Tato prace + vysledky RNDr.
2022 F22-04 |Vrbenské rybniky, Ceské Budgjovice obgas fragmentovany) W-2 morfologie Magda Zrzava, Ph.D.
na zakladé | Tato prace + vysledky RNDr.
F22-05 |Vrbenské rybniky, Ceské Budgjovice SC+ , deformovany W-2 morfologie Magda Zrzavé, Ph.D.
vyriabilni data (ve vétsing jader SC+, na zakladé | Tato prace + vysledky RNDr.
F22-08 |Ceské Budgjovice (Branigovsky les) obcas fragmentovany az SC-) W-2 morfologie Magda Zrzava, Ph.D.
Tato préace + vysledky RNDr.
F22-09 |Ceské Budgjovice (Branigovsky les) SC- univalent CGH Magda Zrzava, Ph.D.
vyriabilni data (prevazné SC-, obéas na zakladé | Tato prace + vysledky RNDr.
F22-11 |Ceské Budgjovice (Branigovsky les) faragmentovany) W-2 morfologie Magda Zrzavé, Ph.D.
na zaklade | Tato prace + vysledky RNDr.
F22-12 |Vrbenské rybniky, Ceské Budgjovice velice fragmentovany W-2 morfologie Magda Zrzava, Ph.D.
na zakladé | Tato prace + vysledky RNDr.
F22-13 |Ceské Budgjovice (Branisovsky les) nd nd morfologie Magda Zrzavé, Ph.D.
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4.2. Vysledky CGH

Ptitomnost a charakter pohlavniho chromozomu W byly u vSech zkoumanych rodin
skvrnopasnika (s vyjimkou Sesti) testovany pomoci metody CGH (Tabulka ¢.4 a obrazek 2).
Zpravidla je bivalent pohlavnich chromozomi kvili heterochromatizaci chromozomu W
napadné odlisny od autozomu. U L. marginata je navic cely bivalent chromozomu WZ jasnéji
obarven DAPI, takze je mozné ho snadno odlisit od ostatnich chromozomi. Jak jiz bylo
zjistétno v diplomové praci Demkova (2022), u tohoto druhu existuje nékolik typt
chromozomt W liSicich se mnozstvim, pozici a obsahem heterochromatinovych bloki. V
diplomové praci (Demkova 2022) byly uspésné definovany a popsany tti typy — W-1, W-2 a
W-3. V této praci byly objeveny dalsi typy pohlavniho chromozomu W-W-4 a W-5.

Prvni typ (W-1) se vyskytoval u jedné rodiny z roku 2021 — F21-02. U téhle rodiny
sex chromatin nebyl testovan. U tohoto chromozomu W jsou 1/3 az 2/3 délky intenzivné
znaceny samici zelenou sondou. V této Casti chromozomu se také nachazi dva (v nékterych
piipadech az c¢tyfi) heterochromatinové bloky znacené zeleng, jeden termindlni a druhy
subterminalni. Zbytek chromozomu je zabarven zluté, protoze sami¢i a samci sonda

hybridizuji se stejnou silou.

Druhy typ (W-2) figuroval u tii rodin z roku 2021 a pé&ti z roku 2022. VVzhled a podoba
sex chromatinu byla vysoce variabilni. U tohoto typu chromozomu W byla pfiblizn€ polovina
celkové délky zvyraznéna samici zelenou sondou, zatimco zbytek byl znacen zluté, tj.
rovnomérné¢ obéma sondami. Na rozdil od prvniho typu disponoval pouze jednim
heterochromatinovym blokem v centralni ¢asti chromozomu, ktery byl zvyraznén obéma

sondami stejn¢ intenzivné.

Tieti typ chromozomalni konstituce pivodné uvedeny jako W-3 byl v této praci
zaznamenan u rodiny F22-09. Sex chromatin u této rodiny nebyl pfitomen. Metoda CGH v
praci Demkova (2022) u typu W-3 u jiné rodiny nedokazala jasné definovat pohlavni
chromozom W, jelikoZ se u tohoto typu v pachytennich jadrech nachazi DAPI pozitivni objekt,
ke kterému sondy hybridizovaly srovnatelné. Svou $itkou ale spiSe pfipominal univalent a je
pravdépodobné, Ze se ve skutenosti jedna spi$ u univalent chromozomu Z. Stejny vysledek
byl zaznamenan i v této praci, kdy byl v pachytennich jadrech u rodiny F22-09 nalezen
chromozom bez heterochromatinového bloku, ktery byl stejné zna¢en samci i sami¢i sondou.
V nékterych jadrech byl zaznamenan v podobé tenciho standardné dlouhého chromozomu, v

jinych jako krat$i objekt pfiblizné stejné Siroky jako ostatni bivalenty, coz napovida, ze se
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patrné jedna o univalent chromozomu Z, ktery je v nékterych jadrech ohnuty do tvaru pismene
u.

U rodiny F21-03 byl poprvé objeven ¢tvrty typ pohlavniho chromozomu, a to W-4.
Sex chromatin nebyl nalezen u této rodiny. VSem samicim z této rodiny v malpighickych
zlazach chybél sex chromatin. Na chromozomu W nebyly pfitomny Zadné heterochromatinové

bloky. Podél celé své délky byl zvyraznén vyrazné vice samici sondou (tj. zelen¢).

Posledni nalezeny typ, W-5, byl nalezen u rodiny F21-07. Samicky této rodiny mély
Klasicky sex chromatin. Jedna se o chromozom W, ktery je opét zvyraznén sami¢i sondou
podél sve délky a disponuje jednim terminalnim heterochromatinovym blokem, ktery je vice

znaden samic¢i sondou.
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Obr. 2: Komparativni genomova hybridizace na pachytennich oocytech samicek s
ruznymi typy chromozomu W. Podbarveni DAPI obrazka (a, e, i, m, q) a vyfezu (az, €1, i,
ma1, qu), obrézky (b, f, j, n, r) a vytezy (b, f1, j1, N1, r1) se sami¢i sondou zna¢enou zelené,
obrazky (c, g, k, 0, s) a vyfezy (C1, 01, k1, 01, S1) se sam¢i sondou znacenou Cervené, piekryv
samic¢i a saméi sondy na obréazcich (d, h, I, p, t) a vyfezech (d1, hs, l1, p1, t1). W-1 (a-d), W-2
(e-h), univalent (i-1), W-4 (m-p) a W-5 (g-t). Sipka ukazuje na bivalent WZ. Mgfitko pro
obrazky = 10 pm, mé&fitko pro vyfezy = 5 pm.

4.3. Analyza repetetivnich sekvenci

4.3.1. Mikrosatelitni sekvence

Ptedchozi analyza provedena Skolitelkou ukézala, Ze heterochromatinové bloky, véetné téch
na pohlavnim bivalentu WZ, obsahuji velké mnoZstvi mikrosatelitnich sekvenci (RNDr.
Magda Zrzava, Ph.D., osobni sdéleni). Mapovani mikrosateliti ukéazalo, ze rtzné typy
pohlavniho chromozomu W se skute¢né lisi obsahem heterochromatinovych bloka. V této
praci byl pouzit mikrosatelit miSAT-03, ktery jako jediny sedal do heterochromatinovych
bloki chromozomu W-1 a zaroveil jen minimaln¢ hybridizoval do autosomalnich blokl
(obrézek 3). Duivodem jeho pouziti v této praci bylo podezieni, ze chromozomy, které jsou pti
CGH vyrazné znaceny hlavné samici sondou, ale 1isi se poctem heterochromatinovych blokd,

mohou mit ve skutecnosti rizny obsah.

Jak jiz bylo zminéno, pocet heterochromatinovych blokd u W-1 u rodiny F21-02 byl
variabilni a pohyboval se mezi dvéma a Ctyfmi. Rovnéz byly nalezeny dalSi druhy
chromozomu W (W-4 a W-5) u dvou rodin z roku 2021, které byly zvyraznéné samici
celogenomovou sondou s odlisnym poctem heterochromatinovych blokd oproti W-1.
Mapovani mikrosatelitu miSAT-03 pomohlo identifikovat W-1 u rodiny F21-02 a ujistit se,
ze W-4 je skutecné dalsi typ chromozomu W u skvrnopasnika, jelikoz mikrosatelit sedal jen
na par autozomalnich blokii a nebyl pfitomen na chromozomu W. U rodiny F21-07 s typem

chromozomu W-5 nebylo mozné experiment provést kvuli nedostatku preparata.
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Obr. 3: Fluorescenéni in situ hybridizace mikrosatelitni sondy miSAT-03 na rodinach s

riznymi typy chromozomu W. Piekryv mikrosatelitni sondy znacené cervené a DAPI
podbarveni na obrézcich (a,b), podbarveni vyiezt pomoci DAPI (a1,b1), piekryv mikrosatelitni
sondy znadené &ervené a vyiezil podbarvenych DAPI (az, b2). W-1 (&), W-2 (b). Sipky ukazuji
na bivalent WZ. Mé&titko pro obrazky = 10 um, métitko pro vyfezy = 5 pum.

4.3.2. Satelitni sekvence

Komparativni analyza repetitivni DNA v genomech tii samci a téi samic zastupujicich rizné
typy chromozomu W (W-1 a W-2) byla provedena S$kolitelkou pomoci programu
RepeatExplorer. Byly nalezeny Cctyfi satelitni sekvence, které podle RepeatExploreru
zaujimaly v genomu skvrnopasnika alesponi 0,01 % genomu: Lmar-SAT-01 (0,8 %), Lmar-
SAT-02 (0,088 %), Lmar-SAT-03 (0,063 %) a Lmar-SAT-04 (0,012 %). Vysledky
komparativni analyzy jsou uvedeny v Tabulce ¢.5, kde je u kazdé satelitni DNA uveden pomér
primérného mnoZstvi Gteni (readt) u vech tif samic a samci. Cili pokud je p¥islusny satelit
zastoupen v prameéru stejné u obou pohlavi, je hodnota 1, sekvence obohacené u samic maji
hodnotu vyssi nez jedna, obohacené u samcti mensi nez jedna. Analyza ukazala, ze Lmar-
SAT-01 a Lmar-SAT-02 by mély byt obohacené na obou typech W srovnatelné, Lmar-SAT-
03 by m¢l byt vyrazné obohaceny u W-2 a Lmar-SAT-04 by m¢l byt W-obohaceny u obou

rodin, ale zejména na W-2.

Tyto satelity byly nasledné¢ amplifikovany z genomové DNA pomoci PCR,
osekvenovany a zamapovany pomoci FISH na chromozomalnich preparatech z ovarii samicek

(obrézek 4). Vzhledem k nedostatku preparatii a zaroven potiebé ovéfit nékteré predchozi
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vysledky byly pouzity preparaty z predchozich let, které pfipravila ma kolegyné¢ Miriam
Demkova. Byly vybrany rodiny s pohlavnim chromozomem W-1 a W-2 pro porovnani
vyskytu jednotlivych satelitl. Ukazalo se, Ze heterochromatinové bloky skvrnopasnika nejsou
tvofené satelity, jelikoz vSechny satelity hybridizovaly na jinych mistech v genomu.
Hybridizace sateliti méla podobny pattern u obou rodin, az na satelit Lmar-SAT-03 (obrazek
4e, ). Satelit Lmar-SATO1 byl hojné zastoupen v genomu nejen na autozomech, ale také na
bivalentu pohlavnich chromozomtt WZ (obrézek 4a, b). Sekvence dvou satelitii, Lmar-SAT02
a Lmar-SATO04, tvoii pocetné ojedin¢lé Kklastry prevazné na autozomech. Pokud byl
hybridiza¢ni signdl pfitomen na bivalentu pohlavnich chromozomt, bylo to opét mimo

heterochromatinovy blok (obrazek 4c, d, g, h).

Nejzajimavéjsi z hlediska pohlavnich chromozomu byl satelit Lmar-SAT-03 (obréazek
4e, ), u ktereho se pattern hybridizace 1i$il mezi rodinami s W-1 a W-2. Krom¢ sporadického
zastoupeni na nékterych autozomech a jednoho vyrazného termindlniho autosomalniho
klastru, vydaval siln¢jsi signal v terminalnim useku WZ bivalentu mimo heterochromatinové
bloky (obrazek 4, e, f). Prestoze se klastr nachazel u obou rodin, silngj$i signal byl na
chromozomu W-1 (obrdzek 4e). Pti dtkladnéjsi analyze byl pozorovan zvlastni pattern
jemnych hybridizacnich signald, které se vyskytovaly po celé délce bivalentu WZ a nikde
jinde v genomu (obrazek 4e, e1, €2). Tento jemny hybridiza¢ni signal byl pozdéji pozorovan i
u pohlavniho bivalentu/univalentu u rodiny F20-03 s chromozomem W-3 (obrazek 5). Na
tomto Utvaru chybél silny termindlni signal, ale byl pfitomen pattern jemnych signald, coz

ukazuje, Ze se jedna o pohlavni chromozom nebo chromozomy.

Tabulka ¢.5. Vysledky komparativni analyzy porovnavajici mnoZzstvi jednotlivych
satelitii u samci a samic z rodin s chromozomem W-1 a W-2. U jednotlivych sateliti a

obou rodin jsou uvedeny poméry souctli poctli ¢teni u samic a samct.

Pomér ¢éteni | Pomér ¢teni @/
Satelit Q/F uw-1 Jd u W-2
SAT-01 0,947 0,853
SAT-02 1,300 1,182
SAT-03 0,879 2,730
SAT-04 2,750 4,500
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Obr. 4: Fluorescenéni in situ hybridizace satelitnich sond (Lmar-SAT-01 (a,b), Lmar-
SAT-02 (c,d), Lmar-SAT-03 (e,f), Lmar-SAT-04 (g,h)) na rodinachs W-1 (a, c, e, g) a W-
2 (b, d, f, h) na pachytennich jadrech ¢ L. marginata. Prekryv satelitni sondy znacené
cervené a DAPI podbarvenim na obrazcich (a-h), prekryv satelitni sondy znacené Cervené a
DAPI podbarvenim vytezi (a1, b, c1, d, e, f1, 91, h1), satelitni sonda znacena Cervené vyiezi
(a2, b2, C2, da, €2, f2, g2, h2). Sipky ukazuji na bivalent WZ. Mé&fitko pro obrazky (a-h) = 10 pm,

méfitko pro vytezy (ai-h2) =5 um.

Obr. 5: Fluorescenéni in situ hybridizace satelitni sondy Lmar-SAT03 na rodiné F20-03
S univalentem (ptivodné W-3). Piekryv satelitni sondy znac¢ené ¢ervené a DAPI podbarveni
na obrazku (a), pfekryv satelitni sondy znacené Cervené a DAPI podbraveni vytezu (ai),
satelitni sonda zna¢ena &ervené ve vyfezu (a2). Sipky ukazuji na bivalent WZ. Méfitko pro

obrazky = 10 um, métitko pro vyfrezy = 5 pm.
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4.4, Méreni genomu

Expanze repetitivni DNA je povazovéna za jeden ze zplsobu zvétSovani eukaryotniho
genomu. Vzhledem k pfitomnosti velkého mnozstvi heterochromatinovych blokli v genomu
skvrnopasnika tvofenych mikrosatelitnimi sekvencemi, bylo pouzité v této praci méfeni
genomu k zjiSténi piipadnych vnitrodruhovych rozdili. Celkem byla zmétfena velikost
genomu u 21 jedinct z 11 rodin z roku 2019-2022, z toho 15 samcii a 6 samic (Tabulka ¢.6).
Mg¢feni byla nejprve provadéna jen na samcich, aby vysledky nebyly ovlivnény pfitomnosti
pohlavniho chromozomu W, ktery se vykytuje pouze u samic a podle vysledka jinych metod
je znacné variabilni v poctu a obsahu heterochromatinovych bloki. Abychom ovéfili, jak velké
rozdily mezi jedinci pfedstavuji ve skute¢nosti chyby méteni, zméfili jsme velikost genomu u
ctyfech dospéleti (dvou samic a dvou samctl), u kterych se pouziva na jedno méfeni ptlka
hlavy, kazdy vzorek dvakrat. Maximalni rozdil v rdmci jedince byl 0,77 %, nejmensi 0,12 %.

(oznaceny v tabulce pismeny ,,a“ a ,,b*).

Nameétené hodnoty neptfevySovaly 1 pg s nejmensi naméfenou hodnotou 0,729 pg
(M22-12-43) a nejvétsi - 0,947 pg (M19-04-03). Rozdil mezi nejmensim a nejvétsim
genomem skvnopasnika tvoii 23 %, coz nemuze byt chybou nebo odchylkou méfeni. V
priimeéru v ramci rodiny méli bratfi podobnou velikost, kromé rodiny F21-03, kde dva bratfi
meéli rozdil ve velikostech genomu az 12 %. Porovnani mezi sourozenci odliSného pohlavi se
lisilo mezi rodinami. Velikosti genomu byly podobné u rodiny F21-07, zatimco u rodiny F22-
13 byl rozdil 6,6 %. Byl taktéz zaznamenan vyznamny rozdil mezi samicemi z rodin s
odlisnym typem chromozomu W. Primér naméfenych hodnot u rodiny F22-08 (W-2) byl
0,763 a u rodiny F21-07 (W-5) — 0,828, coz odpovida 8 % rozdilu.
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Tabulka ¢.6: Informace o méfeni genomu L. marginata. M = samec, F = samice. a, b =

meéfeni stejného jedince. Nd = neurceno.

Jedinec Typ W Lokalita Veliksot genomu (pg) Standard
M19-02-09 W-1  [Vrbenské rybniky, Ceské Budgjovice 0,894 Pyrrhocoris apterus
M19-04-03 W-1 _ |Vrbenské rybniky, Ceské Budgjovice 0,947 (nejvétsi) Pyrrhocoris apterus
M20-01-03 W-2  [Vrbenské rybniky, Ceské Budgjovice 0,934 Pyrrhocoris apterus
M20-01-04 W-2  [Vrbenské rybniky, Ceské Budgjovice 0,922 Pyrrhocoris apterus
M21-01-02 W-2  [Ceské Budgjovice (Branisovsky les) 0,838 Ephestia kuehniella
M21-01-04 W-2 0,892 Ephestia kuehniella

Novohradské hory (obec Kuii, Benesov
M21-03-12 W-4  [nad Cernou) 0,860 Pyrrhocoris apterus
Novohradské hory (obec Kuii, Benesov
M21-03-03 W-4 |nad Cernou) 0,755 Ephestia kuehniella
Novohradské hory (obec Kuii, Benesov
M21-07-08 W-5  |nad Cernou) 0,834 Pyrrhocoris apterus
Novohradské hory (obec Kuii, Benesov
F21-07-10 W-5  [nad Cernou) 0,836 Pyrrhocoris apterus
Novohradské hory (obec Kuii, Benesov
F21-07-02 W-5  [nad Cernou) 0,820 Pyrrhocoris apterus
F22-08-40 W-2  [Ceské Budgjovice (Branisovsky les) 0,744 Ephestia kuehniella
F22-08-41 W-2  [Ceské Budgjovice (Branisovsky les) 0,770 Ephestia kuehniella
F22-08-42a W-2  [Ceské Budgjovice (Branisovsky les) 0,775 Pyrrhocoris apterus
F22-08-42b W-2  |Ceské Budgjovice (Branigovsky les) 0,776 Pyrrhocoris apterus
M22-09-33 univalent | Ceské Budgjovice (Branisovsky les) 0,784 Pyrrhocoris apterus
M22-09-41 univalent | Ceské Budgjovice (Branisovsky les) 0,800 Ephestia kuehniella
M22-09-42a univalent |Ceské Budgjovice (Branisovsky les) 0,807 Ephestia kuehniella
M22-09-42b univalent | Ceské Budgjovice (Branisovsky les) 0,808 Ephestia kuehniella
M22-12-30 W-2  [Vrbenské rybniky, Ceské Budgjovice 0,795 Pyrrhocoris apterus
M22-13-40a nd  |Ceské Bud&jovice (Branisovsky les) 0,738 Pyrrhocoris apterus
M22-13-40b nd  |Ceské Bud&jovice (Branigovsky les) 0,758 Ephestia kuehniella
M22-13-43 nd  [Ceské Budgjovice (Branisovsky les) 0,729 (nejmensi) Pyrrhocoris apterus
F22-13-44a nd Ceské Budgjovice (Branisovsky les) 0,775 Ephestia kuehniella
F22-13-44b nd Ceské Budgjovice (Branisovsky les) 0,781 Ephestia kuehniella
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4. Diskuze

Dfive pattil skvrnopasnik liskovy mezi cytogeneticky neprozkoumané druhy motylt, protoze
nebyla k dispozici zadna data o po¢tu chromozomi, pohlavnich chromozomech nebo velikosti
genomu. Prvni informace pfinesla diplomova prace Miriam Demkové (2022), ve které byl
popsan variabilni sex chromatin, ktery se u tohoto druhu nachazi i u samic z jedné lokality. To
indikovalo ptitomnost variabilniho chromozomu W nebo variabilitu v pfitomnosti W. U
zavijeCe moucného byla pozorovana podobnd variabilita ve vzhledu a pfitomnosti sex
chromatinu, ktera byla zplsobena chromozomalni pfestavbou zahrnujici chromozom W
(Traut, Weith a Traut 1986). Nésledn¢ bylo pomoci CGH zjisténo, Ze se u tohoto druhu
chromosomu (W-1, W-2 a W-3) se podafilo najit i v této praci a mezi nové analyzovanymi
rodinami byly identifikovany dal$i dva typy chromosomu W — W-4 a W-5. Tyto typy se liSily
mnozstvim a pozici heterochromatinovych blokii na chromosomu W. Lisil se i obsah blokii: u
typu W-1 vyrazné pievazovala hybridizace samici sondy, u typu W-2 ob¢ sondy hybridizovaly
do jediného heterochromatinového bloku. W-4, ktery nenesl zadny heterochromatinovy blok,
a W-5, ktery nesl jeden, byly vice naznateny samici sondou, coz svéd¢i o tom, ze obsahuji
sekvence, které jdou obohacené u samice. Typ W-3 nebyl pomoci CGH odlisen od zbytku
genomu a patrné se jedna o univalent chromozomu Z. Podobné jako v praci Demkova (2022),
ani zde nebyla nalezena korelace mezi odlisnym vzhledem a formou sex chromatinu a typem
chromozomu W, jelikoz byly nalezeny rtizné typy sex chromatinu na preparatech jedné samice

nebo mezi sestrami ze stejné rodiny.

DalSim zajimavym znakem v karyotypu skvrnopasnika jsou heterochromatinové
bloky, nachazejici se na téméf vSech chromozomech. Vzhledem k tomu, Ze nejvice
heterochromatizovanou ¢asti genomu motyli byva diferencovany pohlavni chromozom W
(Sahara, Yoshido, a Traut 2012), heterochromatinové bloky na autozomech vzbuzuji otazky
ohledné jejich slozeni, zplsobu a divodu tak abundantniho rozsifeni. Dle ustniho sd€leni
Skolitelky, analyza sekvenacnich ¢teni z genomi L. marginata a mapovani mikrosatelitnich
sekvenci hojn¢ zastoupenych v genomu potvrdila jejich vysokou abundanci v
heterochromatinovych blocich. Dokonce u rtiznych typti pohlavniho chromozomu W

hybridizovaly testované mikrosatelitni sekvence odli$n¢.

Na zminéné vysledky navazovala tato diplomové préace, jejiz hlavnim cilem bylo

zjistit, zda heterochromatinové bloky jsou tvofené dal$im typem repetitivnich sekvenci —
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satelity a pripadné odliSeni riznych druhi chromozomu W mapovanim mikrosatelitni

sekvence do genomu.

4.1. Varianty chromozomu W

Aby bylo mozné analyzovat repetitivni DNA na riznych chromozomech W, bylo potieba
ziskat novy materidl, protoze ptivodni rodiny pouZzité v praci Demkové jiz nebyly k dispozici.
U kazdé rodiny bylo potieba zjistit, jaky ma sex chromatin a jaky typ chromozomu W, k ¢emuz
se pouzivala CGH nebo pozdé&ji analyza morfologie chromozomu W, tj. pocet a pozice
heterochromatinovych bloki. Variabilita pfitomnosti a podoby sex chromatinu odpovidala té,
kterd byla popsana v praci Demkoveé (2022). Byly nalezeny samice bez sex chromatinu a také
s klasickym kulatym, nebo fragmentovanym, nebo deformovanym sex chromatinem rtiznych

velikosti.

Hlavni rozdil mezi odliSnymi typy chromozomu W zvyraznénymi samici sondou (W-
1, W-4 a W-5) byl pocet heterochromatinovych bloka. Pfestoze W-4 a W-5 byly pozorovany
ve vice jadrech u vice jedincii samiciho pohlavi, identifikace dalSich typti W nebyla dostate¢né
spolehliva kviili variabilité v poctu blokti u W-1, kde se jejich pocet pohyboval mezi dvéma
az Ctyfmi, coz mohlo byt zptsobeno riznou kondenzaci chromozomu W nebo tim, Ze se ve
skuteCnosti jedna o riizné typy chromozomi W, na kterych se nezavisle rozsitily riizné
repetitivni sekvence. K ovéfeni téchto teorii byla pouzita hybridizace s mikrosatelitem
mMISAT-03, u které¢ho bylo zjisténo, ze se nachazi v heterochromatinovych blocich na
chromozomu W-1 a zaroven se téméf nenachazi jinde v genomu ani na W-2 (Zrzava,
nepublikovano). Sonda podle ocekavani hybridizovala na chromozom W u rodiny F21-02,
ktery podle CGH i morfologie odpovidal typu W-1. Sonda naopak viibec nehybridizovala na
chromozom W u rodiny F21-03 s chromozomem W-4 bez heterochromatinového bloku, coz
byl diikaz toho, Ze se jedna o novy typ chromozomu W. Pokus se bohuzel nepodatilo provést
u typu W-5 s jednim heterochromatinovym blokem, coz bylo zplsobeno nedostatkem

preparatu a ztratou rodiny F21-07, u které jediné byl tento chromozom nalezen.

Na nedostatek materidlu jsme v prabéhu prace narazeli opakované, protoze az
donedavna byla kazda rodina udrzovana jen maximalné dvé generace do podzimu, kdy jedinci
vstupovali do diapauzy. VétSinou byly ale vSechny samice zcela zpracovany na

chromosomalni preparaty jesté diive. Nyni, kdyz se spektrum metod aplikovanych na kazdou
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rodinu zna¢né rozsitilo, jsou jiz zkoumané rodiny udrzovany v laboratornich chovech, coz
umozni pokrac¢ovat v detailnim vyzkumu variant chromozomu W bez nutnosti chytat dalsi

jedince z volné ptirody.

4.2. Satelitni sekvence

Neobvykle velké mnozstvi heterochromatinu u L. marginata svéd¢i o mimofadné aktivité
repetitivnich sekvenci u tohoto druhu. Zpravidla je genom motyld tvofen malo
kondenzovanym chromatinem, zatimco heterochromatin je umistétn na pohlavnim
chromozomu W (Sahara et al. 2012). Donedéavna jedinou znamou vyjimku tvofil skvrnopasnik
angrestovy (Abraxas grossulariata), ktery mél velké mnozstvi intersticialné a terminalné
umisténych blokl na autozomech a pohlavnich chromozomech. Je zajimavé, Ze jeho pfibuzny
druh, s. jilmovy (Abraxas sylvata) mél jen nepatrné mnozstvi terminalnich
heterochromatinovych blokl (Zrzava et al. 2018). Vzhledem k tomu, Ze ¢asto jsou tyto
struktury tvofeny mobilnimi elementy nebo tandemovymi opakovani (Lopez-Flores a
Garrido-Ramos 2012), odli$né slozeni chromozomu W i u velice ptibuznych druhti naznacuje
vysokou dynamicnost v Sifeni repetitivnich struktur. U motylli tandemova opakovani nejsou
dostatecné prostudovéna, coz bylo spojené s absenci vhodnych programi a algoritmt na
vyhledavani repetitivni DNA u nemodelovych organismt. V dne$ni dob¢é se k tomuto s
oblibou vyuziva RepeatExplorer, ktery byl pouzit mou $kolitelkou na vyhledavani satelitnich

sekvenci hojné zastoupenych v genomu L. marginata.

Na rozdil od bélaska zelného (Pieris brassicae), u kterého satelitni sekvence tvofily
vyznamnou slozkou heterochromatinovych blok (Pinkrova 2020), analyza skvrnopasnika
ukazala, ze z4dny ze zminénych sateliti nesedal do blokli kondenzovaného chromatinu.
Hlavni slozkou téchto blok jsou tak s nejvetsi pravdépodobnosti mikrosatelity, které se v
téchto mistech jiz podaftilo prokazat. Naptiklad u ptaki jsou nalezeny ptipady, kdy nehledé na
spole¢ny ptivod chromozomu W, mikrosatelitni DNA dokéze ovlivnit morfologii a sloZeni
heterochromatinu  tohoto chromozomu. U dvou druhti ptdkd z tadu lelkové
(Caprimulgiformes), potu obecného (Nyctibius griseus) a lelka kopistoocasého (Hydropsalis
torquata), v rozdilné velikosti chromozomu W hraje roli repetitivni mikrosatelitni DNA.
Nékolik mikrosateliti je pfitomno pouze u druhu s vét§im chromozomem W (potu obecného),
zatimco u lelka kopistoocasého chybi (Santos de Souza et al. 2020). U motylu prozatim byly

nalezeny mikrosatelitni sekvence na chromozomu W u bource morusového, ale nejsou jeho
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vyznamnou slozkou (Traut et al. 2013). Cabral-de-Mello (2021) se domniva, ze chromozom
W D. postlineella bude bohaty na mobilni elementy a mikrosatelitni sekvence, jelikoZ neni
tvofen satelitnimi sekvencemi. Podobné existuje moznost, Ze mobilni elementy, coz je typ
repetitivni DNA, ktery u L. marginata dosud nebyl zkoumén, se budou vyskytovat v

heterochromatinovych blocich.

4.3. Velikost genomu

Genom motylll je pomérné maly, nejvétsi nedosahuje ani 2 pg (Gregory 2002¢, Gregory a
Hebert 2003). V tomto ohledu je genom L. marginata i se svou nejvétsi namétenou hodnotou
0,947 pg typickym motylim genomem. Co patrné typické neni, je velkd vnitrodruhova
variabilita ve velikosti genomu, kdy rozdil mezi jedinci stejného pohlavi s nejvétSim a
nejmens$im nalezenym genomem predstavoval 23 %. Zajimavé je, Ze pomé&rné& velké rozdily
ve velikosti genomu byly zaznamenany i mezi bratry z rodiny F21-03, kteti se lisila o 12 %.
Vzhledem k vysokému obsahu repetitivni DNA u tohoto druhu se nabizi vysvétleni, Ze rozdily
mezi genomy zpusobuji pravé rozdily v akumulaci repetitivni DNA. Demkova (2022) ve své
praci pozorovala ob¢asné rozdily v pfitomnosti heterochromatinovych bloki v bivalentu, kdy
byl blok pfitomen jen na jednom homologu a na druhém ne. Tento jev byl opakované
pozorovan i v této praci. Rozdily mohou byt zptisobeny i riiznou akumulaci satelitni DNA. V
pripad¢ satelitu Lmar-SAT-03 byla nalezena rtiznd velikost klastru na bivalentu WZ mezi
rodinami s chromozomy typu W-1 a W-2. Svou roli mohou hrat i mobilni elementy, které
dosud u L. marginata nebyly zkoumany, ale u jinych druhti mtize jejich mnozeni zptisobovat
zasadni rozdily ve velikosti genomu. Vyznamné rozdily v tendenci akumulovat transpozibilni
elementy hraji dilezitou roli v evoluci motyliho genomu (Talla et al. 2017; Liu et al. 2020).
Naptiklad u rodu Leptidea (bélasek hrachorovy (Leptidea sinapis), L. reali a b. luéni (L.
juvernica)) velikosti genomu koreluji s pfitomnosti mobilnich elementil, zejména extrémnim
ptikladem je Leptidea sinapis, kde transpozibilni elementy tvoii 38 % genomu (Talla et al.
2017).

Dal$im zajimavym vysledkem byl maly rozdil mezi samci a samicemi v jedné rodiné¢,
zatimco u jiné rodiny byl 6,6 %. To je v kontrastu s praci Liu (2020), kde pii méfeni velikosti
genomu 15 druhti motylt z ¢tyt eledi (s vyjimkou Danaus genutia) nebyl nalezen rozdil mezi
samici a samcem. Z toho hlediska by bylo zajimavé porovnat velikost genomi u samic a samciti

v rodin¢ F22-09, kde se pravdépodobné u samic nachazi univalent chromozomu Z, zatimco
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chromozom W chybi. Toto porovnani zatim nebylo provedeno, protoze samice, kterych byl v

této rodin€ omezeny pocet, jsou zatim uchovany pro produkci dalsi generace.
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6. Zavér

Skvrnopésnik liskovy (L. marginata) je motyl s vice typy pohlavniho chromozomu W, lisicich
se svym slozenim, u kterého doslo k expanzi heterochromatinovych bloki na vétSinu
autozomt. Cilem této prace bylo ovéfit potomstvo skvrnopasnika na typ chromozomu W (na
rozliSeni chromozomu W  zvyraznénych sami¢i sondou s odliSnym poctem
heterochromatinovych blokd pouzit mikrosatelit miSAT-03) a zjistit, zda heterochromatinovi

bloky jsou tvofené dalsim typem repetitivni DNA - satelity.

V této praci bylo zaznamenano dohromady pét typti chromozomu W (tfi jiz znamé a
dva nové objevene). Typy W-1, W-4 a W-5 byly zvyraznéné samici sondou a liily se po¢tem
heterochromatinovych blokli, coz mohlo byt zplsobeno odliSnou mirou kondenzaci
chromozomu W. Mapovani mikrosatelitu miSAT-03, ktery se nachazi v blocich W-1,
prokazalo odlisné slozeni chromozomu W-1 a W-4 a tak se jedna o dalsi typ chromozomu W.
Mapovani vybranych satelitnich sekvenci ukéazalo podobny pattern u rodin s W-1 a W-2
(klastry na vét$in¢ chromozomu v genomu) az na satelit SAT-04, ktery byl W-obohacen u
obou rodin, ale siln¢jsi signal byl pozorovan na W-1. Méifeni genomu ukézalo velky rozdil
mezi nejmensimi a nejveétsimi naméfenymi hodnotami - 23 %. Bratii v rodinach méli
podobnou velikost genomu az na jednu rodinu — F21-03, kde rozdil byl 12 %. Divodem muze
byt odlisné zastoupeni repetitivni DNA u ruznych jedincu jak v ramci druhu L. marginata, tak

i v ramci rodiny.

DalSim smérem vyzkumu by mohl byt vyzkum mobilnich elementt, které u tohoto
druhu jesté nebyly zkoumany a mohly by byt dalsi slozkou tvotici heterochromatinové bloky.

Mapovani mikrosatelinich sekvenci by mohlo odhalit dalsi typy chromozomu W.
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7. Prilohy

Priloha I: Consensus sekvence studovanych sateliti vygenerované programem RepeatExplorer.

>L.mar-226-CL11-satLC (847 bp)

CTTCTCTTGATTTCGCCTTTACGTTTGCGTATTACCCAGTGTCATGTGTGTTTCTGGAGGG
TTAATGTCTTATCTAATTTACTTCAAGTGATGTAGTGGAAACATTACTAAAAGTTTCCAT
GGAGTTCTGCAGCGAGAGCGAAAACAACGTTTTCCCACTTTGTATCACTTTGTCCACACT
TGTGTACGTTCACGAACAGTTATTATATACGTTATTAGTTATAAATCCACTATTTTTACAC
AATAACACTCGAAAAAACACTAGTATCAGAAAATAATACAAAATAAACAACGCCATTTT
CACTATGGCGGCAAAACTCCTTCAATTAACTTCTTTCTATTTGCAAGCCAGTTCGAAATT
TAAATAAAACCTTTGATAAGTTACCTCTTTGGTTGCCGTGTTTCGTAGTAAAAGGTCGTT
CCATTTTTAAATAACACGACAGATATGGATTTTCATACTTAGATTGCCGGCCGCTGCTCG
CATGTATTTGGCCAGTACAGCAATGTCGATTTATCTCGAAGAAGGTTGTCAAAATAATG
CTCACATTTCCAAGCATGTTTGAGAAATAGTACATTACTGCAGCGGCCGGCAATAGGGG
CATTGCTGGACGAACGTGTAAATGTGGGCCGAGGCGAAGCCGAGGCACACATACGTGA
GTCCATCAATGCCTAGTTGCGGCCAAGGCTTGTATAGTGCTTTTCTCAAATAATGCGCGG
AAATTAATACTAAGTAGTACTTAACTCATTTTGTCAAATATACTGTTACTTACTTTTCAA
AATCAATGAAGAACAACGACCAACAATATTTTTTCACTCGTTAAAGAGTTTTTTTTTCAA
TGAACTTCTT

>L.mar-226-CL57-satL.C (1210 bp)

AACGAAAACAAATAAAAGTCAGATAGCGAGCTAGGAATCGTTGGATCCCACTTCTGATG
TAAACTTAATACGTCAGAAACGGGTAGGTAACTTACAACGCCAGGTTTCTATCACATTA
TATCTCTTTTACACCAGATCCTCAATCACTAAACCACATATTTAGACCACGATTGATTCA
GATAGGTCGTTGATCACAAACAAATCACGCTAAGTAGGCAGAGGCACGCTTTTGCAGCG
TCCCACTACAGCCATAGCCAAAAATCTCCCACAAGTCTTCACAAGTCAACTTCGCAATC
GCCGGTCTCCCGAGCGCCTCCCTGCAACGTCACACCGTGACAGCGGTGTTGCCAACACG
GCCCTCCTGCCCCGTGCATGCCCTCATGCATAACAGAACTTGAAACATAAAGACACAAT
GTTATATCGACTGATGACGTTTCCAATAACATGCCGACTCGGCCTATCATGACAATGCCA
ATTCAGAACAACTTTAGACACTCCAAGAACACCTTTATGCTTAGGGGTTATTTGAAGCTC
TGTTGTCTGAATTGGACCACTTGAGTTAGGGTCACTACCTTTATGCTTAGGCAATCCCTC
TTATCAATTCATTCTTTAGTGCCCACCAGTGCCTGTTCCAGCTTTTCTCCTTTATGCTTAG
GAGGTAACTGTGTCAGCTCACCGTGTCACAACCAGCAATGAATTTACTTACTCAGTTACT
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TGAACTGTCATTTTTATTCAATAGCAATGTTTGTACAATTTTTCTTATCCTTCCACAAACA
GGTTGTCCATTAGTGATCGTTACGCAACAATGACTCGTACCAAACTTTAGCAGAATCTTT
GAGCGTATTAAGAGCCTAATAGGGAATCATACCGCCACACCATGAGAACGTGGAATCGT
AAGAGTCTATCACATTTAACCAGGAATCTACATTATCTTATCAATCAACGGGTCAAAGTT
AGGTATCATTTTATGGAGGGTAGTGTTGTTCATACTCACAGATACGACACCGTTCATATG
CGATACCTTTATCCTTTTTTGACCTACGGGTGCACGAAGTGGCATTCGGGATCTGTTCTC
ATCACTCGATGGTACTCGAGCTTCTGCTTGATGACGGAAAACGTGATCGTATTCTTGGTT
TTGTTTATGACCTATCTTTATCAATTGCGGGTAATCGGAAGTTGCAAATTTACTTGAGCC
TTTCTGAATACAA

>L.mar-226-CL74-satHC (341 bp)

AGTAAACTTTTTAACAAGTCCTAGTATGGCGGCCAAAAAATTTGACCGAATTTCGCCAA

AATTTTGATGGGAGTCGCCGCGGGGGCTCGTCCCGATGCCGAATATGTGTTTTTTATTTG
TCTCAAGTGAAATTTGGGTTTTTAAGAGCCGAAAATATTTTATGTTTTTATAAATTTTGA

AAATTTTGATTATTTCGAAAATGTTACTAATTATATTTTGTCTGATTACAGGTCTGCGGA

GAGTTCGTCGAGACGCGTTCAACGAGCTATCAAACTTCAGTGTACGTCAAACCTTCGAG
CTCAAAGTCAATACTTGGATCCGTACATAGTAAGTACTCTTCA

>L.mar-226-CL205-satL.C (375 bp)

AATGTGCTATTGACTGATGGTAAGCGATACTTTTAGAGCGTTAGAAAATCCTTGTATTCG
GTGATGGAAAAAATGGTGATGTGCGTTGATGATGTTAAGTAGCCTATAACCTGGTCCCT
GGTTGACTGAGTGATTGACTGATGGTAAACGATACTTTTAGAGCGTTAAAAAAGCCTTG
TATTCGGTGATGAAAAATGGTGATGTATGATGATGAAAAGTAGCCTATAACCTAATCCC
GCCTATGAACTGTGTCTGTGCAAAAAATCACGTCGATCCGTTGCTCCGTTGCAGCGTGA
AAGACGCACAAACAAACCAACAAACACATTTTCTCGTTTATCATAGTTTTGTTTTTTTTT
TTAATATTTTTTTTCTATG
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