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1. Introduction 

1.1. Sex determination 

S e x u a l r e p r o d u c t i o n i s a n e f f e c t i v e w a y t o m i x g e n e t i c m a t e r i a l a n d p r o d u c e v a r i a b l e p r o g e n y , 

t h u s e n h a n c i n g i t s c h a n c e o f s u r v i v a l a n d f i t n e s s i n e u k a r y o t i c o r g a n i s m s . S e x d e t e r m i n a t i o n 

s y s t e m s m a y h a v e e v o l v e d f r o m m a t i n g t y p e s f o u n d i n f u n g i o r y e a s t , w h o s e a m o u n t r a n g e s 

f r o m t w o u p t o 2 3 3 2 8 m a t i n g t y p e s f o u n d i n Schizophyllum commune ( K o t h e 1 9 9 9 ) . 

T h e s e x o f a d e v e l o p i n g i n d i v i d u a l c a n b e d e t e r m i n e d i n t w o b a s i c w a y s : e i t h e r b y a n 

e n v i r o n m e n t a l f a c t o r ( E S D ) o r g e n e t i c a l l y ( G S D ) . T h e r e i s a p l e t h o r a o f u n i q u e s e x -

d e t e r m i n a t i o n p a t h w a y s w i t h d i f f e r e n t m o l e c u l a r m e c h a n i s m s . I n t h e c a s e o f E S D , t h e m a i n 

s e x - d e t e r m i n a t i o n f a c t o r a f f e c t i n g e m b r y o n i c d e v e l o p m e n t m a y b e p o p u l a t i o n s t r u c t u r e o r 

t e m p e r a t u r e . T e m p e r a t u r e - d e p e n d e n t E S D h a s b e e n d o c u m e n t e d f o r e x a m p l e i n c r o c o d i l e s , 

w h e r e h i g h e r t e m p e r a t u r e s l e a d t o m a l e - o n l y o f f s p r i n g . A n o p p o s i t e p a t t e r n c a n b e f o u n d 

e . g . i n m o s t t u r t l e s , w h e r e h i g h e r t e m p e r a t u r e s p r o d u c e f e m a l e - o n l y o f f s p r i n g . I n t h e s e c a s e s , 

t h e r a n g e o f t e m p e r a t u r e s w h e r e b o t h s e x e s c a n h a t c h i s u s u a l l y q u i t e n a r r o w . A l t e r n a t i v e l y , 

a s p e c i f i c r a n g e o f t e m p e r a t u r e s m a y l e a d t o t h e d e v e l o p m e n t o f o n e s e x , w h i l e b o t h c o o l e r 

o r w a r m e r c o n d i t i o n s w i l l p r o d u c e t h e o t h e r o n e ( L a n g & A n d r e w s 1 9 9 4 ; G o n z a l e z e t a l . 2 0 1 9 ) . 

A n o t h e r t y p e o f E S D m e c h a n i s m i s b a s e d o n s o c i a l i n t e r a c t i o n s . F o r i n s t a n c e , s e x i n Bonellia 

w o r m s d e p e n d s o n w h e t h e r o r n o t t h e l a r v a e n c o u n t e r s a n o t h e r f e m a l e . T h e s l i p p e r s n a i l 

(Crepidula fornicata) f o r m s a p i l e c o m p o s e d o f m u l t i p l e i n d i v i d u a l s , w h o s e s e x d e p e n d s o n 

t h e i r p o s i t i o n i n t h e p i l e ( C o e 1 9 3 6 ) . A n o t h e r r e m a r k a b l e c a s e o f s o c i a l s e x d e t e r m i n a t i o n c a n 

b e f o u n d i n f i s h ; h o w e v e r , t h e s e o c c u r i n t h e f o r m o f s e q u e n t i a l h e r m a p h r o d i t i s m ( G e m m e l l 

e t a l . 2 0 1 9 ) . F o r i n s t a n c e , t e l e o s t f i s h d i s p l a y e x t r e m e p h e n o t y p i c p l a s t i c i t y a n d m a y c h a n g e 

s e x d u r i n g t h e i r l i f e t i m e a s a r e s p o n s e t o c h a n g e s i n t h e i r s o c i a l s t r u c t u r e , a s s e e n e . g . i n t h e 

b l u e h e a d w r a s s e (Thalassoma bifasciatum) i n w h i c h t h e l a r g e s t f e m a l e o f a s o c i a l g r o u p m a y 

t u r n i n t o a m a l e w h e n n e c e s s a r y ( G o d w i n 2 0 0 9 ) . I n g e n e r a l , s e x r e v e r s a l i s r e l a t i v e l y c o m m o n 

i n f i s h a n d a m p h i b i a n s , w h i c h m a y b e f a c i l i t a t e d b y a h i g h f r e q u e n c y o f h o m o m o r p h i c s e x 

c h r o m o s o m e s . A l t h o u g h t h e s e x o f a n i n d i v i d u a l m a y b e g e n e t i c a l l y p r e d i s p o s e d , c e r t a i n 

e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s c a n t r i g g e r i t s c h a n g e i n o r d e r t o p r o d u c e t h e o p t i m a l s e x r a t i o s 

1 



( B a r o i l l e r & D ' C o t t a 2 0 1 6 ; F l a m e n t 2 0 1 6 ) . F o r i n s t a n c e , i n s n o w s k i n k l i z a r d s e x d e t e r m i n a t i o n 

m e c h a n i s m d e p e n d s o n t h e w e a t h e r c o n d i t i o n s a f f e c t e d b y t h e a l t i t u d e ( P e n e t a l . 2 0 1 0 ) . 

T h e b o r d e r l i n e b e t w e e n e n v i r o n m e n t a l a n d g e n e t i c s e x d e t e r m i n a t i o n l i e s i n h a p l o d i p l o i d 

s y s t e m . I n t h i s c a s e , t h e s e x o f t h e o f f s p r i n g d e p e n d s o n f e r t i l i z a t i o n , s i n c e f e r t i l i z e d e g g s 

p r o d u c e d i p l o i d f e m a l e s w h i l e u n f e r t i l i z e d e g g s p r o d u c e h a p l o i d m a l e s , a s s e e n e . g . i n 

h o n e y b e e s a n d o t h e r H y m e n o p t e r a ( L e a t h e r & H a r d i e 2 0 1 8 ) . 

N e v e r t h e l e s s , g e n e t i c s e x d e t e r m i n a t i o n i s t h e m o s t w i d e s p r e a d s y s t e m i n e u k a r y o t i c 

o r g a n i s m s . I t i s t y p i c a l f o r e x a m p l e i n m a m m a l s a n d b i r d s b u t c a n b e a l s o f o u n d a c r o s s v a r i o u s 

o t h e r g r o u p s o f v e r t e b r a t e s , a s w e l l a s i n s e c t s a n d s o m e f l o w e r i n g p l a n t s . G S D i s m e d i a t e d b y 

t h e p r e s e n c e o f s e x c h r o m o s o m e s , w h i c h c a r r y g e n e s r e s p o n s i b l e f o r s e x u a l d e v e l o p m e n t a n d 

d i f f e r t o v a r y i n g d e g r e e s b e t w e e n s e x e s . T h e r e a r e t w o b a s i c s e x c h r o m o s o m e s y s t e m s : m a l e 

h e t e r o g a m e t y ( X X / X Y ) , t y p i c a l f o r m a m m a l s a n d m o s t i n s e c t s , a n d f e m a l e h e t e r o g a m e t y 

( W Z / Z Z ) , t y p i c a l f o r m o t h s a n d b u t t e r f l i e s , c a d d i s f l i e s , b i r d s , a n d s n a k e s . T h e s e s y s t e m s m a y 

o c c u r i n m a n y v a r i a n t s , r a n g i n g f r o m t h e a b s e n c e o f t h e h e t e r o m o r p h i c c h r o m o s o m e ( X X / X 0 

o r Z 0 / Z Z ) t o t h e p r e s e n c e o f m u l t i p l e s e x c h r o m o s o m e s / n e o - s e x c h r o m o s o m e s ( B a c h t r o g e t 

a l . 2 0 1 4 ) . 

I n s o m e t a x a ( e . g . f i s h , a m p h i b i a n s , r e p t i l e s , o r i n s e c t s ) b o t h t y p e s o f h e t e r o g a m e t y m a y e x i s t . 

U s u a l l y , e a c h s p e c i e s c a r r i e s o n l y o n e v e r s i o n , a l t h o u g h t u r n o v e r s a r e r e l a t i v e l y c o m m o n . 

O c c a s i o n a l l y , t h e s e s y s t e m s m a y c o e x i s t i n d i f f e r e n t p o p u l a t i o n s o f t h e s a m e s p e c i e s a s 

d o c u m e n t e d i n t h e J a p a n e s e f r o g Rana rugosa ( M i u r a e t a l . 1 9 9 8 ) . 

1.2. Sex chromosome evolution 

S e x c h r o m o s o m e s h a v e e v o l v e d r e p e a t e d l y a n d i n d e p e n d e n t l y a c r o s s m u l t i p l e t a x a . Y e t , t h e y 

r e p r e s e n t t h e m o s t f a s c i n a t i n g e x a m p l e o f c o n v e r g e n t e v o l u t i o n b y d i s p l a y i n g i d e n t i c a l 

f e a t u r e s o f c o m p o s i t i o n , f u n c t i o n , a n d d e g e n e r a t i o n . 

T h e u n i v e r s a l m o d e l o f s e x c h r o m o s o m e e v o l u t i o n a s s u m e s t h e a c q u i s i t i o n o f a s e x -

d e t e r m i n i n g f a c t o r b y o n e o f t h e h o m o l o g o u s a u t o s o m e s , w h i c h t r i g g e r s a s p i r a l o f e v e n t s 

s l o w l y l e a d i n g t o i t s g e n e t i c e r o s i o n ( C h a r l e s w o r t h 1 9 9 1 ) . S i n c e i t i s e v o l u t i o n a r i l y 

a d v a n t a g e o u s t o p r e s e r v e a s u c c e s s f u l c o m b i n a t i o n o f s e x u a l l y a n t a g o n i s t i c m u t a t i o n s , 
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r e c o m b i n a t i o n i s h a l t e d a s t h e y s t a r t t o a c c u m u l a t e n e a r t h e s e x - d e t e r m i n i n g f a c t o r . 

H o w e v e r , r e c o m b i n a t i o n i s a l s o o n e o f t h e f u n d a m e n t a l m e c h a n i s m s o f c h r o m o s o m a l 

r e j u v e n a t i o n . T h u s , t h i s n e w s e x - s p e c i f i c c h r o m o s o m e ( Y o r W ) g r a d u a l l y f i l l s u p w i t h 

p s e u d o g e n e s , t a n d e m r e p e a t s , a n d m o b i l e e l e m e n t s , a c c e l e r a t i n g i t s d i f f e r e n t i a t i o n a n d 

p r o g r e s s i n g h e t e r o c h r o m a t i n i z a t i o n . S u c h c h r o m o s o m e m a y b e c o m e d i s p e n s a b l e , a n d 

e v e n t u a l l y , i n c a s e t h e s e x - d e t e r m i n i n g f a c t o r i s t r a n s l o c a t e d o r r e p l a c e d , i t m a y b e 

c o m p l e t e l y e r a d i c a t e d ( a s s e e n e . g . i n m o l e v o l e s o f t h e g e n u s Ellobius; K o l o m i e t s e t a l . 1 9 9 1 ) . 

N e v e r t h e l e s s , i t s e e m s t h a t s o m e s p e c i e s e v o l v e d a c o p i n g m e c h a n i s m t o o v e r c o m e t h e 

d e g e n e r a t i o n p r o c e s s s i n c e i n s e v e r a l s p e c i e s t h e e v o l u t i o n a r y o l d s e x c h r o m o s o m e s a r e s t i l l 

h o m o m o r p h i c ( V i c o s o e t a l . 2 0 1 3 ; H a n e t a l . 2 0 2 2 ) . 

F u r t h e r m o r e , e v o l u t i o n a r y m e c h a n i s m s m i g h t b e e v e n m o r e c o m p l i c a t e d . S e x c h r o m o s o m e s 

m a y f u s e w i t h o t h e r c h r o m o s o m e s , g i v i n g r i s e t o n e o - s e x c h r o m o s o m e s w h i c h c o m p o s e o f 

s e v e r a l e v o l u t i o n a r y s t r a t a ( e . g . Y o s h i d o e t a l . 2 0 0 5 b ; V l a s a n e k e t a l . 2 0 1 7 ) o r t h e y m a y 

u n d e r g o f i s s i o n s w h i c h g e n e r a t e m u l t i p l e s e x c h r o m o s o m e s ( e . g . Y o s h i d o e t a l . 2 0 2 0 ) . 

A l t e r n a t i v e l y , n e w s e x c h r o m o s o m e s m a y a r i s e v i a a d o p t i o n o f a B c h r o m o s o m e - a 

s u p e r n u m e r a r y c h r o m o s o m e w i t h a n o n - m e n d e l i a n i n h e r i t a n c e p a t t e r n , u s u a l l y c o n t a i n i n g a 

l a r g e p o r t i o n o f r e p e t i t i v e D N A . T h e a d o p t i o n m e c h a n i s m s m a y i n v o l v e t h e g a i n o f a s e x 

d e t e r m i n i n g f a c t o r ( C l a r k & K o c h e r 2 0 1 9 ) o r s i m p l y p a i r i n g w i t h a n e x i s t i n g Z o r X u n i v a l e n t 

( N o k k a l a e t a l . 2 0 0 3 ) . T a k e n t o g e t h e r , s e x c h r o m o s o m e s m a y c o m e i n v a r i o u s s h a p e s , s i z e s , 

a n d n u m b e r s a n d d i f f e r g r e a t l y a c r o s s t a x a r e g a r d i n g t h e i r c o n t e n t . 

1.3. Sex chromosome evolution in Lepidoptera 

M o t h s a n d b u t t e r f l i e s ( L e p i d o p t e r a ) r e p r e s e n t t h e i d e a l r e s e a r c h m o d e l f o r s e x c h r o m o s o m e 

e v o l u t i o n s t u d i e s s i n c e t h e y a r e r i c h i n s p e c i e s a n d g e n e t i c d i v e r s i t y , w h i c h a l l o w s o b s e r v i n g 

t h e s e x c h r o m o s o m e d i f f e r e n t i a t i o n p r o c e s s i n v a r i o u s s t a g e s . A d d i t i o n a l l y , t h e f e m a l e 

h e t e r o g a m e t y s y s t e m i s q u i t e e x c e p t i o n a l i n i n s e c t s , s i n c e i t i s b y d e f a u l t p r e s e n t o n l y i n 

L e p i d o p t e r a a n d t h e i r s i s t e r g r o u p c a d d i s f l i e s ( T r i c h o p t e r a ) . 

N a t u r a l l y , t h e r e a r e m u l t i p l e v a r i a n t s o f t h i s s y s t e m a c r o s s t a x a . B a s a l L e p i d o p t e r a a n d 

T r i c h o p t e r a s h a r e t h e a n c e s t r a l s e x c h r o m o s o m e c o n s t i t u t i o n Z O / Z Z ( S a h a r a e t a l . 2 0 1 2 ) . T h e 

p r e s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e i s m o r e t y p i c a l f o r a d v a n c e d m o t h s a n d b u t t e r f l i e s f r o m t h e 
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p h y l o g e n e t i c g r o u p D i t r y s i a , w h i c h c o m p r i s e a r o u n d 9 8 % o f a l l k n o w n s p e c i e s ( K r i s t e n s e n e t 

a l . 2 0 0 7 , F i g u r e 1 ) . H o w e v e r , t h e r e a r e s o m e e x c e p t i o n s o n b o t h s i d e s : f o r e x a m p l e , i n a b a s a l 

n o n - d y t r i s i a n g r o u p H e p i a l i d a e W c h r o m o s o m e w a s d i s c o v e r e d ( K a w a z o e 1 9 8 7 ; Volenikovä 

2 0 1 5 ) . O n t h e o t h e r h a n d , W c h r o m o s o m e a b s e n c e w a s r e c o r d e d i n t h e J a p a n e s e g i a n t 

s i l k w o r m (Caligula japonica)vjh\ch b e l o n g s t o S a t u r n i i d a e , D i t r y s i a w h e r e t h e W c h r o m o s o m e 

i s e x p e c t e d ( Y o s h i d o e t a l . 2 0 0 6 ) . 

L e p i d o p t e r a 

E u h e t e r o n e u r a 
D i t r y s i a ' 

T r i c h o p t e r a 

M i c r o p t e r i g i d a e 

E r i o c r a n i i d a e 

H e p i a l i d a e 

N e p t i c u l i d a e 

A d e l i d a e 

I n c u r v a r i i d a e 

T i s c h e r i i d a e 

M e e s s i i d a e 

I — P s y c h i d a e 

i — T i n e i d a e 

I— o t h e r D i t r y s i a 

sex 
chromosomes 

z o / z z 

z o / z z 

n . d . 

W Z / Z Z 

n . d . 

Z O / Z Z 

n . d . 

W Z / Z Z 

n . d . 

Z O / Z Z 

Z O / Z Z 

Z O / Z Z , W Z / Z Z , 
m u l t i p l e s e x c h r o m o s o m e s 

Figure 1: S i m p l i f i e d p h y l o g e n y o f L e p i d o p t e r a w i t h v a r i o u s s e x c h r o m o s o m e s y s t e m s . B a s e d 

o n H e j n i c k o v a e t a l . ( 2 0 1 9 ) a n d r e f e r e n c e s w i t h i n , n . d . = n o t d e t e r m i n e d . 

H i s t o r i c a l l y , w i d e l y a c c e p t e d t h e o r i e s a b o u t t h e o r i g i n o f t h e W c h r o m o s o m e i n L e p i d o p t e r a 

a s s u m e d t h a t i t e v o l v e d i n t h e c o m m o n a n c e s t o r o f D i t r y s i a a n d T i s c h e r i i d a e ( a s m a l l g r o u p 

o f l e a f - m i n e r s w h e r e t h e W c h r o m o s o m e i s p r e s e n t ; L u k h t a n o v 2 0 0 0 ) . H o w e v e r , t h i s 

h y p o t h e s i s w a s p a r t i a l l y b a s e d o n i n d i r e c t e v i d e n c e a n d d i d n o t r e f l e c t i n f o r m a t i o n a b o u t s e x 

c h r o m o s o m e s i n b a g w o r m s ( P s y c h i d a e ) , o n e o f t h e m o s t b a s a l g r o u p s o f D i t r y s i a . 
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B a s e d o n p r e v i o u s r e s e a r c h ( S e i l e r 1 9 1 9 ; S e i l e r 1 9 2 2 ; S e i l e r 1 9 6 0 ; N a r b e l - H o f s t e t t e r 1 9 6 1 ) , 

w h i c h i n s p e c t e d v a r i o u s s p e c i e s o f P s y c h i d a e , i t s e e m s t h a t t h e r e a r e o d d c h r o m o s o m e 

n u m b e r s i n f e m a l e s . T h e s e f i n d i n g s s u g g e s t t h e a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e , w h i c h w a s 

r e c e n t l y c o n f i r m e d i n y e t a n o t h e r g r o u p o f b a s a l D i t r y s i a - T i n e i d a e , n a m e l y i n t h e c o m m o n 

c l o t h e s m o t h Tineola bisselliella (Dalíková e t a l . 2 0 1 7 a ) . 

T h e s e o b s e r v a t i o n s c a s t d o u b t o n t h e o r i g i n a l h y p o t h e s i s a n d c o n t r i b u t e t o a g r o w i n g b o d y 

o f e v i d e n c e f o r t h e n o n - c a n o n i c a l o r i g i n o f W c h r o m o s o m e s i n d i f f e r e n t g r o u p s o f 

L e p i d o p t e r a . A s p r o p o s e d b y Dalíková e t a l . ( 2 0 1 7 a ) , t h e W c h r o m o s o m e a r o s e i n d e p e n d e n t l y 

i n T i s c h e r i i d a e e i t h e r v i a B c h r o m o s o m e a d o p t i o n o r v i a Z c h r o m o s o m e - a u t o s o m e f u s i o n , a n d 

i n D i t r y s i a v i a B c h r o m o s o m e a d o p t i o n , a f t e r t h e d i v e r g e n c e o f P s y c h i d a e a n d s o m e o t h e r 

g r o u p s . N o n - c a n o n i c a l o r i g i n w a s a l s o s u g g e s t e d b y F r a ' i s s e e t a l . ( 2 0 1 7 ) , s u p p o r t i n g t h e 

h y p o t h e s i s o f t w o s e p a r a t e s e c o n d a r y W c h r o m o s o m e a c q u i s i t i o n s i n T i s c h e r i i d a e a n d 

D i t r y s i a . 

1.4. Sex chromosome features in Lepidoptera 

T h e Z c h r o m o s o m e r e s e m b l e s a u t o s o m e s b y i t s s i z e , s t r u c t u r e , a n d c o n t e n t . I t p l a y s a n 

i m p o r t a n t r o l e i n s p e c i a t i o n s i n c e i t c o n t a i n s g e n e s t h a t c o n t r o l p h e r o m o n e p r o d u c t i o n a n d 

r e c o g n i t i o n ( D o p m a n e t a l . 2 0 0 5 ; Y a s u k o c h i e t a l . 2 0 1 1 ) . D e s p i t e b e i n g e v o l u t i o n a r y m u c h 

o l d e r t h a n t h e W c h r o m o s o m e , i t d i s p l a y s w e l l - p r e s e r v e d s y n t e n y a c r o s s v a r i o u s t a x a , a s 

s h o w n i n w i d e s p r e a d c o m p a r a t i v e s t u d i e s ( B e l d a d e e t a l . 2 0 0 9 ; Y a s u k o c h i e t a l . 2 0 0 9 ; V a n ' t 

H o f e t a l . 2 0 1 3 ; Dalíková e t a l . 2 0 1 7 a ) . T h u s , t h e Z c h r o m o s o m e s a r e h o m o l o g o u s a n d 

p r o b a b l y h a v e a c o m m o n o r i g i n i n L e p i d o p t e r a , a s w e l l a s Z c h r o m o s o m e s i n b i r d s ( N a n d a e t 

a l . 2 0 0 8 ) a n d X c h r o m o s o m e s i n m a m m a l s (Mácha e t a l . 2 0 1 2 ) . 

I n c o n t r a s t , t h e W c h r o m o s o m e s d i f f e r s i g n i f i c a n t l y e v e n b e t w e e n c l o s e l y r e l a t e d s p e c i e s 

(Vítková e t a l . 2 0 0 7 ; Zrzavá e t a l . 2 0 1 8 ; C a b r a l - d e - M e l l o e t a l . 2 0 2 1 ) , a n d t h e i r m u t a t i o n r a t e 

m a y b e a c c e l e r a t e d b e c a u s e o f t h e a b s e n c e o f m e i o t i c r e c o m b i n a t i o n i n f e m a l e s ( B a u e r 1 9 3 3 ; 

W o l f 1 9 9 4 ) . T h e y a r e t y p i c a l l y f i l l e d w i t h u b i q u i t o u s t r a n s p o s a b l e e l e m e n t s a n d s a t e l l i t e s ( A b e 

e t a l . 2 0 0 5 ; S a h a r a e t a l . 2 0 1 2 ; T r a u t e t a l . 2 0 1 3 ) . 
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F u r t h e r m o r e , W - e n r i c h e d a n d e v e n W - s p e c i f i c s e q u e n c e s w e r e r e c o r d e d e . g . i n t h e 

I n d i a n m e a l m o t h (Plodia interpunctella, D a l i k o v a e t a l . 2 0 1 7 b ) a n d t h e c o d l i n g m o t h (Cydia 

pomonella, F u k o v a e t a l . 2 0 0 7 ) . S u c h s e q u e n c e s c o n t r i b u t e s i g n i f i c a n t l y t o t h e p r o c e s s o f s e x 

c h r o m o s o m e d i f f e r e n t i a t i o n , w h i c h m a y l e a d t o s e x u a l d i m o r p h i s m o r s p e c i a t i o n ( r e v i e w e d 

i n S n e l l a n d T u r n e r 2 0 1 8 ) . 

F u n c t i o n a l g e n e s a r e v e r y s c a r c e o n t h e W c h r o m o s o m e ; o n e o f t h e v e r y f e w W - l i n k e d g e n e s 

i s t h e Fern f a c t o r , w h i c h i s a s m a l l p i R N A c o d i n g r e g i o n d i s c o v e r e d i n s i l k w o r m (Bombyx mori) 

a n d i t s e r v e s a s a p r i m a r y s i g n a l f o r t h e d e v e l o p m e n t o f a f e m a l e e m b r y o ( K i u c h i e t a l . 2 0 1 4 ) . 

B r i e f l y , t h i s p i R N A t a r g e t s a n d s i l e n c e s t h e Masculinizer g e n e l o c a t e d o n t h e Z c h r o m o s o m e , 

w h i c h c a u s e s f e m a l e - s p e c i f i c s p l i c i n g o f t h e doublesex g e n e . R e c e n t l y , a s i m i l a r f a c t o r w a s 

i d e n t i f i e d a l s o o n t h e W c h r o m o s o m e o f t h e M e d i t e r r a n e a n f l o u r m o t h (Ephestia kuehniella, 

V i s s e r 2 0 2 1 ) a n d t h e d i a m o n d b a c k m o t h (Plutella xylostella, H a r v e y - S a m u e l e t a l . 2 0 2 2 ) . 

H o w e v e r , t h e a c t u a l i m p o r t a n c e o f t h e W c h r o m o s o m e f o r t h e s e x d e t e r m i n a t i o n p r o c e s s i s 

n o t c l e a r . O n o n e h a n d , i n B. mori i t i s e s s e n t i a l f o r f e m a l e d e v e l o p m e n t , r e g a r d l e s s o f t h e 

n u m b e r o f Z c h r o m o s o m e s ( T r a u t e t a l . 2 0 0 8 ) . O n t h e o t h e r h a n d , i n t h e w i l d s i l k m o t h s (Samia 

cynthia s s p . ) t h e W c h r o m o s o m e p l a y s n o r o l e i n s e x d e t e r m i n a t i o n ( Y o s h i d o e t a l . 2 0 1 6 ) . I n 

s u c h c a s e s , s e x u a l d e v e l o p m e n t m a y d e p e n d o n t h e n u m b e r o f Z c h r o m o s o m e s a n d / o r t h e Z : 

a u t o s o m e r a t i o . 

1.5. Sex chromatin 

W c h r o m o s o m e s t y p i c a l l y d i s p l a y p a r t i a l o r t o t a l h e t e r o c h r o m a t i n i z a t i o n d u e t o t h e i r 

s i g n i f i c a n t l e v e l o f d i f f e r e n t i a t i o n a n d r e p e t i t i v e D N A c o n t e n t . H i g h h e t e r o c h r o m a t i n l o a d 

u s u a l l y i n d u c e s t h e f o r m a t i o n o f a c o n s p i c u o u s s e x c h r o m a t i n b o d y i n f e m a l e s o m a t i c 

p o l y p l o i d c e l l s , w h i c h c o n s i s t s o f h u n d r e d s t o t h o u s a n d s o f c o p i e s o f t h e W c h r o m o s o m e . A s 

n o t e d b y T r a u t a n d M a r e c ( 1 9 9 6 ) , w h o c o m p i l e d d a t a f r o m 2 3 8 s p e c i e s o f L e p i d o p t e r a , t h e 

o c c u r r e n c e o f s e x c h r o m a t i n b o d y i s i n d e e d c o m m o n . M o r e s p e c i f i c a l l y , i t w a s r e c o r d e d i n 

8 1 % o f e x a m i n e d f e m a l e s , w h i c h a l l b e l o n g e d t o D i t r y s i a . T h e a u t h o r s p o i n t e d o u t t h a t s e x 

c h r o m a t i n a s s a y i s a f a s t a n d c o s t - e f f i c i e n t d i a g n o s t i c m e t h o d f o r s e x i n g e m b r y o s a n d y o u n g 

l a r v a e . F u r t h e r , t h e y s u g g e s t e d t h a t t h e s e x c h r o m a t i n b o d y m i g h t b e a n i n d i c a t o r o f s e x 

c h r o m o s o m e a b e r r a t i o n s i n m u t a g e n e s i s s c r e e n s . 
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T h i s w a s a l r e a d y o b s e r v e d i n t h e i r r a d i a t e d l i n e s o f E. kuehniella o r C. pomonella, w h e r e t h e 

s e x c h r o m a t i n b o d y f r a g m e n t a t i o n o r d i s a p p e a r a n c e f o r e c a s t e d s t r u c t u r a l c h a n g e s i n v o l v i n g 

s e x c h r o m o s o m e s ( R a t h j e n s 1 9 7 4 ; T r a u t e t a l . 1 9 8 6 ; M a k e e & T a f e s h 2 0 0 7 ; M a r e c & T r a u t 

1 9 9 4 ) . S i m i l a r l y , t h i s p h e n o m e n o n w a s r e c o r d e d i n s p e c i e s w h e r e s e x c h r o m o s o m e 

r e a r r a n g e m e n t s o c c u r r e d n a t u r a l l y , s u c h a s t h e v a p o u r e r m o t h (Orgyia antiqua, T r a u t a n d 

C l a r k e 1 9 9 7 ) , o r t h e c l o u d e d A p o l l o (Parnassius mnemosyne, Vlašánek e t a l . 2 0 1 7 ) . 

T h e s e o b s e r v a t i o n s s u g g e s t t h a t i n t h e c a s e o f f u s i o n s o r t r a n s l o c a t i o n s i n v o l v i n g t h e W 

c h r o m o s o m e , i t m i g h t b e t h e n e w l y a c q u i r e d , t r a n s c r i p t i o n a l l y a c t i v e p a r t o f t h e c h r o m o s o m e 

t h a t d i s r u p t s s e x c h r o m a t i n f o r m a t i o n . S u s p e c t e d o n g o i n g t r a n s c r i p t i o n o f W - l o c a l i z e d g e n e s 

i n f o l l i c l e s a n d n u r s e c e l l s d u r i n g p r e v i t e l l o g e n e s i s p r o b a b l y c a u s e d s e x c h r o m a t i n t o 

d i s i n t e g r a t e i n t o m u l t i p l e s c a t t e r e d b o d i e s i n E. kuehniella ( G u e l i n 1 9 9 4 ) . I n g e n e r a l , h o w e v e r , 

c h a n g e s i n s e x c h r o m a t i n o c c u r r e n c e a r e q u i t e e x c e p t i o n a l , s i n c e m o s t o f t h e i n s p e c t e d 

D i t r y s i a d i s p l a y n o r m a l s e x c h r o m a t i n b o d i e s . 

1.6. Sex chromatin and W chromosome in Geometridae 

G e o m e t r i d a e i s o n e o f t h e l a r g e s t g r o u p s o f D i t r y s i a w i t h a p p r o x i m a t e l y 2 3 0 0 0 d e s c r i b e d 

s p e c i e s ( S i h v o n e n e t a l . 2 0 1 1 ) . T h e i r p h y l o g e n e t i c p o s i t i o n p r e d e t e r m i n e s p r e s e n c e o f t h e W 

c h r o m o s o m e a n d t h e s e x c h r o m a t i n b o d y , r e s p e c t i v e l y . H o w e v e r , r e l a t i v e l y h i g h f r e q u e n c i e s 

o f s e x c h r o m a t i n d e v i a t i o n s w e r e r e c o r d e d i n t h i s g r o u p : o u t o f 2 3 e x a m i n e d s p e c i e s , 7 o f 

t h e m s h o w e d a b n o r m a l i t i e s d e s p i t e b e i n g p h y l o g e n e t i c a l l y d i s t a n t ( T r a u t & M o s b a c h e r 1 9 6 8 ; 

E n n i s 1 9 7 6 ) . A d d i t i o n a l l y , t o t a l c h r o m o s o m e n u m b e r s i n s o m e s p e c i e s o f G e o m e t r i d a e a r e 

d i f f e r e n t f r o m t h e a n c e s t r a l k a r y o t y p e n = 3 1 ( R o b i n s o n 1 9 7 1 ) , w h i c h i s o t h e r w i s e r e l a t i v e l y 

s t a b l e w i t h i n L e p i d o p t e r a . T h e s e f e a t u r e s o f G e o m e t r i d a e i n d i c a t e d y n a m i c k a r y o t y p e 

e v o l u t i o n p o s s i b l y i n v o l v i n g s e x c h r o m o s o m e r e a r r a n g e m e n t s , w h i c h h a v e t h e p o t e n t i a l t o 

d i s r u p t f o r m a t i o n o f a s e x c h r o m a t i n b o d y . H o w e v e r , u n t i l n o w w e w e r e n o t a b l e t o l i n k t h e s e 

t r a i t s t o g e t h e r b e c a u s e o f a l a c k o f d a t a f r o m t h i s g r o u p . F r o m t h e c y t o g e n e t i c a l p o i n t o f v i e w , 

s o f a r t h e W Z b i v a l e n t s w e r e o n l y d e t e c t e d i n t h e m a g p i e m o t h s Abraxas sylvata a n d Abraxas 

grossulariata, w h i c h d i f f e r g r e a t l y i n t h e W c h r o m o s o m e c o n t e n t d e s p i t e b e i n g c o n g e n e r s 

(Zrzavá e t a l . 2 0 1 8 ) , a n d i n t h e p e p p e r e d m o t h Bistort betularia, w h i c h i s p r o b a b l y t h e o n l y 
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s p e c i e s o f G e o m e t r i d a e w i t h a d e t a i l e d k a r y o t y p e d e s c r i p t i o n i n c l u d i n g a l i n k a g e m a p ( V a n ' t 

H o f e t a l . 2 0 1 3 ) . 

1.7. Tools for sex chromosome studies 

C h r o m o s o m e n u m b e r s i n L e p i d o p t e r a w e r e t r a d i t i o n a l l y o b t a i n e d f r o m p r e p a r a t i o n s o f 

s q u a s h e d a n d s t a i n e d g o n a d s ( R o b i n s o n 1 9 7 1 ; E n n i s 1 9 7 6 ; L u k h t a n o v 2 0 0 0 ) . T h i s m e t h o d 

p r o v i d e d v a l u a b l e i n s i g h t i n t o t h e l e p i d o p t e r a n k a r y o t y p e s , a l t h o u g h i t d i d n o t a l l o w t o s t u d y 

s e x c h r o m o s o m e s i n d e t a i l . A n o t h e r c l a s s i c a l c y t o g e n e t i c a p p r o a c h i s t h e s e x c h r o m a t i n a s s a y , 

w h i c h e n a b l e s t o i n s p e c t t h e p r e s e n c e a n d f e a t u r e s o f t h e s e x c h r o m a t i n b o d y i n f e m a l e 

p o l y p l o i d s o m a t i c i n t e r p h a s e c e l l s o f t h e M a l p i g h i a n t u b u l e s . T h e p r e p a r a t i o n i s f i x e d w i t h 

C a r n o y ' s f i x a t i v e a n d s t a i n e d w i t h l a c t i c a c e t i c o r c e i n ( L A O ) , w h i c h i s a p u r p l e s u b s t a n c e t h a t 

b i n d s t o c h r o m a t i n . S e x c h r o m a t i n a s s a y h e l p e d t o u n c o v e r s e x c h r o m o s o m e s y s t e m s i n m a n y 

s p e c i e s o f L e p i d o p t e r a ( T r a u t & M a r e c 1 9 9 6 ) , s e x c h r o m o s o m e r e a r r a n g e m e n t s a n d 

a b e r r a t i o n s ( R a t h j e n s 1 9 7 4 ; T r a u t e t a l . 1 9 8 6 ; M a k e e & T a f e s h 2 0 0 7 ; M a r e c & T r a u t 1 9 9 4 ) 

a n d h e l p e d w i t h s e x i n g o f y o u n g l a r v a e (Fuková e t a l . 2 0 0 9 ) . 

R e g a r d i n g t h e m e t h o d s o f m o l e c u l a r c y t o g e n e t i c s , f l u o r e s c e n c e in situ h y b r i d i z a t i o n ( F I S H ) 

p l a y s a f u n d a m e n t a l r o l e . I t i s u s e d f o r t h e p h y s i c a l l o c a l i z a t i o n o f t h e e x a m i n e d s e q u e n c e o n 

t h e c h r o m o s o m a l p r e p a r a t i o n , a n d i t s p r i n c i p l e l i e s i n t h e s i m u l t a n e o u s d e n a t u r a t i o n o f t h e 

l a b e l e d p r o b e ( s ) a n d t h e c h r o m o s o m a l D N A , a n d t h e i r s u b s e q u e n t h y b r i d i z a t i o n b a s e d o n 

s e q u e n t i a l h o m o l o g y . O n c e t h e p r o b e b i n d s t o t h e c h r o m o s o m a l D N A , t h e s i g n a l d e t e c t i o n 

m a y b e p e r f o r m e d e i t h e r d i r e c t l y ( i . e . t h e p r o b e i t s e l f c o n t a i n s n u c l e o t i d e s c o n j u g a t e d w i t h 

f l u o r o c h r o m e s ) , o r w i t h t h e u s e o f a s i g n a l a m p l i f i c a t i o n a g e n t . S i g n a l a m p l i f i c a t i o n i s m a i n l y 

u s e d f o r m a p p i n g s h o r t e r s i n g l e - c o p y g e n e s w h i c h m a y b e d i f f i c u l t t o d e t e c t , a n d o f t e n i t i s 

b a s e d o n a f f i n i t y i n t e r a c t i o n s b e t w e e n f l u o r o c h r o m e - c o n j u g a t e d m o l e c u l e s . I n L e p i d o p t e r a , 

F I S H h a s b e e n u s e d t o s t u d y v a r i o u s c y t o g e n e t i c m a r k e r s w h i c h a l l o w t o u n c o v e r t h e 

k a r y o t y p e d y n a m i c s a n d d i s t i n g u i s h b e t w e e n i n d i v i d u a l c h r o m o s o m e s (Provazníkova e t a l . 

2 0 2 1 ) , i n c l u d i n g t h e s e x c h r o m o s o m e s (Šíchová e t a l . 2 0 1 3 ; C a r a b a j a l P a l a d i n o e t a l . 2 0 1 4 ) . 

W h i l e t h e e s s e n c e o f F I S H r e m a i n s t h e s a m e , t h e r e a r e m u l t i p l e v a r i a t i o n s t o s e r v e s p e c i f i c 

p u r p o s e s . F o r i n s t a n c e , B A C - F I S H e m p l o y s b a c t e r i a l a r t i f i c i a l c h r o m o s o m e s ( B A C s ) a s p r o b e s . 

B A C l i b r a r i e s c o n s t r u c t e d f o r t h e s e l e c t e d s p e c i e s w e r e s u c c e s s f u l l y a p p l i e d t o s t u d y 
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k a r y o t y p e s a n d c h r o m o s o m a l r e a r r a n g e m e n t s ( Y o s h i d o e t a l . 2 0 0 5 a ; N g u y e n e t a l . 2 0 1 3 ; V a n ' t 

H o f e t a l . 2 0 1 3 ) . F u r t h e r , a n a c t u a l c h r o m o s o m a l p a i n t i n g p r o b e c a n b e a c q u i r e d f o r t h e W 

c h r o m o s o m e i n s p e c i e s w i t h n o r m a l s e x c h r o m a t i n c o n s t i t u t i o n . W - c h r o m o s o m e D N A i s 

o b t a i n e d b y l a s e r m i c r o d i s s e c t i o n o f t h e s e x c h r o m a t i n b o d y a n d u s e d a s a p r o b e t o s t u d y a n d 

c o m p a r e W c h r o m o s o m e f e a t u r e s a c r o s s s p e c i e s (Fuková e t a l . 2 0 0 7 ; Vítková e t a l . 2 0 0 7 ; 

Zrzavá e t a l . 2 0 1 8 ) . 

O t h e r v a r i a t i o n s o f F I S H u t i l i z e w h o l e g e n o m i c D N A s a s h y b r i d i z a t i o n p r o b e s . O n e o f t h e m i s 

c o m p a r a t i v e g e n o m i c h y b r i d i z a t i o n ( C G H ) w h i c h e m p l o y s t w o s e p a r a t e l y l a b e l e d g e n o m e s 

( e . g . m a l e a n d f e m a l e ) . T h e p r o b e s c o m p e t e f o r h o m o l o g o u s s e q u e n c e s d u r i n g h y b r i d i z a t i o n , 

w h i c h e v e n t u a l l y a l l o w s f o r a s i m p l e , y e t e f f i c i e n t c o m p a r i s o n o f g e n o m i c d i f f e r e n c e s 

b e t w e e n s e x e s s i n c e t h e p o t e n t i a l o v e r r e p r e s e n t a t i o n o f a c e r t a i n s e q u e n c e w i l l b e 

h i g h l i g h t e d b y t h e r e s p e c t i v e p r o b e , w h i l e t h e r e s t w i l l h y b r i d i z e e q u a l l y . T h e r e f o r e , C G H 

e n a b l e s t o i d e n t i f y s e x c h r o m o s o m e s , s t u d y t h e i r d i f f e r e n t i a t i o n l e v e l , a n d e s t i m a t e t h e i r 

s e q u e n c e c o m p o s i t i o n ( T r a u t e t a l . 1 9 9 9 ; S a h a r a e t a l . 2 0 0 3 ) . 

A n o t h e r c o m m o n t o o l f o r c y t o g e n e t i c s e x c h r o m o s o m e s t u d i e s i s g e n o m i c in situ 

h y b r i d i z a t i o n ( G I S H ) . U n l i k e C G H , G I S H o n l y e m p l o y s o n e t y p e o f l a b e l e d g e n o m i c p r o b e ( e . g . 

t h e f e m a l e g D N A ) , w h i c h c o m p e t e s f o r b i n d i n g s i t e s w i t h a s u r p l u s o f u n l a b e l e d c o m p e t i t o r 

D N A ( e . g . t h e m a l e g D N A ) . T h u s , t h e d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e s e x e s a r e s t i l l h i g h l i g h t e d b y t h e 

p r o b e . I n a d d i t i o n , s i n c e G I S H o n l y r e q u i r e s o n e t y p e o f f l u o r o c h r o m e , i t i s p o s s i b l e t o 

c o m b i n e t h i s a p p r o a c h w i t h t h e c l a s s i c a l v e r s i o n o f F I S H . F o r i n s t a n c e , G I S H w a s s u c c e s s f u l l y 

a p p l i e d w i t h t h e t e l o m e r i c p r o b e , w h i c h a l l o w e d t o d i s t i n g u i s h i n d i v i d u a l c h r o m o s o m e s i n s e x 

c h r o m o s o m e m u l t i v a l e n t s ( Y o s h i d o e t a l . 2 0 0 5 b ) . 

R e g a r d i n g t h e m e t h o d s o f m o l e c u l a r b i o l o g y , s e x c h r o m o s o m e s a r e u s u a l l y s t u d i e d a t t h e 

g e n e l e v e l . O n e o f t h e c o m m o n l y u s e d m e t h o d s i s q u a n t i t a t i v e r e a l - t i m e P C R ( q P C R ) , w h i c h 

i s a v a r i a t i o n t o a c l a s s i c a l p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n t h a t a l l o w s p e r f o r m i n g q u a n t i t a t i v e 

a n a l y s i s o f t h e d e s i r e d p r o d u c t b y c o m p a r i n g i t t o a s i n g l e - c o p y a u t o s o m a l r e f e r e n c e g e n e 

( e . g . a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e 2 ) . T h u s , i t e n a b l e s t o e s t i m a t e c o p y n u m b e r s o f s e x - l i n k e d g e n e s 

b e t w e e n i n d i v i d u a l s . F o r i n s t a n c e , i t w a s u s e d t o d e m o n s t r a t e Z c h r o m o s o m e h o m o l o g y 

a c r o s s L e p i d o p t e r a (Dalíková e t a l . 2 0 1 7 a ) , t o u n c o v e r n e o - s e x c h r o m o s o m e s i n t h e f a m i l y 

T o r t r i c i d a e ( N g u y e n e t a l . 2 0 1 3 ) a n d s u p e r f a m i l y G e l e c h i o i d e a ( C a r a b a j a l P a l a d i n o e t a l . 2 0 1 9 ) , 

o r t o l o c a l i z e Masculinizer g e n e o n t h e Z c h r o m o s o m e o f E. kuehniella ( V i s s e r e t a l . 2 0 2 1 ) . 
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T h e c u r r e n t e r a o f f e r s a n e n d l e s s v a r i e t y o f g e n o m i c a n d b i o i n f o r m a t i c t o o l s t o s t u d y t h e s e x 

c h r o m o s o m e s a s w h o l e e n t i t i e s . U n f o r t u n a t e l y , a u n i v e r s a l p r o c e d u r e t o s t u d y t h e m o l e c u l a r 

c o m p o s i t i o n o f s e x c h r o m o s o m e s o f L e p i d o p t e r a h a s n o t b e e n d e v e l o p e d y e t , a n d a t t e m p t s 

t o d o s o a r e r a t h e r s c a r c e . P e r h a p s i t i s d u e t o t h e r e p e t i t i v e n a t u r e o f t h e W c h r o m o s o m e 

c o n n e c t e d w i t h i n e v i t a b l e a s s e m b l y d i f f i c u l t i e s , a n d a l s o d u e t o t h e v e r y d y n a m i c 

e n v i r o n m e n t i n t h e s e f i e l d s . A l t h o u g h s h o t g u n s e q u e n c i n g o f B A C c l o n e s c o m b i n e d w i t h P C R -

b a s e d R A P D m a r k e r s ( A b e e t a l . 2 0 0 5 ) a n d w h o l e g e n o m e s h o t g u n s e q u e n c i n g c o m p a r a t i v e 

a s s e m b l i e s ( A b e e t a l . 2 0 1 0 ) w e r e s u c c e s s f u l l y a p p l i e d i n t h e b e g i n n i n g , t h e y a r e n o w 

c o n s i d e r e d o u t d a t e d . I n c o n t r a s t , s e q u e n c i n g o f m i c r o d i s s e c t e d s e x c h r o m a t i n s e e m s t o b e 

a n e f f e c t i v e a p p r o a c h t o s t u d y i n g W c h r o m o s o m e s ( F u k o v a e t a l . 2 0 0 7 ; T r a u t e t a l . 2 0 1 3 ; 

Y o s h i d o e t a l . 2 0 1 6 ) , a l t h o u g h i t h a s i t s l i m i t a t i o n s s i n c e n o t e v e r y s p e c i e s h a s s u i t a b l e s e x 

c h r o m a t i n f e a t u r e s . F u r t h e r , a c o m b i n a t i o n o f c o n t e m p o r a r y g e n o m i c a n d b i o i n f o r m a t i c 

a p p r o a c h e s a l l o w e d e . g . in silico c o m p a r a t i v e a n a l y s i s o f Z c h r o m o s o m e s i n s e v e r a l s p e c i e s 

( F r a ' i ' s s e e t a l . 2 0 1 7 ) , a s w e l l a s e l a b o r a t e a s s e m b l i e s o f Z c h r o m o s o m e s ( M a s s a r d o e t a l . 2 0 2 0 ; 

S e i x a s e t a l . 2 0 2 1 ) , a n d r e c e n t l y e v e n t h e W c h r o m o s o m e ( L e w i s e t a l . 2 0 2 1 ) . I t i s e x p e c t e d 

t h a t t h e r e c e n t e x p a n s i o n o f a d v a n c e d l o n g - r e a d s e q u e n c i n g t e c h n i q u e s s u c h a s N a n o p o r e 

m i g h t h e l p t o o v e r c o m e c u r r e n t W - c h r o m o s o m e a s s e m b l y p r o b l e m s a n d p r o v i d e m o r e 

i n f o r m a t i o n a b o u t i t s c o n t e n t a n d f u n c t i o n . 

M o d e r n a p p r o a c h e s a r e a l s o a p p l i e d t o i n v e s t i g a t e d i f f e r e n c e s i n e x p r e s s i o n l e v e l s o f s e x -

l i n k e d g e n e s . T r a n s c r i p t o m i c d a t a a r e p r o c e s s e d t h r o u g h o p t i m i z e d p i p e l i n e s t o i d e n t i f y 

p o t e n t i a l g e n e s o f i n t e r e s t , w h i c h m a y b e f u r t h e r i n v e s t i g a t e d . F o r i n s t a n c e , s u c h s t u d i e s s h e d 

l i g h t o n d o s a g e c o m p e n s a t i o n m e c h a n i s m s i n s e v e r a l s p e c i e s ( e . g . H a r r i s o n e t a l . 2 0 1 2 ; 

W a l t e r s e t a l . 2 0 1 5 ; G u e t a l . 2 0 1 7 ) . 

F i n a l l y , o n e o f t h e u n e x p l o r e d r e s e a r c h p a t h w a y s i s t h e r e p e a t c o n t e n t e x a m i n a t i o n . T h i s f i e l d 

s e e m s p r o m i s i n g i n L e p i d o p t e r a ; h o w e v e r , i t i s n o t c l e a r t o w h a t e x t e n t t h e r e p e t i t i v e D N A 

p r e s e n t o n t h e W c h r o m o s o m e i s W - s p e c i f i c , a n d t h i s f e a t u r e v a r i e s b e t w e e n s p e c i e s . 

I n d i v i d u a l s a t e l l i t e s e q u e n c e s , a s w e l l a s t r a n s p o s a b l e e l e m e n t s , w e r e i d e n t i f i e d o n t h e W 

c h r o m o s o m e u s i n g v a r i o u s t e c h n i q u e s ( A b e e t a l . 2 0 0 5 ; F u k o v a e t a l . 2 0 0 7 ; V e c h t o v a e t a l . 

2 0 1 6 ; D a l i k o v a e t a l . 2 0 1 7 b ) . N e v e r t h e l e s s , a r e v o l u t i o n a r y t o o l R e p e a t E x p l o r e r ( N o v a k e t a l . 

2 0 1 3 ) n o w e n a b l e s t o e x t r a c t a n d c o m p a r e t h e w h o l e r e p e a t c o n t e n t f r o m g e n o m i c d a t a . 

R e c e n t l y i t w a s a p p l i e d t o L e p i d o p t e r a f o r t h e f i r s t t i m e a n d i t a l l o w e d t h e c h a r a c t e r i z a t i o n o f 
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t h r e e W - c h r o m o s o m e - l o c a t e d s a t e l l i t e s ( C a b r a l - d e - M e l l o e t a l . 2 0 2 1 ) . T h e r e f o r e , p l e n t y o f 

o p t i o n s t o s t u d y W - l i n k e d r e p e t i t i v e D N A r e m a i n t o b e e x p l o r e d . 
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2. Outline of research 

2.1. H i s t o r y o f s e x c h r o m o s o m e r e s e a r c h i n L e p i d o p t e r a 

R e s e a r c h o n s e x c h r o m o s o m e s i n m o t h s a n d b u t t e r f l i e s s t a r t e d m o r e t h a n a c e n t u r y a g o . 

F e m a l e h e t e r o g a m e t y w a s f i r s t d e s c r i b e d i n t h e m a g p i e m o t h , Abraxas grossulariata, a n d h a s 

b e e n t r i g g e r i n g o u r c u r i o s i t y e v e r s i n c e ( D o n c a s t e r 1 9 0 7 ) . A n o t h e r i m p o r t a n t m i l e s t o n e w a s 

a c h i e v e d b y t h e i d e n t i f i c a t i o n o f a f e m a l e - s p e c i f i c h e t e r o c h r o m a t i n b o d y i n t h e e a s t e r n 

s p r u c e b u d w o r m (Choristoneura fumiferana; S m i t h 1 9 4 5 ) . F o l l o w i n g s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t 

t h e p r e s e n c e o f t h e s o - c a l l e d s e x - c h r o m a t i n b o d y i n f e m a l e s o m a t i c c e l l s i s a c o m m o n t r a i t i n 

a m a j o r i t y o f s p e c i e s o f L e p i d o p t e r a ( T r a u t & M o s b a c h e r 1 9 6 8 ; E n n i s 1 9 7 6 ) . 

B a s i c k a r y o t y p e r e s e a r c h w a s c o m p l i c a t e d b y t h e f a c t t h a t t h e c h r o m o s o m e s o f L e p i d o p t e r a 

a r e s m a l l , h o l o k i n e t i c , a n d l a c k d i s t i n c t m o r p h o l o g i c a l f e a t u r e s . I n a d d i t i o n , t r a d i t i o n a l 

c y t o g e n e t i c m e t h o d s ( s u c h a s G - b a n d i n g ) w e r e n o t a p p l i c a b l e . S i g n i f i c a n t p r o g r e s s w a s 

a c c o m p l i s h e d b y t h e u s e o f t h e m e i o t i c p a c h y t e n e s t a g e ( T r a u t 1 9 7 6 ; T r a u t & S c h o l z 1 9 7 8 ) , 

w h i c h e n a b l e d t h e i d e n t i f i c a t i o n o f s e x c h r o m o s o m e s , a n d t o g e t h e r w i t h t h e m i c r o s p r e a d i n g 

t e c h n i q u e f o r e l e c t r o n i c m i c r o s c o p y a l l o w e d t o s t u d y s y n a p t o n e m a l c o m p l e x e s a n d m e i o t i c 

p a i r i n g ( T r a u t e t a l . 1 9 8 6 ; W a n g e t a l . 1 9 9 3 ; M a r e c & T r a u t 1 9 9 4 ) . A n o t h e r b r e a k t h r o u g h w a s 

b r o u g h t b y m o l e c u l a r c y t o g e n e t i c m e t h o d s s u c h a s F I S H a n d i t s v a r i a t i o n s . T h e m o s t 

i m p o r t a n t o n e w a s t h e a p p l i c a t i o n o f C G H ( T r a u t e t a l . 1 9 9 9 ) , w h i c h e n a b l e d t o d i s t i n g u i s h 

a n d s t u d y v a r i o u s f e a t u r e s o f s e x c h r o m o s o m e s a n d e s t i m a t e t h e i r m o l e c u l a r c o m p o s i t i o n . 

S i m u l t a n e o u s l y , d e t a i l e d k a r y o t y p e s t u d i e s s t a r t e d t o u n c o v e r a m a z i n g v a r i a b i l i t y i n s e x 

c h r o m o s o m e c o m p o s i t i o n , s t r u c t u r e , a n d s i z e , a s w e l l a s t h e o c c u r r e n c e o f n e o - s e x 

c h r o m o s o m e s a n d m u l t i v a l e n t s ( e . g . Y o s h i d o e t a l . 2 0 0 5 b ; Y o s h i d o e t a l . 2 0 0 6 ; N g u y e n e t a l . 

2 0 1 3 ; S i c h o v a e t a l . 2 0 1 3 ) . 

P r e v i o u s c y t o g e n e t i c r e s e a r c h i n d i c a t e d t h a t t h e m o l e c u l a r c o n t e n t o f t h e W c h r o m o s o m e i s 

g e n e - p o o r a n d m a i n l y c o n s i s t s o f r e p e t i t i v e s e q u e n c e s . U n f o r t u n a t e l y , t h i s c a u s e d m a n y 

s e q u e n c i n g p r o j e c t s t o u s e m a l e D N A o n l y , i n o r d e r t o a v o i d p r o b l e m s w i t h g e n o m e a s s e m b l y . 

S i g n i f i c a n t p r o g r e s s w a s a c h i e v e d b y s e q u e n c i n g W c h r o m o s o m e - d e r i v e d B A C c l o n e s ( A b e e t 

a l . 2 0 0 5 ) , a n d W - c h r o m o s o m e D N A o b t a i n e d f r o m m i c r o d i s s e c t e d s e x c h r o m a t i n b o d i e s 

( F u k o v a e t a l . 2 0 0 7 ; T r a u t e t a l . 2 0 1 3 ; Y o s h i d o e t a l . 2 0 1 6 ) . S u c h e x p e r i m e n t s c o n f i r m e d t h e 
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p r e v a l e n c e o f r e p e t i t i v e D N A o n t h e W c h r o m o s o m e ; o t h e r e n a b l e d t h e i d e n t i f i c a t i o n o f W -

l i n k e d a n d e v e n W - s p e c i f i c s a t e l l i t e s ( V e c h t o v a e t a l . 2 0 1 6 ; D a l i k o v a e t a l . 2 0 1 7 b ) . 

S i m u l t a n e o u s l y , t h e f i r s t W - l i n k e d g e n e Fern f a c t o r w a s d e s c r i b e d i n B. mori, b e i n g t h e v e r y 

f i r s t p i R N A m o l e c u l e e v e r d i s c o v e r e d t o h a v e a s e x - d e t e r m i n i n g f u n c t i o n ( K i u c h i e t a l . 2 0 1 4 ) . 

2.2. Current state of art & presented papers 

N o w a d a y s , t h e m a i n l i n e s o f r e s e a r c h f o c u s o n t h e o r i g i n a n d e v o l u t i o n o f t h e W c h r o m o s o m e , 

i t s m o l e c u l a r c o m p o s i t i o n , a n d i t s r o l e i n s e x d e t e r m i n a t i o n p r o c e s s e s . T h e w o r k p r e s e n t e d 

i n t h i s d i s s e r t a t i o n t h e s i s a d d r e s s e s t h e s e t o p i c s a n d h o p e f u l l y b r i n g s n e w i n s i g h t s i n t o t h e 

f i e l d . 

I n t h e f i r s t p a p e r ( H e j n i c k o v a e t a l . 2 0 1 9 ) , w e p r o v i d e t h o r o u g h e v i d e n c e r e g a r d i n g t h e 

a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e i n t h r e e s p e c i e s o f P s y c h i d a e , w h i c h w a s p r e v i o u s l y s u s p e c t e d 

b a s e d o n o d d c h r o m o s o m e n u m b e r s i n f e m a l e s ( S e i l e r 1 9 1 9 ; S e i l e r 1 9 2 2 ; S e i l e r 1 9 6 0 ; N a r b e l -

H o f s t e t t e r 1 9 6 1 ) . P s y c h i d a e p l a y e d a c r u c i a l r o l e i n t h e W c h r o m o s o m e o r i g i n t h e o r i e s d u e t o 

t h e i r p h y l o g e n e t i c p o s i t i o n a t t h e v e r y b a s e o f D i t r y s i a . P r e v i o u s l y , t h e e m e r g e n c e o f t h e 

l e p i d o p t e r a n W c h r o m o s o m e w a s d a t e d t o t h e c o m m o n a n c e s t o r o f D i t r y s i a a n d T i s c h e r i i d a e , 

m e a n i n g t h a t i t s h o u l d a l s o b e p r e s e n t i n P s y c h i d a e . H o w e v e r , c y t o g e n e t i c a p p r o a c h e s 

c o m b i n e d w i t h c o m p a r a t i v e g e n o m e h y b r i d i z a t i o n a p p l i e d o n c h r o m o s o m a l p r e p a r a t i o n s o f 

b o t h s e x e s c o n f i r m e d t h a t P s y c h i d a e l a c k t h e W c h r o m o s o m e . F u r t h e r , t h i s o b s e r v a t i o n w a s 

s u p p o r t e d b y t h e r e s u l t s o f f l o w c y t o m e t r y , w h i c h s h o w e d t h a t f e m a l e g e n o m e s i z e i s 

s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d c o m p a r e d t o m a l e s . B a s e d o n t h e s e r e s u l t s , w e c o n c l u d e t h a t Z O / Z Z s e x 

c h r o m o s o m e s y s t e m i s p r e v a l e n t i n P s y c h i d a e . T h i s f i n d i n g f u r t h e r s u p p o r t s t h e n o n -

c a n o n i c a l W c h r o m o s o m e e v o l u t i o n t h e o r y , w h i c h p r e s u m e s i n d e p e n d e n t o r i g i n s o f t h e W 

c h r o m o s o m e s i n T i s c h e r i i d a e a n d i n a d v a n c e d D i t r y s i a . 

T h e f o r m u l a t i o n o f t h e o r i g i n a l W c h r o m o s o m e e v o l u t i o n t h e o r y w a s p a r t i a l l y i n f l u e n c e d b y 

t h e o c c u r r e n c e o f s e x c h r o m a t i n i n v a r i o u s l e p i d o p t e r a n s p e c i e s . T h u s , w e d e c i d e d t o 

i n v e s t i g a t e t h i s f e a t u r e i n t h e s e c o n d p a p e r ( H e j n i c k o v a e t a l . 2 0 2 1 ) . F o r t h i s p u r p o s e , w e 

s e l e c t e d t h e f a m i l y G e o m e t r i d a e , w h i c h a r e k n o w n t o h a v e f r e q u e n t s e x c h r o m a t i n a n d 

c h r o m o s o m e n u m b e r a b n o r m a l i t i e s . I n t h e b e g i n n i n g , w e c o n d u c t e d a n e x t e n s i v e s e x 

c h r o m a t i n s c r e e n i n g i n 5 0 s p e c i e s o f G e o m e t r i d a e a n d s u b s e q u e n t l y s e l e c t e d 8 s p e c i e s f o r a 

1 3 



t h o r o u g h a n a l y s i s o f k a r y o t y p e s a n d s e x c h r o m o s o m e s . T h e s e l e c t e d s p e c i e s r e p r e s e n t e d a l l 

t y p e s o f s e x c h r o m a t i n r a n g i n g f r o m a t y p i c a l t o n o r m a l b o d i e s , i n c l u d i n g i t s m u l t i p l e 

o c c u r r e n c e s . O u r r e s u l t s u n c o v e r e d a s t o n i s h i n g v a r i a b i l i t y i n s e x c h r o m o s o m e n u m b e r , 

c o n s t i t u t i o n , s i z e , a n d c o n t e n t , a n d s u g g e s t e d a l i n k b e t w e e n a t y p i c a l s e x c h r o m a t i n a n d s e x 

c h r o m o s o m e a b n o r m a l i t i e s . H o w e v e r , i t a l s o s h o w e d t h a t s e x c h r o m a t i n i s n o t a n 

u n a m b i g u o u s m a r k e r o f t h e W p r e s e n c e a n d s h o u l d b e u s e d w i t h c a u t i o n . A c c o r d i n g t o o u r 

k n o w l e d g e , t h i s i s t h e m o s t c o m p r e h e n s i v e s t u d y o f s e x c h r o m o s o m e s i n a s i n g l e f a m i l y o f 

L e p i d o p t e r a , w h i c h h e l p e d u s t o u n d e r s t a n d s e x c h r o m o s o m e d i v e r s i t y a n d d i f f e r e n t i a t i o n i n 

g e n e r a l . 

I n t e r e s t i n g l y , e v e n t h e t w o c o n t r o l s p e c i e s w i t h r e g u l a r s e x c h r o m a t i n f r o m t h e p r e v i o u s s t u d y 

d i s p l a y e d v e r y d i f f e r e n t W c h r o m o s o m e f e a t u r e s . T h e f i r s t o n e i s t h e c o m m o n h e a t h , 

Ematurga atomaria, w h i c h h a s a s m a l l , h e a v i l y d e g e n e r a t e d W c h r o m o s o m e f i l l e d m o s t l y w i t h 

c o m m o n r e p e t i t i v e s e q u e n c e s . O n t h e c o n t r a r y , t h e W c h r o m o s o m e o f t h e w i l l o w b e a u t y , 

Peribatodes rhomboidaria, i s t h e s a m e s i z e a s t h e Z c h r o m o s o m e a n d c o n t a i n s a l a r g e p o r t i o n 

o f f e m a l e - e n r i c h e d s e q u e n c e s ( a c c o r d i n g t o o u r p u b l i s h e d C G H r e s u l t s ) . W e d e c i d e d t o 

c o m p a r e t h e r e p e a t c o n t e n t o f t h e s e t w o W c h r o m o s o m e s a n d e v e n t u a l l y c h a r a c t e r i z e s o m e 

W - e n r i c h e d s e q u e n c e s . F o r t h i s p u r p o s e , w e g e n e r a t e d N G S d a t a f r o m t h r e e f e m a l e s a n d 

t h r e e m a l e s o f e a c h s p e c i e s a n d s e a r c h e d f o r d i f f e r e n c e s i n r e p e a t c o n t e n t b e t w e e n s e x e s , 

u s i n g t h e R e p e a t E x p l o r e r t o o l . A c c o r d i n g t o o u r e x p e c t a t i o n , w e f o u n d n o W - e n r i c h e d 

s e q u e n c e s i n E. atomaria, a s d e s c r i b e d i n t h e b a c h e l o r t h e s i s o f M a r i e Kubínová ( 2 0 2 2 ) . 

N e v e r t h e l e s s , i n t h e t h i r d m a n u s c r i p t (Hejníčková e t a l . 2 0 2 2 ; p r e p r i n t ) w e p r e s e n t e d t h e 

c o m p a r a t i v e a n a l y s i s i n P. rhomboidaria, w h i c h y i e l d e d 1 0 p u t a t i v e W - e n r i c h e d s e q u e n c e s 

( m o s t l y r e t r o t r a n s p o s o n s ) . W e c h a r a c t e r i z e d t h e t w o m o s t a b u n d a n t o f t h e m , w h i c h w e r e 

a m p l i f i e d a n d s u c c e s s f u l l y m a p p e d b a c k o n t h e W c h r o m o s o m e b y F I S H . T h e r e s u l t s 

c o n f i r m e d t h e i r W c h r o m o s o m e e n r i c h m e n t a n d e m p h a s i z e d t h e r o l e o f r e t r o t r a n s p o s o n s i n 

t h e s e x c h r o m o s o m e d i f f e r e n t i a t i o n p r o c e s s . I n a d d i t i o n , w e v a l i d a t e d a n o v e l a p p r o a c h t o 

r e p e a t c o n t e n t c o m p a r i s o n a n d c o n t r i b u t e d t o o u r k n o w l e d g e o f W c h r o m o s o m e 

c o m p o s i t i o n i n L e p i d o p t e r a . 
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Abstract 

M o t h s a n d b u t t e r f l i e s ( L e p i d o p t e r a ) a r e t h e l a r g e s t g r o u p w i t h h e t e r o g a m e t i c f e m a l e s . A l t h o u g h t h e 

a n c e s t r a l s e x c h r o m o s o m e s y s t e m is p r o b a b l y Z O / Z Z , m o s t l e p i d o p t e r a n s p e c i e s h a v e t h e W 

c h r o m o s o m e . W h e n a n d h o w t h e W c h r o m o s o m e a r o s e r e m a i n s e l u s i v e . E x i s t i n g h y p o t h e s e s p l a c e 

t h e W o r i g i n e i t h e r a t t h e c o m m o n a n c e s t o r o f D i t r y s i a a n d T i s c h e r i i d a e , o r p r e f e r i n d e p e n d e n t 

o r i g i n s o f W c h r o m o s o m e s i n t h e s e t w o g r o u p s . D u e t o t h e i r p h y l o g e n e t i c p o s i t i o n a t t h e b a s e o f 

D i t r y s i a , b a g w o r m s ( P s y c h i d a e ) p l a y a n i m p o r t a n t r o l e i n i n v e s t i g a t i n g t h e W c h r o m o s o m e o r i g i n . 

T h e r e f o r e , w e e x a m i n e d t h e W c h r o m o s o m e s t a t u s i n t h r e e P s y c h i d a e s p e c i e s , n a m e l y Proutia 

betulina, Taleporia tubulosa, a n d Diplodoma laichartingella, u s i n g b o t h c l a s s i c a l a n d m o l e c u l a r 

c y t o g e n e t i c m e t h o d s s u c h a s s e x c h r o m a t i n a s s a y , c o m p a r a t i v e g e n o m i c h y b r i d i z a t i o n ( C G H ) , a n d 

m a l e v s . f e m a l e g e n o m e s i z e c o m p a r i s o n b y f l o w c y t o m e t r y . I n f e m a l e s o f a l l t h r e e s p e c i e s , n o s e x 

c h r o m a t i n w a s f o u n d , n o f e m a l e - s p e c i f i c c h r o m o s o m e r e g i o n s w e r e r e v e a l e d b y C G H , a n d a Z-

c h r o m o s o m e u n i v a l e n t w a s o b s e r v e d i n p a c h y t e n e o o c y t e s . I n a d d i t i o n , t h e g e n o m e s i z e o f f e m a l e s 

w a s s i g n i f i c a n t l y s m a l l e r t h a n m a l e s . O v e r a l l , o u r s t u d y p r o v i d e s s t r o n g e v i d e n c e f o r t h e a b s e n c e o f 

t h e W c h r o m o s o m e i n P s y c h i d a e , t h u s s u p p o r t i n g t h e h y p o t h e s i s o f t w o i n d e p e n d e n t W 

c h r o m o s o m e o r i g i n s i n T i s c h e r i i d a e a n d i n a d v a n c e d D i t r y s i a . 
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Abstract: M o t h s a n d b u t t e r f l i e s ( L e p i d o p t e r a ) a r e t h e l a r g e s t g r o u p w i t h h e t e r o g a m e t i c f e m a l e s . 
A l t h o u g h t h e a n c e s t r a l s e x c h r o m o s o m e s y s t e m i s p r o b a b l y Z 0 / Z Z , m o s t l e p i d o p t e r a n s p e c i e s h a v e 
t h e W c h r o m o s o m e . W h e n a n d h o w t h e W c h r o m o s o m e a r o s e r e m a i n s e l u s i v e . E x i s t i n g h y p o t h e s e s 
p l a c e t h e W o r i g i n e i t h e r a t t h e c o m m o n a n c e s t o r o f D i t r y s i a a n d T i s c h e r i i d a e , o r p r e f e r i n d e p e n d e n t 
o r i g i n s o f W c h r o m o s o m e s i n t h e s e t w o g r o u p s . D u e t o t h e i r p h y l o g e n e t i c p o s i t i o n a t t h e b a s e o f 
D i t r y s i a , b a g w o r m s ( P s y c h i d a e ) p l a y a n i m p o r t a n t r o l e i n i n v e s t i g a t i n g t h e W c h r o m o s o m e o r i g i n . 
T h e r e f o r e , w e e x a m i n e d t h e W c h r o m o s o m e s t a t u s i n t h r e e P s y c h i d a e s p e c i e s , n a m e l y Proutia betulina, 
Taleporia tubulosa, a n d Diplodoma laichartingella, u s i n g b o t h c l a s s i c a l a n d m o l e c u l a r c y t o g e n e t i c m e t h o d s 
s u c h a s s e x c h r o m a t i n a s s a y c o m p a r a t i v e g e n o m i c h y b r i d i z a t i o n ( C G H ) , a n d m a l e v s . f e m a l e g e n o m e 
s i z e c o m p a r i s o n b y f l o w c y t o m e t r y . I n f e m a l e s o f a l l t h r e e s p e c i e s , n o s e x c h r o m a t i n w a s f o u n d , 
n o f e m a l e - s p e c i f i c c h r o m o s o m e r e g i o n s w e r e r e v e a l e d b y C G H , a n d a Z - c h r o m o s o m e u n i v a l e n t w a s 
o b s e r v e d i n p a c h y t e n e o o c y t e s . I n a d d i t i o n , t h e g e n o m e s i z e o f f e m a l e s w a s s i g n i f i c a n t l y s m a l l e r 
t h a n m a l e s . O v e r a l l , o u r s t u d y p r o v i d e s s t r o n g e v i d e n c e f o r t h e a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e i n 
P s y c h i d a e , t h u s s u p p o r t i n g t h e h y p o t h e s i s o f t w o i n d e p e n d e n t W c h r o m o s o m e o r i g i n s i n T i s c h e r i i d a e 
a n d i n a d v a n c e d D i t r y s i a . 

Keywords: P s y c h i d a e ; L e p i d o p t e r a ; s e x c h r o m o s o m e ; e v o l u t i o n ; W c h r o m o s o m e ; Z c h r o m o s o m e ; 
g e n o m e s i z e ; s e x c h r o m a t i n ; c o m p a r a t i v e g e n o m i c h y b r i d i z a t i o n ; f l o w c y t o m e t r y 

1 . I n t r o d u c t i o n 

M o t h s a n d b u t t e r f l i e s ( L e p i d o p t e r a ) a r e a m o n g t h e m o s t s p e c i e s - r i c h g r o u p s o f i n s e c t s a n d 
r e p r e s e n t t h e l a r g e s t a n i m a l t a x o n w i t h h e t e r o g a m e t i c f e m a l e s . M o s t l e p i d o p t e r a n s p e c i e s h a v e a 
W Z / Z Z ( 9 / c f ) s e x c h r o m o s o m e c o n s t i t u t i o n , b u t s o m e s p e c i e s l a c k t h e W c h r o m o s o m e a n d h a v e a 
Z 0 / Z Z ( 9 / c ? ) c o n s t i t u t i o n , e i t h e r a s a n a n c e s t r a l s e x c h r o m o s o m e s y s t e m o r a s a r e s u l t o f a s e c o n d a r y 
l o s s o f t h e W c h r o m o s o m e [ 1 ] . G e n e r a l l y t h e l e p i d o p t e r a n Z a n d W c h r o m o s o m e s , t h o u g h o f t e n s i m i l a r 
i n s i z e , d i f f e r g r e a t l y i n t h e i r c o m p o s i t i o n . T h e Z c h r o m o s o m e r e s e m b l e s a u t o s o m e s a n d c o n t a i n s m a n y 
g e n e s . M u l t i p l e s t u d i e s h a v e s h o w n a h i g h l y c o n s e r v e d s y n t e n y o f Z - l i n k e d g e n e s b e t w e e n s p e c i e s 
a c r o s s t h e p h y l o g e n e t i c t r e e o f L e p i d o p t e r a [ 2 - 5 ] . I n c o n t r a s t , t h e W c h r o m o s o m e i s l a r g e l y c o m p o s e d 
o f r e p e t i t i v e s e q u e n c e s a n d i s p a r t i a l l y o r c o m p l e t e l y d e g e n e r a t e d , p o s s i b l y a s a r e s u l t o f t h e a b s e n c e o f 
r e c o m b i n a t i o n i n l e p i d o p t e r a n f e m a l e s [ 6 ] . G e n e t i c e r o s i o n a n d a c c u m u l a t i o n o f r e p e t i t i v e s e q u e n c e s 
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l e a d t o h e t e r o c h r o m a t i n i z a t i o n o f t h e W c h r o m o s o m e , m u l t i p l e c o p i e s o f w h i c h f o r m a c o n s p i c u o u s 
s p h e r i c a l b o d y c a l l e d s e x c h r o m a t i n i n s o m a t i c p o l y p l o i d n u c l e i [ 1 ] . T h e p r e s e n c e o f t h i s s e x c h r o m a t i n 
b o d y h a s b e e n u s e d a s a s i m p l e , t h o u g h n o t e n t i r e l y r e l i a b l e , a s s a y t o d e t e r m i n e t h e p r e s e n c e o f t h e 
W c h r o m o s o m e i n p a r t i c u l a r s p e c i e s [ 7 - 1 0 ] . 

F e m a l e h e t e r o g a m e t y h a s m o s t p r o b a b l y e v o l v e d i n t h e c o m m o n a n c e s t o r o f c a d d i s f l i e s 
( T r i c h o p t e r a ) a n d L e p i d o p t e r a . S i n c e n e i t h e r c a d d i s f l i e s n o r b a s a l m o t h s h a v e a W c h r o m o s o m e , 
i t i s b e l i e v e d t h a t Z O / Z Z i s t h e a n c e s t r a l s e x c h r o m o s o m e c o n s t i t u t i o n f o r t h e s e s i s t e r c l a d e s [ 9 , 1 1 ] . 
A p p a r e n t l y , t h e W c h r o m o s o m e i s p r e s e n t i n t h e m a j o r i t y o f l e p i d o p t e r a n s p e c i e s s t u d i e d ; a l t h o u g h 
i t s h o u l d b e n o t e d t h a t t h e a m o u n t o f a v a i l a b l e c y t o g e n e t i c d a t a i s s t i l l s c a r c e i n s o m e g r o u p s [ 1 ] . 
N e v e r t h e l e s s , t h e o r i g i n o f t h e W c h r o m o s o m e r e m a i n s e l u s i v e . T h e r e a r e s e v e r a l h y p o t h e s e s a b o u t 
w h e n a n d h o w t h e W c h r o m o s o m e a r o s e [ 5 , 1 1 , 1 2 ] . T h e g e n e r a l l y a c c e p t e d h y p o t h e s i s o f L u k h t a n o v [ 1 2 ] 
a s s u m e d t h a t t h e W c h r o m o s o m e e v o l v e d i n a c o m m o n a n c e s t o r o f T i s c h e r i i d a e ( T i s c h e r i i n a i n t h e 
o r i g i n a l p a p e r ) , a s m a l l g r o u p o f l e a f - m i n i n g m o t h s , a n d D i t r y s i a , a n e v o l u t i o n a r y y o u n g e r , m u l t i d i v e r s e 
g r o u p c o m p r i s i n g 9 8 % o f l e p i d o p t e r a n s p e c i e s . T h i s a s s u m p t i o n w a s m a i n l y b a s e d o n i n d i r e c t e v i d e n c e 
( s u c h a s s e x c h r o m a t i n a b s e n c e ) f r o m t a x a w h i c h h a d b r a n c h e d o f f e a r l i e r . H o w e v e r , n e i t h e r t h i s 
h y p o t h e s i s n o r t h e f o l l o w i n g r e v i e w s [ 1 , 6 , 1 3 ] c o n s i d e r e d t h e a v a i l a b l e d a t a i n b a g w o r m s ( P s y c h i d a e ) , 
o n e o f t h e m o s t b a s a l f a m i l i e s o f D i t r y s i a . I n s e v e r a l s p e c i e s o f b a g w o r m s , o d d c h r o m o s o m e n u m b e r s 
w e r e r e p o r t e d [ 1 4 - 1 8 ] , p o s s i b l y s u g g e s t i n g t h e a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e . 

R e c e n t l y , w e i n v e s t i g a t e d s e x c h r o m o s o m e s i n r e p r e s e n t a t i v e s o f o t h e r b a s a l d i t r y s i a n f a m i l i e s , 
n a m e l y G r a c i l l a r i i d a e , P l u t e l l i d a e , a n d T i n e i d a e , a n d f o u n d t h a t t h e c o m m o n c l o t h e s m o t h , 
Tineola bisselliella f r o m t h e l a s t f a m i l y , l a c k s t h e W c h r o m o s o m e [ 5 ] . T h i s f i n d i n g , c o m b i n e d w i t h o d d 
c h r o m o s o m e n u m b e r s i n y e t m o r e b a s a l b a g w o r m s , c a s t e d d o u b t s o n t h e s i n g l e W c h r o m o s o m e o r i g i n 
a n d l e d t o t h e p o s t u l a t i o n o f a n a l t e r n a t i v e h y p o t h e s i s o f t w o i n d e p e n d e n t o r i g i n s o f t h e W c h r o m o s o m e : 
o n e i n T i s c h e r i i d a e a n d o n e w i t h i n D i t r y s i a a f t e r P s y c h i d a e a n d T i n e i d a e b r a n c h e d o f f [ 5 ] . T h e o d d 
c h r o m o s o m e n u m b e r i n f e m a l e s , h o w e v e r , d o e s n o t n e c e s s a r i l y e x c l u d e t h e W c h r o m o s o m e p r e s e n c e . 
F o r e x a m p l e , a W c h r o m o s o m e - a u t o s o m e f u s i o n c a n l e a d t o t h e n e o - W Z 1 Z 2 c h r o m o s o m e s y s t e m , 
w h i c h a l s o r e s u l t s i n a n o d d c h r o m o s o m e n u m b e r i n f e m a l e s a n d e v e n n u m b e r i n m a l e s ( s e e [ 6 , 1 9 - 2 1 ] ) . 
N e v e r t h e l e s s , t h e p o t e n t i a l a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e i n P s y c h i d a e i s c u r r e n t l y b a s e d s o l e l y o n 
u n e q u a l c h r o m o s o m e n u m b e r s b e t w e e n f e m a l e s a n d m a l e s . 

C o n s i d e r i n g t h e i m p o r t a n c e o f b a s a l f a m i l i e s f o r u n d e r s t a n d i n g t h e o r i g i n o f t h e W c h r o m o s o m e i n 
L e p i d o p t e r a , w e p e r f o r m e d a d e t a i l e d a n a l y s i s o f k a r y o t y p e s a n d s e x c h r o m o s o m e s i n r e p r e s e n t a t i v e s 
o f P s y c h i d a e t o c l a r i f y t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e i n t h i s g r o u p . I m p l i c a t i o n s o f o u r 
f i n d i n g s f o r h y p o t h e s e s o n t h e e v o l u t i o n o f s e x c h r o m o s o m e s i n b a s a l m o t h s a r e d i s c u s s e d . 

2 . Materials and Methods 

W e i n v e s t i g a t e d t h r e e s p e c i e s o f b a g w o r m s , n a m e l y Proutia betulina ( P s y c h i n a e ) , Taleporia tubulosa 
( T a l e p o r i n a e ) , a n d Diplodoma laichartingella ( N a r y c i i n a e ) . M a l e a n d f e m a l e l a r v a e o f P s y c h i d a e w e r e 
c o l l e c t e d i n d e c i d u o u s w o o d s s u r r o u n d i n g České Budějovice, C z e c h i a . L a r v a e o f t h e p e n u l t i m a t e 
i n s t a r w e r e f o u n d m o s t l y o n b e e c h t r u n k s i n t h e p e r i o d b e t w e e n M a r c h a n d J u n e 2 0 1 5 - 2 0 1 9 a n d 
d e t e r m i n e d a c c o r d i n g t o c o m m o n m o r p h o l o g i c a l f e a t u r e s ( e . g . , s h a p e o f t h e b a g ) . A l l s p e c i m e n s w e r e 
k e p t i n a p l a s t i c b o x w i t h m o i s t e n e d v e g e t a t i o n a t a s t a b l e t e m p e r a t u r e o f 4 °C a n d d i s s e c t e d w i t h i n 
o n e w e e k ; r e s i d u a l t i s s u e s w e r e i m m e d i a t e l y f r o z e n i n l i q u i d n i t r o g e n a n d s t o r e d a t - 2 0 °C u n t i l 
f u r t h e r u s e . A s a c o n t r o l s p e c i e s f o r s e x c h r o m a t i n a s s a y a n d f l o w c y t o m e t r y f o r P. betulina, w e u s e d a 
l a b o r a t o r y w i l d - t y p e s t r a i n W T - C o f t h e M e d i t e r r a n e a n f l o u r m o t h , Ephestia kuehniella ( P y r a l i d a e ) , k e p t 
a t t h e I n s t i t u t e o f E n t o m o l o g y B C C A S , České Budějovice ( s e e [ 2 2 ] ) . A s a c o n t r o l s p e c i e s f o r t h e f l o w 
c y t o m e t r y o f T . tubulosa, w e u s e d a Drosophila melanogaster s t r a i n w i t h w h i t e e y e m u t a t i o n [ 2 3 ] t o a v o i d 
p o t e n t i a l d i f f i c u l t i e s w i t h t h e e y e p i g m e n t s . 
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2.1. Chromosome and Polyploid Nuclei Preparations 

M e i o t i c c h r o m o s o m e s w e r e o b t a i n e d f r o m l a r v a l g o n a d s , m i t o t i c c h r o m o s o m e s f r o m l a r v a l 
g o n a d s a n d b r a i n s , a n d i n m a l e l a r v a e a l s o f r o m w i n g i m a g i n a l d i s c s . D i s s e c t i o n s w e r e p e r f o r m e d i n 
p h y s i o l o g i c a l s o l u t i o n a c c o r d i n g t o G l a s e r [ 2 4 ] w i t h m o d i f i c a t i o n s d e s c r i b e d i n D a l i k o v a e t a l . [ 2 5 ] . 
B r a i n s , w i n g i m a g i n a l d i s c s , a n d m a l e g o n a d s w e r e h y p o t o n i z e d i n 7 5 m M K C 1 f o r 8 m i n a n d f i x e d 
i n C a r n o y f i x a t i v e ( 6 : 3 : 1 e t h a n o l , c h l o r o f o r m , a c e t i c a c i d ) f o r 1 5 m i n . F e m a l e g o n a d s w e r e f i x e d 
i m m e d i a t e l y a f t e r d i s s e c t i o n i n o r d e r t o p r e s e r v e t h e h e t e r o c h r o m a t i n p a t t e r n o f t h e W c h r o m o s o m e , i f 
p r e s e n t . F i x e d t i s s u e s w e r e m a c e r a t e d a n d s p r e a d i n a d r o p o f 6 0 % a c e t i c a c i d o n t h e s l i d e a t 4 5 °C 
u s i n g a h o t p l a t e . P r e p a r a t i o n s w e r e d e h y d r a t e d i n a n e t h a n o l s e r i e s ( 7 0 % , 8 0 % a n d 1 0 0 % , 3 0 s e a c h ) , 
a i r - d r i e d , a n d s t o r e d a t - 2 0 °C u n t i l f u r t h e r u s e . P r e p a r a t i o n s u s e d f o r s i m p l e s t a i n i n g w i t h D A P I 
( 4 ' , 6 - d i a m i d i n o - 2 - p h e n y l i n d o l e ; S i g m a - A l d r i c h , S t . L o u i s , M O , U S A ) w e r e m o u n t e d i n a n t i f a d e b a s e d 
o n D A B C O ( l , 4 - d i a z a b i c y c l o ( 2 . 2 . 2 ) - o c t a n e ; S i g m a - A l d r i c h ) c o n t a i n i n g 0 . 5 | x g / m L D A P I a n d s e a l e d 
w i t h n a i l p o l i s h . 

F o r t h e s e x c h r o m a t i n a s s a y , p o l y p l o i d i n t e r p h a s e n u c l e i w e r e p r e p a r e d f r o m M a l p i g h i a n t u b u l e s 
o f t h e l a s t i n s t a r l a r v a e a s d e s c r i b e d i n M e d i o u n i e t a l . [ 2 6 ] . T u b u l e s w e r e d i s s e c t e d i n p h y s i o l o g i c a l 
s o l u t i o n , b r i e f l y f i x e d o n a s l i d e w i t h C a r n o y f i x a t i v e , a n d s t a i n e d w i t h 1 . 2 5 % l a c t i c a c e t i c o r c e i n f o r 
3 - 5 m i n . E a c h p r e p a r a t i o n w a s t h e n c o v e r e d w i t h a c o v e r s l i p a n d r e d u n d a n t d y e w a s d r a i n e d u s i n g 
f i l t e r p a p e r . 

2 . 2 . DNA Extraction 

G e n o m i c D N A ( g D N A ) w a s e x t r a c t e d f r o m l a r v a e s t o r e d a t - 2 0 °C b y N u c l e o S p i n D N A I n s e c t k i t 
( M a c h e r e y - N a g e l , D i i r e n , G e r m a n y ) w i t h t h e f o l l o w i n g m o d i f i c a t i o n s : t h e t i s s u e w a s i n i t i a l l y c r u s h e d 
b y p e s t l e s i n 1 . 5 m L m i c r o c e n t r i f u g e t u b e s w i t h 1 0 0 | i L o f E l u t i o n b u f f e r B E t o m a x i m i z e D N A y i e l d 
a n d t h e n t r a n s f e r r e d t o a N u c l e o S p i n B e a d T u b e t y p e D ( p r o v i d e d b y t h e p r o d u c e r ) . T h e n e x t s t e p s 
w e r e p e r f o r m e d a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r ' s i n s t r u c t i o n s . F i n a l c o n c e n t r a t i o n s o f t h e e x t r a c t e d 
D N A w e r e m e a s u r e d o n a Q u b i t 3 . 0 F l u o r o m e t e r ( I n v i t r o g e n , C a r l s b a d , C A , U S A ) . 

2 . 3 . Comparative Genomic Hybridization 

C o m p a r a t i v e g e n o m i c h y b r i d i z a t i o n ( C G H ) w a s p e r f o r m e d a c c o r d i n g t o T r a u t e t a l . [ 2 7 ] w i t h 
m o d i f i c a t i o n s d e s c r i b e d i n D a l i k o v a e t a l . [ 5 ] . F e m a l e a n d m a l e g D N A s w e r e f l u o r e s c e n t l y l a b e l l e d 
u s i n g a n i m p r o v e d n i c k t r a n s l a t i o n p r o t o c o l b a s e d o n K a t o e t a l . [ 2 8 ] . T h e 2 0 | x L l a b e l l i n g r e a c t i o n 
c o n t a i n e d 1 0 0 0 n g o f g D N A ; 0 . 0 5 m M e a c h d A T P , d C T P , a n d d G T P ; 0 . 0 1 m M d T T P ; 0 . 0 2 m M l a b e l l e d 
n u c l e o t i d e s w i t h e i t h e r C y 3 - d U T P ( m a l e g D N A ) o r f l u o r e s c e i n - d U T P ( f e m a l e g D N A ) ( b o t h J e n a 
B i o s c i e n c e , J e n a , G e r m a n y ) , n i c k t r a n s l a t i o n b u f f e r ( 5 0 m M T r i s H C l , p H 7 . 5 , 5 m M M g C l 2 , 0 . 0 0 5 % 
B S A ) , 1 0 m M | 3 - m e r c a p t o e t h a n o l , 2 0 U D N A P o l y m e r a s e I ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c , W a l t h a m , M A , 
U S A ) a n d 0 . 0 0 5 U D N a s e I ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ) . T h e r e a c t i o n w a s i n c u b a t e d a t 1 5 °C f o r 2 . 5 h . 
F o r h y b r i d i z a t i o n m i x t u r e p e r s l i d e , 2 5 0 n g o f e a c h l a b e l l e d p r o b e a n d 2 5 |xg o f s o n i c a t e d s a l m o n 
s p e r m D N A ( S i g m a - A l d r i c h ) w e r e m i x e d t o g e t h e r , p r e c i p i t a t e d , a n d r e - d i s s o l v e d i n 5 0 % d e i o n i z e d 
f o r m a m i d e , 1 0 % d e x t r a n s u l p h a t e , a n d 2 x S S C . T h e m i x t u r e w a s d e n a t u r a t e d a t 9 0 °C f o r 5 m i n a n d 
p r e h y b r i d i z e d a t 3 7 °C f o r 1 . 5 h . A f t e r p r e h y b r i d i z a t i o n , t h e m i x t u r e w a s a p p l i e d o n a f e m a l e m e i o t i c 
p r e p a r a t i o n , w h i c h h a d b e e n p r e v i o u s l y t r e a t e d w i t h R N A s e A ( 2 0 0 n g / | x L ; S i g m a - A l d r i c h ) i n 2 x S S C 
f o r 1 h a t 3 7 °C, w a s h e d 2 x 5 m i n i n 2 x S S C , a n d d e n a t u r a t e d a t 6 8 °C i n 7 0 % f o r m a m i d e s o l u t i o n 
i n 2 x S S C f o r 3 . 5 m i n . T h e s l i d e s w e r e i n c u b a t e d w i t h t h e h y b r i d i z a t i o n m i x t u r e f o r 3 d a y s a t 3 7 °C, 
w a s h e d i n O . l x S S C w i t h 1 % T r i t o n X - 1 0 0 a t 6 2 °C, a n d c o u n t e r s t a i n e d w i t h 0 . 5 n g / m L D A P I i n a n t i f a d e 
b a s e d o n D A B C O . 

2 . 4 . Microscopy and Image Processing 

C h r o m o s o m e a n d p o l y p l o i d n u c l e i p r e p a r a t i o n s w e r e e x a m i n e d u s i n g a Z e i s s A x i o p l a n 2 
m i c r o s c o p e ( C a r l Z e i s s , J e n a , G e r m a n y ) e q u i p p e d w i t h a p p r o p r i a t e f l u o r e s c e n c e f i l t e r s e t s a n d a 
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m o n o c h r o m e C C D c a m e r a X M 1 0 ( O l y m p u s E u r o p a H o l d i n g , H a m b u r g , G e r m a n y ) . B l a c k - a n d - w h i t e 
i m a g e s w e r e c a p t u r e d w i t h C e l l S e n s S t a n d a r d s o f t w a r e v e r s i o n 1 . 9 ( O l y m p u s ) . P r e p a r a t i o n s o f 
p o l y p l o i d n u c l e i w e r e i n v e s t i g a t e d u s i n g l i g h t m i c r o s c o p y . F o r C G H p r e p a r a t i o n s , b l a c k - a n d - w h i t e 
i m a g e s w e r e c a p t u r e d s e p a r a t e l y f o r e a c h f l u o r e s c e n t d y e , a n d t h e i m a g e s w e r e p s e u d o c o l o r e d a n d 
m e r g e d u s i n g A d o b e P h o t o s h o p CS6 ( A d o b e S y s t e m s , S a n J o s e , C A , U S A ) . 

2 . 5 . Flow Cytometry 

F l o w c y t o m e t r y w a s u s e d t o e s t i m a t e t h e g e n o m e s i z e , a n d t o u n c o v e r p o t e n t i a l d i f f e r e n c e s 
b e t w e e n m a l e s a n d f e m a l e s w h i c h m i g h t c o r r e s p o n d t o t h e a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e . T w o 
b a g w o r m s p e c i e s — P . betulina a n d T. tubulosa—were e x a m i n e d . D. laichartingella w a s n o t e x a m i n e d d u e 
t o l a c k o f m a t e r i a l . F o r t h e g e n o m e s i z e m e a s u r e m e n t , l a r v a l b r a i n t i s s u e w a s f r o z e n i n l i q u i d n i t r o g e n 
a n d s t o r e d a t - 2 0 °C u n t i l n e x t u s e . A s t h e i n t e r n a l s t a n d a r d , w e u s e d f r e s h E. kuehniella a d u l t m a l e s 
( 1 / 4 o f h e a d p e r s a m p l e ) f o r P. betulina, a n d f r e s h D. melanogaster a d u l t m a l e s ( 1 / 4 o f h e a d p e r s a m p l e ) 
f o r T. tubulosa; i t w a s n o t p o s s i b l e t o u s e a s i n g l e s t a n d a r d f o r b o t h s p e c i e s s t u d i e d d u e t o t h e o v e r l a p 
o f p e a k s . T h e e n t i r e h e a d o f t h e m e a s u r e d b a g w o r m i n d i v i d u a l s a s w e l l a s p a r t o f t h e h e a d o f t h e 
s t a n d a r d w e r e c h o p p e d u s i n g a s h a r p r a z o r b l a d e i n 5 0 0 u L o f n u c l e i i s o l a t i o n b u f f e r ( 0 . 1 M T r i s - H C l 
p H 7 . 5 , 2 m M MgCl2 ,1% T r i t o n X - 1 0 0 ) [ 2 9 ] . T h e s u s p e n s i o n w a s f i l t e r e d t h r o u g h a 4 2 - u m n y l o n m e s h , 
t h e v o l u m e w a s a d j u s t e d w i t h t h e b u f f e r t o 1 m L , a n d p r o p i d i u m i o d i d e ( P I ) a n d R N a s e H a w e r e a d d e d , 
b o t h a t f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f 5 0 u g / m L . T h e s a m p l e s w e r e s t a i n e d a t l e a s t f o r 2 0 m i n a n d a n a l y z e d w i t h 
a P a r t e c C y F l o w S L f l o w c y t o m e t e r ( P a r t e c , M i i n s t e r , G e r m a n y ; n o w S y s m e x ) e q u i p p e d w i t h a 1 0 0 m W 
5 3 2 n m ( g r e e n ) s o l i d - s t a t e l a s e r . F l u o r e s c e n c e i n t e n s i t y a n d S S C ( s i d e - s c a t t e r e d l i g h t ) p a r a m e t e r o f 
1 0 , 0 0 0 - 3 0 , 0 0 0 p a r t i c l e s ( d e p e n d i n g o n n u m b e r o f p e a k s a n d a m o u n t o f d e b r i s ) w e r e r e c o r d e d . D a t a 
w e r e a n a l y z e d u s i n g F l o w j o 1 0 s o f t w a r e ( T r e e S t a r , I n c . , A s h l a n d , O R , U S A ) . D u e t o t h e r e l a t i v e l y l a r g e 
a m o u n t o f f l u o r e s c e n t d e b r i s , g a t i n g b a s e d o n a c o m b i n a t i o n o f S S C a n d P I f l u o r e s c e n c e s i g n a l s w a s 
a p p l i e d t o t h e s a m p l e s b e f o r e e v a l u a t i n g h i s t o g r a m s o f P I f l u o r e s c e n c e . M e a n , c o e f f i c i e n t o f v a r i a t i o n 
( C V ) , a n d n u m b e r o f n u c l e i w e r e r e c o r d e d f o r 2 C p e a k s o f b o t h t h e s a m p l e a n d t h e s t a n d a r d . 

T h e g e n o m e s i z e w a s c a l c u l a t e d f r o m t h e r a t i o o f t h e m e a n f l u o r e s c e n c e o f t h e s a m p l e a n d t h e 
i n t e r n a l s t a n d a r d , E. kuehniella ( 2 C = 0 . 9 0 p g ; [ 2 9 ] ) o r D . melanogaster ( 2 C = 0 . 3 6 p g ; [ 3 0 ] ) . B a s i c s t a t i s t i c s 
( m e a n , s t a n d a r d e r r o r , s t a n d a r d d e v i a t i o n , a n d v a r i a t i o n r a n g e ) o f t h e g e n o m e s i z e w e r e c a l c u l a t e d f o r 
e a c h s p e c i e s a n d s e x . G e n o m e s i z e s o f m a l e s a n d f e m a l e s o f e a c h s p e c i e s w e r e c o m p a r e d u s i n g t h e 
t w o - s a m p l e f - t e s t . 

3 . Results 

3.1. Sex Chromatin and Chromosome Number 

A l l s p e c i e s s t u d i e d w e r e t e s t e d f o r t h e p r e s e n c e o f s e x c h r o m a t i n i n t h e p o l y p l o i d n u c l e i f r o m 
M a l p i g h i a n t u b u l e s i n b o t h m a l e s a n d f e m a l e s . S e x c h r o m a t i n w a s a b s e n t i n a l l s p e c i m e n s e x a m i n e d 
( F i g u r e 1 ) . 

a 

Figure 1. S e x c h r o m a t i n a s s a y i n p o l y p l o i d n u c l e i f r o m M a l p i g h i a n t u b u l e s o f b a g w o r m ( P s y c h i d a e ) 
f e m a l e l a r v a e . N o s e x c h r o m a t i n w a s f o u n d i n a n y s p e c i e s o f P s y c h i d a e , n a m e l y Proutia betulina (a), 
Taleporia tubulosa (b), a n d Diplodoma laichartingella (c). I n c o n t r a s t , a l l f e m a l e n u c l e i o f t h e c o n t r o l s p e c i e s , 
Ephestia kuehniella ( P y r a l i d a e ) s h o w e d a c o n s p i c u o u s s e x c h r o m a t i n b o d y ( a r r o w ; (d)). B a r = 1 0 n m . 
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C h r o m o s o m e p r e p a r a t i o n s s t a i n e d w i t h D A P I w e r e e x a m i n e d u s i n g a f l u o r e s c e n c e m i c r o s c o p e . 
W e d e t e r m i n e d d e n o v o t h e c h r o m o s o m e n u m b e r i n P. betulina, w h i c h i s 2n = 6 1 i n f e m a l e s a n d 2n = 6 2 
i n m a l e s ( F i g u r e 2 a , b ) . C h r o m o s o m e n u m b e r s o f T. tubulosa (2n = 5 9 / 6 0 i n f e m a l e / m a l e ) w e r e p u b l i s h e d 
b y S e i l e r [ 1 4 ] . U n f o r t u n a t e l y , w e f a i l e d t o d e t e r m i n e t h e c h r o m o s o m e n u m b e r i n D. laichartingella d u e 
t o l a c k o f m a t e r i a l . 
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Figure 2 . D A P I ( 4 ' , 6 - d i a m i d i n o - 2 - p h e n y l i n d o l e ) - s t a i n e d m i t o t i c a n d m e i o t i c c h r o m o s o m e s o f P. betulina, 
T. tubulosa, a n d D . laichartingella. D i f f e r e n t n u m b e r s o f c h r o m o s o m e s i n m i t o t i c m e t a p h a s e s o f P. betulina 
f e m a l e s w i t h 2n = 6 1 (a) a n d m a l e s w i t h 2n = 6 2 (b), a n d t h e p r e s e n c e o f a Z - c h r o m o s o m e u n i v a l e n t 
( a r r o w s ) i n f e m a l e p a c h y t e n e s o f P. betulina (c), T . tubulosa (d), a n d D . laichartingella (e) i n d i c a t e t h e 
a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e i n t h e s e s p e c i e s . I n P. betulina, a s t r o n g l y h e t e r o c h r o m a t i n i z e d b i v a l e n t 
w a s o b s e r v e d i n m a l e p a c h y t e n e s (f); m i t o t i c m e t a p h a s e s w i t h l e s s c o n d e n s e d c h r o m o s o m e s s h o w e d t w o 
D A P I - h i g h l i g h t e d c h r o m o s o m e s i n m a l e s (g), a n d o n l y o n e D A P I - h i g h l i g h t e d c h r o m o s o m e i n f e m a l e s 
(h). T h e s e h e t e r o c h r o m a t i n D A P I - p o s i t i v e e l e m e n t s ( a r r o w h e a d s ) p r o b a b l y r e p r e s e n t a Z - c h r o m o s o m e 
b i v a l e n t (f) a n d Z c h r o m o s o m e s (g,h). B a r = 1 0 \m\. 

I n t e r e s t i n g l y i n P. betulina t w o l a r g e , s t r o n g l y h e t e r o c h r o m a t i n i z e d c h r o m o s o m e s w e r e o b s e r v e d 
i n m a l e p r e p a r a t i o n s , b o t h a s a b i v a l e n t i n t h e p a c h y t e n e s t a g e ( F i g u r e 2 f ) a n d a s t w o i n d i v i d u a l 
c h r o m o s o m e s i n m o s t m i t o t i c m e t a p h a s e s ( F i g u r e 2 g ) . I n f e m a l e p r e p a r a t i o n s , h o w e v e r , o n l y o n e s u c h 
c h r o m o s o m e w a s f o u n d i n m o s t m i t o t i c m e t a p h a s e s ( F i g u r e 2 h ) . B a s e d o n t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n m a l e 
a n d f e m a l e p r e p a r a t i o n s , w e p r e s u m e t h a t t h i s c o n s p i c u o u s c h r o m o s o m e i s t h e Z c h r o m o s o m e . 

I m p o r t a n t l y , a s i n g l e u n p a i r e d c h r o m o s o m e w a s r e p e a t e d l y o b s e r v e d i n f e m a l e p a c h y t e n e s o f 
P . betulina, T. tubulosa, a n d D . laichartingella ( F i g u r e 2 c - e ) . S u c h a n e l e m e n t w a s n o t o b s e r v e d i n m a l e 
p a c h y t e n e s . T h i s f i n d i n g s u g g e s t s t h a t t h e u n p a i r e d e l e m e n t i s t h e Z - c h r o m o s o m e u n i v a l e n t . 

3 . 2 . Comparative Genomic Hybridization (CGH) 

T o v e r i f y t h e a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e i n P s y c h i d a e , w e p e r f o r m e d C G H o n f e m a l e m e i o t i c 
p r e p a r a t i o n s o f P. betulina, T. tubulosa, a n d D . laichartingella. B o t h t h e f e m a l e a n d m a l e g e n o m i c p r o b e s 
h y b r i d i z e d e v e n l y t o a l l c h r o m o s o m e s a n d n o c h r o m o s o m e w a s h i g h l i g h t e d b y t h e p r o b e s , t h u s 
s u p p o r t i n g t h e a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e i n t h e k a r y o t y p e o f t h e s e s p e c i e s ( F i g u r e 3 a - l ) . 
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Figure 3. C o m p a r a t i v e g e n o m i c h y b r i d i z a t i o n ( C G H ) o n f e m a l e p a c h y t e n e b i v a l e n t s i n P. betulina 
(a-d), T . tubulosa (e-h), a n d D . laichartingella (i-1). P a n e l s a, e, i s h o w m e r g e d p i c t u r e s o f b o t h p r o b e s . 
H y b r i d i z a t i o n s i g n a l s o f m a l e p r o b e s ( r e d ) a r e s h o w n i n p a n e l s b, f a n d j ; f e m a l e p r o b e s ( g r e e n ) i n 
c, g a n d k. D A P I c o u n t e r s t a i n i n g ( b l u e ) i s s h o w n i n p a n e l s d, h a n d 1. Z - c h r o m o s o m e u n i v a l e n t s 
a r e m a r k e d w i t h a r r o w s . C G H d i d n o t i d e n t i f y a n y f e m a l e - s p e c i f i c / e n r i c h e d e l e m e n t i n p a c h y t e n e 
c o m p l e m e n t s , c o n f i r m i n g t h e a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e . B a r = 1 0 \m\. 

3 . 3 . Flow Cytometry 

T o c o n f i r m t h e c y t o g e n e t i c d a t a , w e u s e d f l o w c y t o m e t r y t o m e a s u r e t h e g e n o m e s i z e s o f b o t h 
s e x e s i n P. betulina a n d T. tubulosa. F l o w c y t o m e t r i c a n a l y s i s o f P s y c h i d a e i s a c h a l l e n g e d u e t o t h e s m a l l 
a m o u n t o f b r a i n t i s s u e i n t h e s p e c i e s s t u d i e d a n d t h e n e e d t o u s e f r o z e n m a t e r i a l d u e t o t h e s h o r t s e a s o n 
o f o c c u r r e n c e . H o w e v e r , a f t e r o p t i m i z i n g t h e a m o u n t o f t h e i n t e r n a l s t a n d a r d a n d e x h a u s t i n g t h e e n t i r e 
v o l u m e o f t h e s a m p l e , w e w e r e a b l e t o o b t a i n a t l e a s t t h r e e m e a s u r e m e n t s o f s u f f i c i e n t q u a l i t y ( c l e a r 
p e a k s w i t h a m e a n C V = 3 . 7 % a n d 4 . 7 % f o r t h e s a m p l e a n d t h e s t a n d a r d , r e s p e c t i v e l y , a n d e n o u g h 
p a r t i c l e s ) f o r b o t h s e x e s o f b o t h t a x a . T h e g e n o m e s i z e o f P. betulina f e m a l e s w a s 2 C = 2 . 3 2 + 0 . 0 3 p g 
( m e a n + s t a n d a r d e r r o r ; N = 3 ; F i g u r e 4 a ) , w h e r e a s i n m a l e s i t w a s 2 . 4 5 + 0 . 0 2 p g ( N = 7 ; F i g u r e 4 b ) ; 
o n a v e r a g e , m a l e g e n o m e s a r e b i g g e r t h a n f e m a l e g e n o m e s b y 5 . 6 % a n d t h i s d i f f e r e n c e i s s t a t i s t i c a l l y 
s i g n i f i c a n t (t = 2 . 8 7 6 , d f = 8 , p = 0 . 0 2 1 ) . T h e g e n o m e s i z e o f T . tubulosa f e m a l e s w a s 2 C = 0 . 7 5 + 0 . 0 1 p g 
( N = 6 ; F i g u r e 4 c ) , w h i l e t h e g e n o m e s i z e o f T . tubulosa m a l e s w a s 2 C = 0 . 7 8 + 0 . 0 1 p g ( N = 6 ; F i g u r e 4 d ) . 
O n a v e r a g e , T . tubulosa m a l e g e n o m e s a r e b i g g e r t h a n f e m a l e g e n o m e s b y 4 % a n d t h i s d i f f e r e n c e i s a l s o 
s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t (t = 2 . 3 6 2 , d f = 1 0 , p = 0 . 0 4 0 ) . 



Genes 2 0 1 9 , 1 0 , 1 0 1 6 7 o f 1 2 

E. kuehniella 2 C 

P - belulina ( f e m a l e ) 2 C 

4 
o o 

' • r - T " V 
1 0 0 2 0 0 3 0 0 4 0 0 5 0 0 6 0 0 7 0 0 8 0 0 9 0 0 1 0 0 0 

£. kuehniella 2 C 
P. belulina ( m a t e ) 2 C 

1 0 0 2 0 0 3 0 0 4 0 0 5 0 0 6 0 0 7 0 0 8 0 0 9 0 0 1 0 0 0 

D. melanogaster 

2 C 
7. tubulosa ( f e m a l e ) 2 C 

I I . • • . lUl|llil,. H I I 

D- melanogaster 

2 C 

7 . tubulosa ( m a l e ) 2 C 

l . l J i i l . . . t t , | J i i n i l ^ . i i, 
1 0 0 2 0 0 3 0 0 4 0 0 5 0 0 6 0 0 7 0 0 8 0 0 9 0 0 1 0 0 0 1 0 0 2 0 0 3 0 0 4 0 0 5 0 0 6 0 0 7 0 0 8 0 0 9 0 0 1 0 0 0 0 

P I f l u o r e s c e n c e 

Figure 4 . E x a m p l e s o f flow c y t o m e t r i c fluorescence h i s t o g r a m s o f P s y c h i d a e s p e c i e s P. betulina 
( a )— f e m a l e , ( b ) m a l e a n d T . tubulosa ( c ) — f e m a l e , ( d )—m a l e ) . I n a l l cases , 2 C a n d 4 C p e a k s a r e c l e a r l y 
v i s i b l e . P e a k s o f t h e i n t e r n a l s t a n d a r d s E. kuehniella a n d Drosophila melanogaster a r e d e n o t e d i n a s i m i l a r 
w a y . P I = p r o p i d i u m i o d i d e . 

4 . Discussion 

P s y c h i d a e , p l a c e d a t t h e b a s e o f D i t r y s i a , h a v e a c r u c i a l p h y l o g e n e t i c p o s i t i o n f o r u n d e r s t a n d i n g 
t h e W c h r o m o s o m e e m e r g e n c e i n L e p i d o p t e r a . S e v e r a l c y t o g e n e t i c p a p e r s o n P s y c h i d a e w e r e p u b l i s h e d 
b y J . S e i l e r [ 1 4 - 1 6 , 3 1 , 3 2 ] , b u t t h e m e t h o d s a v a i l a b l e a t t h e t i m e d i d n o t a l l o w t o o b t a i n u n a m b i g u o u s 
i n f o r m a t i o n a b o u t t h e c o n s t i t u t i o n o f s e x c h r o m o s o m e s . I n o u r s t u d y , w e p r o v i d e c l e a r e v i d e n c e o f t h e 
W c h r o m o s o m e a b s e n c e a n d a Z 0 / Z Z ( f e m a l e / m a l e ) s e x c h r o m o s o m e s y s t e m i n t h r e e r e p r e s e n t a t i v e s o f 
t w o m a j o r b a g w o r m c l a d e s u s i n g a c o m b i n a t i o n o f c l a s s i c a l a n d m o l e c u l a r c y t o g e n e t i c s a n d g e n o m e 
s i z e m e a s u r e m e n t s . 

T h e s e x c h r o m a t i n a s s a y w a s n e g a t i v e i n a l l b a g w o r m s p e c i m e n s e x a m i n e d , i n d i c a t i n g t h e 
a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e . T h i s m e t h o d w a s u s e d a s i n d i r e c t e v i d e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e 
p r e s e n c e / a b s e n c e i n m a n y l e p i d o p t e r a n s p e c i e s , w h i c h w a s c o n s e q u e n t l y u s e d a s a b a s i s f o r h y p o t h e s e s 
a b o u t t h e W c h r o m o s o m e o r i g i n ( e . g . , [ 8 , 9 , 1 2 , 3 3 ] ) . H o w e v e r , t h e r e a r e s o m e l i m i t a t i o n s , s i n c e c e r t a i n 
c h r o m o s o m a l r e a r r a n g e m e n t s i n v o l v i n g t h e W c h r o m o s o m e a r e k n o w n t o d i s r u p t s e x c h r o m a t i n 
f o r m a t i o n . T h i s h a s b e e n d e m o n s t r a t e d , f o r e x a m p l e , i n m u t a n t s t r a i n s o f E. kuehniella, w i t h r a d i a t i o n -
i n d u c e d s e x c h r o m o s o m e r e a r r a n g e m e n t s . P a r t o f t h e Z c h r o m o s o m e w a s t r a n s l o c a t e d o n t h e 
W c h r o m o s o m e c a u s i n g d e f o r m a t i o n a n d f r a g m e n t a t i o n o f t h e s e x c h r o m a t i n b o d y , w h i l e a f u s i o n o f 
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t h e W c h r o m o s o m e w i t h a n a u t o s o m e r e s u l t e d i n c o m p l e t e d i s i n t e g r a t i o n a n d d i s a p p e a r a n c e o f s e x 
c h r o m a t i n [ 2 2 , 3 4 ] . A s i m i l a r s e x c h r o m a t i n d i s r u p t i o n w a s o b s e r v e d i n n a t u r a l p o p u l a t i o n s o f t h r e e 
s p e c i e s o f Leptidea w o o d w h i t e b u t t e r f l i e s , i n w h i c h m u l t i p l e s e x c h r o m o s o m e s o r i g i n a t e d b y c o m p l e x 
r e a r r a n g e m e n t s w i t h a u t o s o m e s [ 3 5 ] . R e c e n t l y , t h e a b s e n c e o f s e x c h r o m a t i n w a s f o u n d i n f e m a l e s o f 
t h e c l o u d e d A p o l l o , Parnassius mnemosyne ( P a p i l i o n i d a e ) , a l t h o u g h e x a m i n a t i o n o f s e x c h r o m o s o m e s 
r e v e a l e d t h a t t h e W c h r o m o s o m e i s p r e s e n t i n t h i s s p e c i e s [ 1 0 ] . T h e r e f o r e , t h o u g h t h e p r e s e n c e o f s e x 
c h r o m a t i n i n p o l y p l o i d n u c l e i o f t e n c o r r e s p o n d s t o t h e p r e s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e , i t s a b s e n c e 
c a n n o t b e u s e d a s d e f i n i t i v e p r o o f f o r t h e a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e i n L e p i d o p t e r a . 

D u e t o t h e l i m i t a t i o n s o f s e x c h r o m a t i n a s s a y , i t w a s n e c e s s a r y t o p e r f o r m a m o r e d e t a i l e d 
c h r o m o s o m e a n a l y s i s o f t h e P s y c h i d a e . F i r s t l y , w e d e n o v o d e t e r m i n e d c h r o m o s o m e n u m b e r s i n 
P . betulina (2n = 6 1 i n f e m a l e s a n d 6 2 i n m a l e s ) ; t h e c h r o m o s o m e n u m b e r s i n T. tubulosa (2n = 5 9 i n 
f e m a l e s a n d 6 0 i n m a l e s ) , w e r e a l r e a d y p u b l i s h e d b y S e i l e r [ 1 4 ] . T h i s r e s e m b l e s d a t a o n d i f f e r e n t 
c h r o m o s o m e n u m b e r s b e t w e e n m a l e s a n d f e m a l e s i n o t h e r s p e c i e s , n a m e l y Psyche ( s y n . Fumea) casta 
a n d Luffia lapidella, a n d o d d c h r o m o s o m e n u m b e r i n p a r t h e n o g e n e t i c f e m a l e s o f Luffia fernauchtella 
( a l l P s y c h i n a e ; s e e T a b l e S I f o r a n o v e r v i e w o f s e x c h r o m o s o m e s i n P s y c h i d a e ) . 

I n t e r e s t i n g l y , a P s y c h i d a e s p e c i e s Apterona helix ( O i k e t i c i n a e ) w a s r e p o r t e d t o h a v e e q u a l n u m b e r s 
o f c h r o m o s o m e s i n f e m a l e s a n d m a l e s ( r e v i e w e d i n R o b i n s o n [ 3 6 ] ) . H o w e v e r , t h e o r i g i n a l p u b l i c a t i o n 
o f N a r b e l [ 1 8 ] m e n t i o n e d t w o p o s s i b l e k a r y o t y p e v a r i a n t s t h a t d i f f e r e d f r o m e a c h o t h e r b y o n e 
c h r o m o s o m e . G i v e n t h a t t h e c h r o m o s o m e n u m b e r s i n f e m a l e s a r e l o w e r b y o n e t h a n i n m a l e s i n o t h e r 
P s y c h i d a e s p e c i e s , w e b e l i e v e t h a t t h i s c o u l d b e t h e c a s e f o r t h i s s p e c i e s a s w e l l , a n d t h a t t h e r e s u l t s 
f r o m N a r b e l [ 1 8 ] w e r e p o s s i b l y m i s i n t e r p r e t e d b y R o b i n s o n [ 3 6 ] . H o w e v e r , t h e k a r y o t y p e s o f A . helix 
s h o u l d b e r e - a n a l y z e d t o c o n f i r m t h e i r t r u e s e x c h r o m o s o m e c o n s t i t u t i o n . 

I n a n o t h e r s p e c i e s o f P s y c h i d a e , Dahlica ( s y n . Solenobia) triquetrella, d i f f e r e n t s e x c h r o m o s o m e 
s y s t e m s ( Z 0 a n d W Z ) w e r e f o u n d i n l o c a l p o p u l a t i o n s [ 1 6 , 3 7 ] . H o w e v e r , t h i s " W " c h r o m o s o m e 
w a s d e s c r i b e d a s n o n d i s j u c t i o n a l a n d s p o r a d i c a l l y a p p e a r i n g i n b o t h s e x e s , e v e n i n m u l t i p l e c o p i e s 
( i . e . , Z 0 a n d W Z f e m a l e s a n d Z Z , W Z Z , a n d W W Z Z m a l e s w e r e o b s e r v e d , a l l p h e n o t y p i c a l l y n o r m a l ) . 
A s i n i t i a l l y p o i n t e d o u t b y R o b i n s o n [ 3 6 ] , t h e s e c h a r a c t e r i s t i c s a r e m o r e t y p i c a l f o r B c h r o m o s o m e s 
r a t h e r t h a n a s e x c h r o m o s o m e . I n a d d i t i o n , c r o s s i n g e x p e r i m e n t s b e t w e e n d i p l o i d a n d t e t r a p l o i d 
p o p u l a t i o n s s u g g e s t t h a t i t i s t h e r a t i o b e t w e e n t h e n u m b e r o f a u t o s o m a l c h r o m o s o m e s e t s a n d 
Z c h r o m o s o m e s w h i c h d e t e r m i n e s t h e s e x o f a n i n d i v i d u a l i n D. triquetrella, n o t t h e p r e s e n c e o f t h e 
" W " c h r o m o s o m e [ 3 2 ] . T a k e n t o g e t h e r , i t i s n o t c l e a r w h e t h e r t h e " W " c h r o m o s o m e i n t h i s s p e c i e s 
i s a t r u e s e x c h r o m o s o m e , b u t i f s o , i t w o u l d c e r t a i n l y r e p r e s e n t a n e v o l u t i o n a r y n o v e l t y t h a t i s n o t 
c o m m o n t o o t h e r P s y c h i d a e . 

A s m e n t i o n e d a b o v e , t h e d i f f e r e n c e i n c h r o m o s o m e n u m b e r o f m a l e s a n d f e m a l e s d o e s n o t s o l e l y 
p r o v e t h e a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e . H o w e v e r , t h e a p p l i c a t i o n o f C G H d i d n o t r e v e a l a n y p o t e n t i a l 
f e m a l e - s p e c i f i c o r f e m a l e - e n r i c h e d s e q u e n c e s t h a t w o u l d m a k e t h e W v i s i b l e , t h u s p r o v i d i n g f u r t h e r 
e v i d e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e a b s e n c e . C o n s i s t e n t w i t h t h i s f i n d i n g , t h e f e m a l e p a c h y t e n e n u c l e i 
s h o w e d a u n i v a l e n t n o t s e e n i n m a l e p a c h y t e n e s , w h i c h w a s i n t e r p r e t e d a s a s i n g l e Z c h r o m o s o m e . 
T a k e n t o g e t h e r , w e c o n c l u d e t h a t t h e o d d c h r o m o s o m e n u m b e r i n f e m a l e s o f s t u d i e d s p e c i e s i s t h e 
r e s u l t o f W c h r o m o s o m e a b s e n c e . 

F i n a l l y , w e c o m p a r e d t h e g e n o m e s i z e o f m a l e s a n d f e m a l e s i n P. betulina a n d T. tubulosa. O u r 
r e s u l t s s h o w e d t h a t t h e f e m a l e g e n o m e s a r e s i g n i f i c a n t l y s m a l l e r t h a n t h e m a l e g e n o m e s i n b o t h 
s p e c i e s , s p e c i f i c a l l y b y 5 . 6 % i n P. betulina a n d b y 4 % i n T . tubulosa, w h i c h s u p p o r t s t h e a b s e n c e o f t h e 
W c h r o m o s o m e i n f e m a l e s a n d c o r r e s p o n d s w e l l w i t h c h r o m o s o m e c o u n t s . T h e d i f f e r e n c e s b e t w e e n 
m a l e ( Z Z ) a n d f e m a l e ( Z 0 ) g e n o m e s s h o u l d t h e r e f o r e c o r r e l a t e w i t h t h e s i z e o f t h e Z c h r o m o s o m e s , w h i c h 
s e e m t o b e r e m a r k a b l y l a r g e r t h a n m o s t a u t o s o m e s i n t h e s e s p e c i e s . F o r e x a m p l e , t h e Z c h r o m o s o m e s 
i n P. betulina w e r e t h e m o s t c o n s p i c u o u s c h r o m o s o m e s i n t h e k a r y o t y p e . A p a r t f r o m b e i n g t h e l a r g e s t 
c h r o m o s o m e s , t h e y w e r e o f t e n s t r o n g l y s t a i n e d b y D A P I , w h i c h s u g g e s t s a h i g h a b u n d a n c e o f A T - r i c h 
r e p e t i t i v e s e q u e n c e s a n d p a r t i a l h e t e r o c h r o m a t i n i z a t i o n . T h i s f e a t u r e w a s e s p e c i a l l y n o t i c e a b l e i n 
m i t o t i c m e t a p h a s e s w i t h l e s s c o n d e n s e d c h r o m o s o m e s . I n c o n t r a s t , n o h e t e r o c h r o m a t i n i z a t i o n w a s 
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o b s e r v e d i n c h r o m o s o m a l p r e p a r a t i o n s o f T . tubulosa. O u r d a t a o n t h e l a r g e Z c h r o m o s o m e s c o r r e s p o n d 
t o p r e v i o u s o b s e r v a t i o n s f r o m m u l t i p l e t a x a t h a t t h e s e x c h r o m o s o m e s i n L e p i d o p t e r a a r e o f t e n t h e 
l a r g e s t c h r o m o s o m e s o f t h e k a r y o t y p e [ 1 , 2 1 , 3 8 - 4 0 ] . 

I n t e r m s o f p h y l o g e n y , P s y c h i d a e f o r m t w o m a j o r c l a d e s , t h e A r r h e n o p h a n i n e l i n e a g e , w h i c h 
i n c l u d e s , b e s i d e s o t h e r s , N a r y c i i n a e ( e . g . , D. laichartingella) a n d T a l e p o r i n a e ( e . g . , T. tubulosa), a n d 
t h e P s y c h i n a e l i n e a g e , w h i c h i n c l u d e s P s y c h i n a e ( e . g . , P. betulina) a n d O i k e t i c i n a e ( [ 4 1 ] ; b u t s e e [ 4 2 ] ) . 
I n b o t h c l a d e s , s p e c i e s w i t h o d d c h r o m o s o m e n u m b e r s i n f e m a l e s p r e d o m i n a t e , p r o b a b l y h a v i n g a 
Z O / Z Z s e x c h r o m o s o m e s y s t e m ( T a b l e S I ) . E v e n t h o u g h a n e x c e p t i o n w a s f o u n d i n A r r h e n o p h a n i n a e , 
w h e r e s o m e p o p u l a t i o n s o f D. triquetrella p r e s u m a b l y h a v e a s u p e r n u m e r a r y c h r o m o s o m e , a v a i l a b l e 
d a t a s u g g e s t s t h a t t h e Z O / Z Z s e x c h r o m o s o m e s y s t e m i s a n c e s t r a l i n P s y c h i d a e . 

T h e W c h r o m o s o m e a b s e n c e i n P s y c h i d a e i s i m p o r t a n t f o r u n d e r s t a n d i n g t h e o r i g i n o f t h e 
W c h r o m o s o m e i n L e p i d o p t e r a . I t w a s g e n e r a l l y b e l i e v e d t h a t t h e W c h r o m o s o m e a r o s e i n t h e 
c o m m o n a n c e s t o r o f E u h e t e r o n e u r a ( T i s c h e r i i d a e + D i t r y s i a ; [ 6 , 1 2 ] ; s e e s i m p l i f i e d p h y l o g e n e t i c t r e e o f 
b a s a l L e p i d o p t e r a w i t h k n o w n s e x c h r o m o s o m e s y s t e m i n F i g u r e 5 ) . A c c o r d i n g t o t h i s h y p o t h e s i s , 
t h e p r e s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e i n t h e e a r l i e s t d i v e r g i n g l i n e a g e s o f D i t r y s i a , i . e . , M e e s s i i d a e , 
P s y c h i d a e , a n d T i n e i d a e , w a s e x p e c t e d . H o w e v e r , t h e r e a r e n o d a t a o n s e x c h r o m o s o m e s i n M e e s s i i d a e , 
a n d t h e W c h r o m o s o m e a b s e n c e w a s r e c e n t l y r e p o r t e d i n a r e p r e s e n t a t i v e o f T i n e i d a e , T. bisselliella, 
i n D a l i k o v a e t a l . [ 5 ] , w h e r e a l l p o s s i b l e s c e n a r i o s o f W c h r o m o s o m e o r i g i n w e r e d e s c r i b e d i n d e t a i l . 
B r i e f l y , b a s e d o n t h e c o n s e r v e d Z c h r o m o s o m e s y n t e n y a c r o s s E u h e t e r o n e u r a a n d t h e r e d u c e d 
c h r o m o s o m e n u m b e r i n T i s c h e r i i d a e , t h e a u t h o r s f a v o u r e d ( i ) Z c h r o m o s o m e - a u t o s o m e f u s i o n i n 
T i s c h e r i i d a e a n d ( i i ) B c h r o m o s o m e a c q u i s i t i o n i n a d v a n c e d D i t r y s i a ( a f t e r P s y c h i d a e a n d T i n e i d a e 
b r a n c h e d o f f ) a s t w o d i f f e r e n t w a y s o f W c h r o m o s o m e b i r t h . B o t h o p t i o n s , h o w e v e r , o p e r a t e d w i t h 
t h e p r e s u m e d a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e i n P s y c h i d a e , w h i c h h a s s o f a r b e e n b a s e d o n l y o n o d d 
c h r o m o s o m e n u m b e r s i n f e m a l e s . O u r d a t a c o n f i r m a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e i n P s y c h i d a e , 
t h e r e b y s u p p o r t i n g t h e p r o p o s e d h y p o t h e s i s b y D a l i k o v a e t a l . [ 5 ] . 
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Figure 5 . S i m p l i f i e d p h y l o g e n e t i c t r e e o f b a s a l L e p i d o p t e r a w i t h k n o w n s e x c h r o m o s o m e c o n s t i t u t i o n . 
R e c o r d s o n s e x c h r o m o s o m e s t a t u s o r i g i n a t e e i t h e r f r o m t h i s w o r k o r f r o m r e f e r e n c e s l i s t e d i n t h e t e x t . 
I n t h r e e f a m i l i e s , o n l y t h e s e x c h r o m a t i n ( S C ) a s s a y d a t a i s a v a i l a b l e , b u t t h e a c t u a l s e x c h r o m o s o m e 
s t a t u s w a s n o t d e t e r m i n e d ( n . d . ) . T h e r e a r e n o c y t o g e n e t i c d a t a f r o m t h e m o s t b a s a l f a m i l y o f D i t r y s i a , 
M e e s s i i d a e . I n t w o s p e c i e s o f P s y c h i d a e , n a m e l y Dahlica triquetrella w i t h a s u p e r n u m e r a r y c h r o m o s o m e 
i n s o m e p o p u l a t i o n s a n d Apterona helix w i t h a l l e g e d c h r o m o s o m e n u m b e r d i f f e r e n c e s i n m a l e s a n d 
f e m a l e s ( b u t s e e t h e m a i n t e x t ) , t h e a m b i g u i t y i s i n d i c a t e d ( * ) . B a s e d o n t h e i n t e r n a l P s y c h i d a e 
p h y l o g e n y , w e c o n s i d e r b o t h t r a i t s t o b e e v o l u t i o n a r y n o v e l t i e s a n d s u g g e s t t h a t t h e a n c e s t r a l s t a t e i s 
Z O / Z Z . I n o t h e r D i t r y s i a , t h e v a s t m a j o r i t y o f s p e c i e s h a s a W Z / Z Z s y s t e m o r d e r i v e d v a r i a n t s w i t h 
m u l t i p l e W a n d / o r Z c h r o m o s o m e s , b u t s o m e s p e c i e s h a v e l o s t t h e W s e c o n d a r i l y ( * * ) . P h y l o g e n e t i c 
r e l a t i o n s h i p s a r e a c c o r d i n g t o p r e v i o u s s t u d i e s [ 4 3 , 4 4 ] . 
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T o c o n c l u d e , f e m a l e s o f t h e s t u d i e d s p e c i e s o f P s y c h i d a e l a c k s e x c h r o m a t i n , h a v e a l o w e r 
c h r o m o s o m e n u m b e r a n d a s m a l l e r g e n o m e s i z e t h a n m a l e s ( n o t d e t e r m i n e d i n D . laichartingella), 
a n d h a v e a u n i v a l e n t i n p a c h y t e n e n u c l e i , w h i c h i s a b s e n t i n m a l e s . T h e d a t a p r e s e n t e d i n t h i s s t u d y 
t h u s c l e a r l y s h o w t h a t t h e s e s p e c i e s l a c k t h e W c h r o m o s o m e . T a k e n t o g e t h e r w i t h p r e v i o u s d a t a , 
s p e c i e s w i t h a Z O / Z Z s e x c h r o m o s o m e s y s t e m p r e d o m i n a t e i n b o t h c l a d e s o f P s y c h i d a e . T h e p u t a t i v e 
W c h r o m o s o m e s , i f a n y , h a v e o c c u r r e d i n f r e q u e n t l y a n d m o r e r e c e n t l y i n t h e e v o l u t i o n o f P s y c h i d a e , 
s u g g e s t i n g a n i n d e p e n d e n t a d o p t i o n r a t h e r t h a n a n o r i g i n a l t r a i t . I n a d d i t i o n , a l l t h e s e f i n d i n g s s u p p o r t 
t h e h y p o t h e s i s o f i n d e p e n d e n t o r i g i n s o f t h e W c h r o m o s o m e s i n E u h e t e r o n e u r a ; i . e . , i n T i s c h e r i i d a e 
a n d i n a d v a n c e d D i t r y s i a . 
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(9/cT) 

Sex 
chromosomes Available data References 
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- Z u n i v a l e n t i n f e m a l e p a c h y t e n e 
- a b s e n c e o f s e x c h r o m a t i n 
- f e m a l e g e n o m e s m a l l e r t h a n m a l e g e n o m e 

[ 1 4 ] ; 
t h i s s t u d y 

Dahlica 
triquetrella 
s y n . Solenobia 
triquetrella 

N a r y c i i n a e s e x u a l o r 
p a r t h e n o g e n e t i c 

6 1 / 6 2 o r 
6 2 / 6 2 

f e m a l e s Z 0 a n d 
W Z , m a l e s Z Z , 
W Z Z , W W Z Z 

- i n d i v i d u a l s w i t h a n d w i t h o u t W d o n o t d i f f e r i n p h e n o t y p e 
- W s u g g e s t e d t o b e a B c h r o m o s o m e i n R o b i n s o n [ 3 9 ] 

[ 1 8 , 3 6 , 3 7 , 4 5 ] 

Diplodoma 
laichartingella N a r y c i i n a e s e x u a l n . d . Z O / Z Z - Z u n i v a l e n t i n f e m a l e p a c h y t e n e 

- a b s e n c e o f s e x c h r o m a t i n 
t h i s s t u d y 

Psyche casta 
s y n . Fumea 
casta 

P s y c h i n a e s e x u a l 6 3 / 6 4 p r o b a b l y Z O / Z Z 
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u n i v a l e n t ) 
- d a u g h t e r p l a t e s h a v e e i t h e r 3 0 o r 3 1 c h r o m o s o m e s 

[ 1 4 ] 

Luffia 
ferchaultella P s y c h i n a e p a r t h e n o g e n e t i c 6 1 

( $ o n l y ) p r o b a b l y Z 0 
- 3 0 b i v a l e n t s a n d a s i n g l e c h r o m o s o m e , p r o b a b l y Z , i n f e m a l e 
m e t a p h a s e I 
- Z c a l l e d X i n t h e p a p e r 

[ 1 7 , 3 6 , 4 6 ] 
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[ 1 8 , 3 6 , 4 8 ] 



3.2. Degenerated, Undifferentiated, Rearranged, Lost: High Variability of Sex 
Chromosomes in Geometridae (Lepidoptera) Identified by Sex Chromatin 

M a r t i n a Hejníčková 1 , 2 , M a r t i n a Dalíková 1 , 2 , P a v e l Potocký 2 , T o o m a s T a m m a r u 3 , M a r h a r y t a 
T r e h u b e n k o 1 , 2 , S v a t a v a Kubíčková 4 , František M a r e c 2 , M a g d a Zrzavá 1 2 * 

1 Faculty of Science, University of South Bohemia, České Budějovice, CZ 

2 Biology Centre of the Czech Academy of Sciences, Institute of Entomology, České Budějovice, CZ 

3 Institute of Ecology and Earth Sciences, University of Tartu, Tartu, EST 

4 Veterinary Research Institute, Brno, CZ 

* Correspondence: maggie@prf.jcu.cz 

Cells 10, 2230 (2021). 

Abstract 

S e x c h r o m a t i n i s a c o n s p i c u o u s b o d y t h a t o c c u r s i n p o l y p l o i d n u c l e i o f m o s t l e p i d o p t e r a n f e m a l e s 
a n d c o n s i s t s o f n u m e r o u s c o p i e s o f t h e W s e x c h r o m o s o m e . I t is a l s o a c y t o g e n e t i c t o o l u s e d t o 
r a p i d l y a s s e s s t h e W c h r o m o s o m e p r e s e n c e i n L e p i d o p t e r a . H o w e v e r , c e r t a i n c h r o m o s o m a l f e a t u r e s 
c o u l d d i s r u p t t h e f o r m a t i o n o f s e x c h r o m a t i n a n d l e a d t o t h e f a l s e c o n c l u s i o n t h a t t h e W 
c h r o m o s o m e is a b s e n t i n t h e r e s p e c t i v e s p e c i e s . H e r e w e t e s t e d t h e s e x c h r o m a t i n p r e s e n c e i n 5 0 
s p e c i e s o f G e o m e t r i d a e . I n e i g h t s e l e c t e d s p e c i e s w i t h e i t h e r m i s s i n g , a t y p i c a l , o r n o r m a l s e x 
c h r o m a t i n p a t t e r n s , w e p e r f o r m e d a d e t a i l e d k a r y o t y p e a n a l y s i s b y m e a n s o f c o m p a r a t i v e g e n o m i c 
h y b r i d i z a t i o n ( C G H ) a n d f l u o r e s c e n c e i n s i t u h y b r i d i z a t i o n ( F I S H ) . T h e r e s u l t s s h o w e d a h i g h d i v e r s i t y 
o f W c h r o m o s o m e s a n d c l a r i f i e d t h e r e a s o n s f o r a t y p i c a l s e x c h r o m a t i n , i n c l u d i n g t h e a b s e n c e o r 
p o o r d i f f e r e n t i a t i o n o f W , r e a r r a n g e m e n t s l e a d i n g t o t h e n e o - W e m e r g e n c e , p o s s i b l e a s s o c i a t i o n 
w i t h t h e n u c l e o l u s , a n d t h e e x i s t e n c e o f m u l t i p l e W c h r o m o s o m e s . I n t w o s p e c i e s , w e d e t e c t e d 
i n t r a s p e c i f i c v a r i a b i l i t y i n t h e s e x c h r o m a t i n s t a t u s a n d s e x c h r o m o s o m e c o n s t i t u t i o n . W e s h o w t h a t 
t h e s e x c h r o m a t i n i s n o t a s u f f i c i e n t m a r k e r o f t h e W c h r o m o s o m e p r e s e n c e , b u t i t m a y b e a n 
e x c e l l e n t t o o l t o p i n p o i n t s p e c i e s w i t h a t y p i c a l s e x c h r o m o s o m e s . 
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d o p t e r a ; G e o m e t r i d a e ; c o m p a r a t i v e g e n o m i c h y b r i d i z a t i o n ; i n t r a s p e c i f i c c h r o m o s o m a l v a r i a b i l i t y 

1. Introduction 
S e x c h r o m o s o m e s r e p r e s e n t a r a p i d l y e v o l v i n g p a r t o f t h e g e n o m e . I t i s g e n e r a l l y a c 

c e p t e d t h a t t h e y o r i g i n a t e f r o m a p a i r o f a u t o s o m e s w h e n o n e o f t h e h o m o l o g s h a s a c q u i r e d 
a s e x - d e t e r m i n i n g f a c t o r [ 1 ] . T h i s t r i g g e r s a s e q u e n c e o f e v e n t s c o n d i t i o n e d b y t h e c e s s a t i o n 
o f r e c o m b i n a t i o n , l e a d i n g t o t h e d e g e n e r a t i o n o f a s e x - s p e c i f i c s e x c h r o m o s o m e , i . e . , Y o r 
W [ 2 ] . T y p i c a l f e a t u r e s o f t h e Y a n d W c h r o m o s o m e s a r e g e n e d e f i c i e n c y , t h e p r e s e n c e 
o f p s e u d o g e n e s , a n d t h e a b u n d a n c e o f r e p e t i t i v e s e q u e n c e s s u c h a s m o b i l e e l e m e n t s a n d 
t a n d e m r e p e a t s . E v e n t u a l l y , t h e s e x - s p e c i f i c c h r o m o s o m e m a y l o s e i t s s e x - d e t e r m i n i n g 
f u n c t i o n a n d d i s a p p e a r , r e s u l t i n g i n t h e X / X X o r Z / Z Z s e x c h r o m o s o m e s y s t e m ( r e v i e w e d , 
e . g . , i n t h e w o r k o f [ 3 , 4 ] ) . A l t e r n a t i v e l y n e w h e t e r o m o r p h i c s e x c h r o m o s o m e s m a y a r i s e 
f r o m a B c h r o m o s o m e , w h i c h a c q u i r e s a s e x - d e t e r m i n i n g l o c u s o r s i m p l y b e g i n s t o p a i r 
w i t h t h e X o r Z c h r o m o s o m e i n t h e h e t e r o g a m e t i c s e x [ 5 , 6 ] . 

T h e e v o l u t i o n o f s e x c h r o m o s o m e s , h o w e v e r , m a y n o t b e s o d i r e c t . A p a r t f r o m 
t h e c a n o n i c a l X X / X Y o r W Z / Z Z s y s t e m s , n e o - s e x c h r o m o s o m e s m a y a r i s e b y f u s i o n 
b e t w e e n t h e a n c e s t r a l s e x c h r o m o s o m e s a n d a u t o s o m e s . T h e s e n e o - s e x c h r o m o s o m e s 

Cells 2021,10, 2 2 3 0 . h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 3 3 9 0 / c e l l s l 0 0 9 2 2 3 0 h t t p s : / / w w w . m d p i . c o m / j o u r n a l / c e l l s 

https://doi.org/
http://creativecommons.org/licenses/by/
mailto:martina.hejnickova@entu.cas.cz
mailto:dalikmOO@prf.jcu.cz
mailto:trehum01@prf.jcu.cz
mailto:p.potocky@entu.cas.cz
mailto:marec@entu.cas.cz
mailto:toomas.tammaru@ut.ee
mailto:kubickova@vri.cz
mailto:maggie@prf.jcu.cz
https://doi.org/10.3390/cellsl0092230
https://www.mdpi.com/journal/cells


Cells 2021,10, 2 2 3 0 2 o f 2 1 

t h e n c o n s i s t o f m u l t i p l e e v o l u t i o n a r y s t r a t a , w h i c h m a y b e c l e a r l y v i s i b l e o n t h e n e o - Y 
o r n e o - W c h r o m o s o m e o f s o m e s p e c i e s d u e t o t h e h e t e r o c h r o m a t i n p a r t o f t h e a n c e s t r a l 
d e g e n e r a t e s e x c h r o m o s o m e a n d t h e e u c h r o m a t i n p a r t o f t h e a t t a c h e d a u t o s o m e ( e . g . , t h e 
w o r k o f [ 7 - 9 ] ) . I n a d d i t i o n , m u l t i p l e s e x c h r o m o s o m e s y s t e m s m a y a r i s e b y f i s s i o n s o f 
a n c e s t r a l s e x c h r o m o s o m e s o r b y f u s i o n s a n d t r a n s l o c a t i o n s b e t w e e n s e x c h r o m o s o m e s 
a n d a u t o s o m e s ( e . g . , t h e w o r k o f [ 1 0 , 1 1 ] ) . 

T h e e v o l u t i o n o f s e x c h r o m o s o m e s t h u s p r o c e e d s i n c y c l e s : f r o m n o n - d e g e n e r a t e , 
a u t o s o m e - l i k e s e x c h r o m o s o m e s , t h r o u g h v a r i o u s s t a g e s o f o n g o i n g d e g e n e r a t i o n o f t h e 
Y a n d W c h r o m o s o m e s , t o t h e i r u l t i m a t e l o s s , w h i l e t a k i n g d e t o u r s t h r o u g h n e o - s e x 
c h r o m o s o m e s i n t h e m e a n t i m e . T h e r e f o r e , d i f f e r e n t i a t e d s e x c h r o m o s o m e s i n d i f f e r e n t 
s p e c i e s c a n b e a c h i e v e d a t v a r i o u s s t a g e s o f t h e p r o c e s s , a n d t h e i r n u m b e r , a p p e a r a n c e , a n d 
m o l e c u l a r c o n t e n t c a n v a r y e n o r m o u s l y , e v e n a m o n g r e l a t e d s p e c i e s [ 1 2 - 1 4 ] ) . 

M o t h s a n d b u t t e r f l i e s ( L e p i d o p t e r a ) a r e t h e m o s t s p e c i e s - r i c h g r o u p w i t h f e m a l e h e t -
e r o g a m e t y . D i v e r s e s e x c h r o m o s o m e s y s t e m s h a v e b e e n d e s c r i b e d i n t h i s g r o u p , i n c l u d i n g 
p r i m a r y a b s e n c e o r s e c o n d a r y l o s s o f t h e W c h r o m o s o m e , n e o - s e x c h r o m o s o m e s , a n d 
m u l t i p l e s e x c h r o m o s o m e s , a l l o w i n g t o s t u d y t h e s e x c h r o m o s o m e s a t v a r i o u s s t a g e s o f 
t h e i r e v o l u t i o n . L e p i d o p t e r a , t h e r e f o r e , r e p r e s e n t a n i d e a l m o d e l f o r t h e s t u d y o f s e x 
c h r o m o s o m e e v o l u t i o n . T h e b a s a l c l a d e s o f t h e o r d e r L e p i d o p t e r a a n d t h e s i s t e r o r d e r T r i -
c h o p t e r a ( c a d d i s f l i e s ) l a c k t h e W c h r o m o s o m e , t h e a b s e n c e o f w h i c h i s t h u s c o n s i d e r e d a n 
a n c e s t r a l s t a t e [ 1 5 , 1 6 ] . T h e e x a c t m e c h a n i s m a n d t i m e o f t h e W c h r o m o s o m e o r i g i n a r e n o t 
y e t c l e a r [ 1 7 ] , b u t i t i s t y p i c a l l y p r e s e n t i n D i t r y s i a , a m e g a d i v e r s e g r o u p c o m p r i s i n g 9 8 % 
k n o w n l e p i d o p t e r a n s p e c i e s . A c c o r d i n g l y , t h e m o s t c o m m o n s e x c h r o m o s o m e c o n s t i t u t i o n 
i n t h i s g r o u p i s W Z / Z Z ( $ / c f ) [ 1 5 ] . 

T h e l e p i d o p t e r a n Z c h r o m o s o m e r e s e m b l e s a u t o s o m e s i n c o n t e n t a n d s t r u c t u r e [ 1 8 ] . 
I t i s r i c h i n g e n e s a n d e x h i b i t s a h i g h l y c o n s e r v e d s y n t e n y b l o c k o f " a n c e s t r a l " Z - l i n k e d 
g e n e s a c r o s s L e p i d o p t e r a [ 1 7 , 1 9 - 2 1 ] . I n c o n t r a s t , m o s t o f t h e W c h r o m o s o m e s i n v e s t i g a t e d 
s o f a r c o n s i s t m a i n l y o f r e p e t i t i v e s e q u e n c e s a n d p r o b a b l y c o n t a i n v e r y f e w f u n c t i o n a l 
g e n e s [ 2 2 , 2 3 ] . A h i g h l o a d o f r e p e a t s l e a d s t o t h e c o n v e r s i o n o f t h e W c h r o m o s o m e t o 
h e t e r o c h r o m a t i n , w h i c h i s o f t e n t h e l a r g e s t o r o n l y h e t e r o c h r o m a t i n b l o c k i n t h e k a r y o t y p e . 
A s a c o n s e q u e n c e , t h e W c h r o m o s o m e o f m o s t s p e c i e s f o r m s a r o u n d c o n d e n s e d b o d y 
i n f e m a l e i n t e r p h a s e p o l y p l o i d n u c l e i , t h e s e x c h r o m a t i n , w h i c h c o n t a i n s u p t o s e v e r a l 
t h o u s a n d W c o p i e s [ 2 2 ] . 

I n a c o m p r e h e n s i v e s t u d y m o n i t o r i n g t h e o c c u r r e n c e o f s e x c h r o m a t i n i n 2 3 8 s p e c i e s , 
T r a u t a n d M a r e c [ 2 4 ] c o n c l u d e d t h a t s e x c h r o m a t i n i s a c o m m o n t r a i t o f f e m a l e s i n D i t r y s i a . 
T h e y a l s o e m p h a s i z e d t h e u s e f u l n e s s o f s e x c h r o m a t i n a s a d i a g n o s t i c m a r k e r o f s e x 
i n y o u n g d e v e l o p m e n t a l s t a g e s a n d a m a r k e r f o r t h e i d e n t i f i c a t i o n o f W c h r o m o s o m e 
a b e r r a t i o n s . S i n c e t h e n , s e x c h r o m a t i n h a s b e e n u s e d i n a n u m b e r o f o t h e r s t u d i e s a s a n 
i n d i c a t o r o f t h e W c h r o m o s o m e p r e s e n c e a n d i t s c o n d i t i o n ( e . g . , t h e w o r k o f [ 7 , 1 7 , 2 5 - 2 7 ] ) . 
H o w e v e r , t h e u s e o f s e x c h r o m a t i n a s a m a r k e r s h o u l d b e c o n s i d e r e d w i t h c a u t i o n , a s 
t h e r e a r e c e r t a i n c y t o g e n e t i c f a c t o r s t h a t m i g h t i n f l u e n c e i t s o c c u r r e n c e a n d a p p e a r a n c e . 
F o r e x a m p l e , t h e f u s i o n o f a W c h r o m o s o m e w i t h a Z o r a n a u t o s o m e o r t r a n s l o c a t i o n 
f r o m a n o t h e r c h r o m o s o m e o n t o a W c h r o m o s o m e m a y r e s u l t i n f r a g m e n t a t i o n , a n a b e r r a n t 
s h a p e , o r e v e n d i s a p p e a r a n c e o f t h e s e x c h r o m a t i n b o d y . T h i s h a s b e e n o b s e r v e d i n 
i r r a d i a t e d s t r a i n s o f t h e M e d i t e r r a n e a n f l o u r m o t h (Ephestia kuehniella) [ 1 8 , 2 8 , 2 9 ] o r t h e 
c o d l i n g m o t h (Cydia pomonella) [ 3 0 ] , b u t a l s o i n s p e c i e s i n w h i c h t h e f u s i o n o f W w i t h 
a n o t h e r c h r o m o s o m e o c c u r r e d n a t u r a l l y , s u c h a s t h e v a p o u r e r m o t h (Orgyia antiqua), o r t h e 
c l o u d e d A p o l l o (Parnassius mnemosyne) [ 9 , 3 1 ] . 

S e x c h r o m a t i n , i f p r e s e n t , r e p r e s e n t s a n e x c e l l e n t s o u r c e o f t h e W c h r o m o s o m e D N A 
t h a t c a n b e u s e d e i t h e r t o p r e p a r e a W - p a i n t i n g p r o b e f o r W c h r o m o s o m e i d e n t i f i c a t i o n 
b y f l u o r e s c e n c e i n s i t u h y b r i d i z a t i o n ( F I S H ) [ 1 3 , 1 7 , 3 2 , 3 3 ] o r f o r s e q u e n c i n g [ 2 3 ] . A n o t h e r 
t e c h n i q u e u s e d t o s t u d y W c h r o m o s o m e s i s c o m p a r a t i v e g e n o m i c h y b r i d i z a t i o n ( C G H ) , i n 
w h i c h d i f f e r e n t l y l a b e l e d m a l e a n d f e m a l e g e n o m i c p r o b e s c o m p e t e o n c o m p l e m e n t a r y 
l o c i o n c h r o m o s o m e s o f h e t e r o g a m e t i c s e x [ 3 4 , 3 5 ] . C G H t h u s n o t o n l y i d e n t i f i e s t h e 
W c h r o m o s o m e b u t a l s o p r o v i d e s i n f o r m a t i o n a b o u t i t s s e q u e n c e c o m p o s i t i o n . T h i s 
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m e t h o d h a s , h o w e v e r , i t s l i m i t a t i o n s a s i t f a i l s t o d e t e c t m o l e c u l a r l y u n d i f f e r e n t i a t e d s e x 
c h r o m o s o m e s [ 3 6 ] . 

I n t h i s s t u d y , w e i n v e s t i g a t e d t h e W c h r o m o s o m e s i n g e o m e t r i d m o t h s . G e o m e t r i d s 
a r e o n e o f t h e m o s t d i v e r s e g r o u p s o f D i t r y s i a , w i t h o v e r 2 3 , 0 0 0 s p e c i e s [ 3 7 ] . D u e t o t h e i r 
a d v a n c e d p h y l o g e n e t i c p o s i t i o n , t h e p r e s e n c e o f s e x c h r o m a t i n a n d W c h r o m o s o m e i s 
e x p e c t e d . H o w e v e r , a v a i l a b l e s t u d i e s s h o w a n u n u s u a l o c c u r r e n c e o f s e x c h r o m a t i n i n t h i s 
g r o u p . O f t h e 2 3 s p e c i e s t e s t e d s o f a r , t h e s e x c h r o m a t i n p a t t e r n w a s a t y p i c a l i n f e m a l e s i n 
7 o f t h e m , d e s p i t e t h e f a c t t h a t t h e s p e c i e s w e r e p h y l o g e n e t i c a l l y d i s t a n t ( [ 3 8 , 3 9 ] ; r e v i e w e d 
i n t h e w o r k o f [ 2 4 ] ) . F u r t h e r m o r e , g e o m e t r i d s d i f f e r n o t i c e a b l y i n c h r o m o s o m e n u m b e r s , 
s u g g e s t i n g d y n a m i c k a r y o t y p e e v o l u t i o n b y f u s i o n s a n d f i s s i o n s t h a t c o u l d i n c l u d e s e x 
c h r o m o s o m e s [ 4 0 , 4 1 ] . Y e t , v e r y l i t t l e h a s b e e n d o n e r e g a r d i n g c y t o g e n e t i c a n a l y s i s o f 
g e o m e t r i d s e x c h r o m o s o m e s [ 1 3 , 2 0 ] . T h e r e f o r e , w e c o n d u c t e d a n e x t e n s i v e s u r v e y o f t h e 
s e x c h r o m a t i n s t a t u s i n g e o m e t r i d s , w h i c h i n c l u d e d 5 0 s p e c i e s . B a s e d o n t h e r e s u l t s , w e 
s e l e c t e d e i g h t s p e c i e s w i t h a t y p i c a l a n d n o r m a l s e x c h r o m a t i n p a t t e r n s a n d p e r f o r m e d 
a d e t a i l e d c y t o g e n e t i c a n a l y s i s t o i d e n t i f y t h e c a u s e o f s e x c h r o m a t i n m a l f o r m a t i o n o r 
a b s e n c e . W e a l s o a d d r e s s e d q u e s t i o n s o n t h e u s e o f s e x c h r o m a t i n a s a W c h r o m o s o m e 
m a r k e r a n d a s a d a t a s o u r c e f o r t h e o r i e s o n t h e W c h r o m o s o m e o r i g i n ( e . g . , t h e w o r k 
o f [ 1 5 , 1 7 , 2 5 ] ) . 

2 . Materials and Methods 
2.1. Specimens 

T h e l i s t o f 5 0 s p e c i e s o f G e o m e t r i d a e s c r e e n e d f o r t h e p r e s e n c e o f s e x c h r o m a t i n i n 
a d u l t h o o d i s i n c l u d e d i n T a b l e S I . B a s e d o n t h e r e s u l t s , 8 s p e c i e s w e r e c h o s e n f o r t h o r o u g h 
c y t o g e n e t i c i n v e s t i g a t i o n : Aethalura punctulata, Chiasmia clathrata, Epirrhoe alternata, Hylaea 
fasciaria, Hypomecis atomaria, Operophtera brumata, Peribatodes rhomboidaria, a n d Pseudopan-
thera macularia. E x c e p t f o r E. alternata a n d O. brumata ( L a r e n t i i n a e ) , a l l s p e c i e s b e l o n g t o 
t h e s u b f a m i l y E n n o m i n a e [ 4 2 ] . A d u l t m o t h s w e r e c o l l e c t e d i n C z e c h i a a n d E s t o n i a i n t h e 
y e a r s 2 0 1 8 - 2 0 2 0 , e i t h e r u s i n g U V l i g h t t r a p s a t n i g h t o r c a p t u r e d b y e n t o m o l o g i c a l n e t s i n 
d a y l i g h t ; b r a c h y p t e r o u s f e m a l e s w e r e c o l l e c t e d f r o m t r e e t r u n k s a t n i g h t . A l l s p e c i m e n s 
w e r e i d e n t i f i e d a c c o r d i n g t o t h e i r m o r p h o l o g y . M a t e d f e m a l e s w e r e k e p t i n d i v i d u a l l y i n 
m o i s t u r i z e d p l a s t i c c o n t a i n e r s w i t h h o s t p l a n t s , w h e r e t h e y l a i d e g g s . T h e h a t c h e d l a r v a e 
w e r e r e a r e d o n t h e i r h o s t p l a n t s u n t i l t h e l a s t i n s t a r o r p u p a , d i s s e c t e d , a n d t h e r e s i d u a l 
t i s s u e w a s i m m e d i a t e l y f r o z e n i n l i q u i d n i t r o g e n a n d s t o r e d a t — 2 0 °C. F r o m e a c h s e l e c t e d 
s p e c i e s , w e e x a m i n e d s e v e r a l o f f s p r i n g o f b o t h s e x e s f r o m d i f f e r e n t m o t h e r s a n d f r o m 
d i f f e r e n t l o c a l i t i e s ( f o r m o r e d e t a i l s , s e e T a b l e S 2 ) . 

2 . 2 . Chromosomal Preparations and Sex Chromatin Assay 

C h r o m o s o m a l p r e p a r a t i o n s w e r e o b t a i n e d f r o m p e n u l t i m a t e i n s t a r l a r v a e f r o m g o n a d s 
( m e i o t i c c h r o m o s o m e s ) a n d f r o m w i n g i m a g i n a l d i s c o r b r a i n s ( m i t o t i c c h r o m o s o m e s ) a s 
d e s c r i b e d i n t h e w o r k o f [ 2 7 ] . P o l y p l o i d i n t e r p h a s e n u c l e i f o r s e x c h r o m a t i n a s s a y w e r e 
o b t a i n e d f r o m M a l p i g h i a n t u b u l e s o f b o t h l a r v a e a n d a d u l t s p e c i m e n s a n d s t a i n e d w i t h 
l a c t i c a c e t i c o r c e i n a s d e s c r i b e d i n t h e w o r k o f [ 4 3 ] . 

2 . 3 . DNA Isolation 

G e n o m i c D N A ( g D N A ) w a s i s o l a t e d b y C T A B ( h e x a d e c y l t r i m e t h y l a m m o n i u m b r o 
m i d e ; S i g m a - A l d r i c h , S t . L o u i s , M O , U S A ) a c c o r d i n g t o t h e p r o t o c o l o f [ 4 4 ] w i t h t h e 
f o l l o w i n g m o d i f i c a t i o n s . I n s e c t t i s s u e s w e r e c r u s h e d i n 8 0 0 i i L o f e x t r a c t i o n b u f f e r p r e 
p a r e d a c c o r d i n g t o t h e p r o t o c o l a n d i n c u b a t e d i n a h e a t b l o c k a t 6 0 °C o v e r n i g h t . A f t e r w a r d , 
a n e q u a l a m o u n t o f p u r e c h l o r o f o r m w a s a d d e d , a n d t h e s a m p l e w a s c e n t r i f u g e d , t h e u p p e r 
a q u e o u s p h a s e w a s t r a n s f e r r e d i n t o a n e w t u b e , a n d t h e c h l o r o f o r m e x t r a c t i o n s t e p w a s 
r e p e a t e d . T h e s o l u t i o n w a s t h e n t r e a t e d w i t h 5 i i L o f R N a s e A ( 1 0 m g / m L ; S i g m a - A l d r i c h ) 
a n d i n c u b a t e d f o r 3 0 m i n a t 3 7 °C. T o p r e c i p i t a t e D N A , 2 / 3 o f t h e f i n a l v o l u m e o f i s o p r o p y l 
a l c o h o l ( S i g m a - A l d r i c h ) w a s a d d e d , a n d t h e m i x t u r e w a s i n c u b a t e d f o r a t l e a s t 2 h a t 
r o o m t e m p e r a t u r e . F i n a l l y , t h e s o l u t i o n w a s c e n t r i f u g e d f o r 1 5 m i n a t 1 4 , 0 0 0 g , t h e s u p e r -
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n a t a n t w a s r e m o v e d , a n d t h e p e l l e t w a s w a s h e d i n 7 0 % e t h a n o l , a i r - d r i e d , a n d d i s s o l v e d 
i n P C R - g r a d e w a t e r . F i n a l c o n c e n t r a t i o n s o f t h e e x t r a c t e d g D N A w e r e m e a s u r e d o n a 
Q u b i t 3 . 0 f l u o r o m e t e r ( I n v i t r o g e n , C a r l s b a d , C A , U S A ) , a n d D N A p u r i t y w a s a s s e s s e d b y 
2 6 0 / 2 8 0 r a t i o o n a N a n o d r o p 2 0 0 0 s p e c t r o p h o t o m e t e r ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c , W a l t h a m , 
M A , U S A ) . 

2 . 4 . Comparative Genomic Hybridization (CGH) 

G e n o m i c D N A s w e r e f l u o r e s c e n t l y l a b e l e d b y t h e i m p r o v e d n i c k t r a n s l a t i o n p r o c e 
d u r e o f [ 4 5 ] w i t h s o m e m o d i f i c a t i o n s [ 2 7 ] . M a l e g D N A s w e r e l a b e l e d w i t h C y 3 - d U T P , 
f e m a l e g D N A s w i t h e i t h e r f l u o r e s c e i n - d U T P o r A T T O 4 8 8 - d U T P ( a l l J e n a B i o s c i e n c e , J e n a , 
G e r m a n y ) . N i c k t r a n s l a t i o n r e a c t i o n s w e r e i n c u b a t e d a t 1 5 °C a n d s t o p p e d a f t e r 3 . 5 h 
e i t h e r b y 1 0 % o f t h e r e a c t i o n v o l u m e l o a d i n g d y e b u f f e r ( 2 5 m M E D T A p H 8 , 0 . 6 m M 
b r o m o p h e n o l b l u e , a n d 5 % g l y c e r o l ) o r b y 1 0 m i n i n a c t i v a t i o n a t 7 0 °C. L a b e l e d p r o b e s 
w e r e c h e c k e d o n a s t a n d a r d 1 . 5 % a g a r o s e g e l i n T A E b u f f e r . 

C G H w a s c a r r i e d o u t a c c o r d i n g t o t h e p r o t o c o l o f [ 3 4 ] w i t h m o d i f i c a t i o n s d e s c r i b e d 
i n t h e w o r k o f [ 1 7 ] . B r i e f l y , t h e h y b r i d i z a t i o n m i x t u r e p e r s l i d e c o n s i s t e d o f 2 5 0 - 5 0 0 n g o f 
e a c h l a b e l e d g D N A p r o b e ( e x a c t l y t h e s a m e a m o u n t o f g D N A o f e a c h s e x p e r s l i d e ) a n d 
2 5 |xg o f s o n i c a t e d s a l m o n s p e r m D N A ( S i g m a - A l d r i c h ) a s a n o n - s p e c i f i c c o m p e t i t o r . T h e 
m i x t u r e w a s p r e c i p i t a t e d a n d d i s s o l v e d i n 5 0 % d e i o n i z e d f o r m a m i d e , 1 0 % d e x t r a n s u l f a t e , 
a n d 2 x S S C . A f t e r 5 m i n i n c u b a t i o n a t 9 0 °C, i t w a s c o o l e d d o w n o n i c e a n d p r e h y b r i d i z e d 
f o r 1 . 5 h a t 3 7 °C. F i n a l l y t h e m i x t u r e w a s a p p l i e d o n a s l i d e , w h i c h h a d a l r e a d y b e e n 
i n c u b a t e d w i t h R N a s e A ( 2 0 0 n g / j i L , S i g m a - A l d r i c h ) i n 2 x S S C f o r 1 h a t 3 7 °C, t w i c e 
w a s h e d i n 2 x S C C f o r 5 m i n , a n d d e n a t u r e d w i t h 7 0 % f o r m a m i d e i n 2 x S S C a t 6 8 °C 
f o r 3 . 5 m i n , t h e n c o o l e d d o w n i n 7 0 % c o l d e t h a n o l ( 1 m i n ) a n d d e h y d r a t e d i n 8 0 % a n d 
1 0 0 % e t h a n o l a t r o o m t e m p e r a t u r e , 3 0 s e a c h . S l i d e s w e r e i n c u b a t e d w i t h t h e h y b r i d i z a t i o n 
m i x t u r e a t 3 7 °C f o r 3 n i g h t s . T h e y w e r e t h e n w a s h e d f o r 5 m i n a t 6 2 °C i n 0 . 1 x S S C w i t h 
1 % T r i t o n X - 1 0 0 , s t a i n e d w i t h 0 . 5 | x g / m L D A P I ( 4 / , 6 - d i a m i d i n o - 2 - p h e n y l i n d o l e ; S i g m a -
A l d r i c h ) , a n d m o u n t e d i n D A B C O a n t i f a d e ( l , 4 - d i a z a b i c y c l o ( 2 . 2 . 2 ) - o c t a n e ; S i g m a - A l d r i c h ) . 
I n e a c h s p e c i e s s t u d i e d , s e v e r a l s p e c i m e n s o f b o t h s e x e s w e r e e x a m i n e d b y C G H . 

2 . 5 . Genomic In Situ Hybridization (GISH) with 18S rDNA Probe 

G I S H w a s p e r f o r m e d a c c o r d i n g t o t h e C G H p r o t o c o l ( s e e a b o v e ) , o n l y w i t h o u t t h e 
p r e h y b r i d i z a t i o n s t e p . T h e h y b r i d i z a t i o n m i x t u r e c o n s i s t e d o f 2 5 0 - 5 0 0 n g o f a f e m a l e g D N A 
p r o b e l a b e l e d b y n i c k t r a n s l a t i o n ( s e e a b o v e ) , 3 |xg o f u n l a b e l e d m a l e g D N A ( f r a g m e n t e d 
b y b o i l i n g a t 9 9 °C f o r 2 0 m i n ) , 2 5 |i .g o f s o n i c a t e d s a l m o n s p e r m D N A , a n d 3 0 0 n g o f 
l a b e l e d 1 8 S r D N A p r o b e . T h i s p r o b e w a s p r e p a r e d b y P C R f r o m t h e c o d l i n g m o t h , Cydia 
pomonella, f o l l o w i n g t h e p r o t o c o l d e s c r i b e d i n t h e w o r k o f [ 4 6 ] a n d l a b e l e d w i t h C y 3 - d U T P 
b y n i c k t r a n s l a t i o n w i t h 1 . 5 h i n c u b a t i o n . 

2 . 6 . Reprobing and Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) with Telomeric Probe 

I n s p e c i e s w i t h s u p p o s e d s e x c h r o m o s o m e m u l t i v a l e n t s , w e p e r f o r m e d F I S H w i t h a 
t e l o m e r i c p r o b e o n s l i d e s p r e v i o u s l y u s e d f o r C G H t o v i s u a l i z e c h r o m o s o m e e n d s . T h e 
i n s e c t t e l o m e r i c p r o b e (TTAGG)„ [ 4 7 ] w a s g e n e r a t e d b y n o n - t e m p l a t e P C R [ 4 8 ] a s d e s c r i b e d 
i n t h e w o r k o f [ 4 9 ] a n d l a b e l e d w i t h b i o t i n - 1 4 - d U T P ( I n v i t r o g e n ) b y n i c k t r a n s l a t i o n ( s e e 
a b o v e ) w i t h 5 0 m i n i n c u b a t i o n . G e n o m i c p r o b e s w e r e r e m o v e d f r o m s l i d e s a s d e s c r i b e d 
i n t h e w o r k o f [ 5 0 ] . T h e t e l o m e r i c p r o b e w a s t h e n h y b r i d i z e d o n s l i d e s f o l l o w e d b y 
m u l t i p l e s i g n a l a m p l i f i c a t i o n s t e p s , u s i n g s t r e p t a v i d i n - C y 3 c o n j u g a t e d a n t i b o d i e s ( J a c k s o n 
I m m u n o R e s . L a b s . , I n c . , W e s t G r o v e , P A , U S A ) a n d b i o t i n y l a t e d a n t i s t r e p t a v i d i n a n t i b o d i e s 
( V e c t o r L a b s . , I n c . , B u r l i n g a m e , C A , U S A ) a c c o r d i n g t o t h e p r o t o c o l d e s c r i b e d i n t h e w o r k 
o f [ 4 9 ] . F i n a l l y t h e s l i d e s w e r e c o u n t e r s t a i n e d w i t h 0 . 5 | x g / m L D A P I i n D A B C O a n t i f a d e . 

2 . 7 . FISH with W-Painting Probe 

I n C . clathrata a n d O. brumata, w e m i c r o d i s s e c t e d s e x c h r o m a t i n a n d u s e d i t a s a 
p a i n t i n g p r o b e t o v i s u a l i z e t h e W c h r o m o s o m e . M i c r o d i s s e c t i o n w a s p e r f o r m e d e s s e n t i a l l y 
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a s d e s c r i b e d i n t h e w o r k o f [ 3 2 ] , a n d p r o b e a m p l i f i c a t i o n a n d l a b e l i n g w e r e p e r f o r m e d a s 
d e s c r i b e d i n t h e w o r k o f [ 1 7 ] . I n C. clathrata, t h e W - p a i n t i n g p r o b e l a b e l e d w i t h C y 3 - d U T P 
w a s h y b r i d i z e d a l o n g w i t h t h e t e l o m e r i c p r o b e l a b e l e d w i t h A T T O 4 8 8 - d U T P a s d e s c r i b e d 
i n t h e w o r k o f [ 1 7 ] w i t h t h e f o l l o w i n g m o d i f i c a t i o n s : t h e a m o u n t o f t e l o m e r i c p r o b e w a s 
3 0 0 n g p e r s l i d e , a n d p o s t - h y b r i d i z a t i o n w a s h e s w e r e 2 x 5 m i n i n 2 x S S C , 2 x 5 m i n i n 
1 x S S C , 1 m i n i n 1 x P B S a n d 1 m i n i n 1 % K o d a k P h o t o - F l o i n m i l i Q w a t e r , a l l a t 2 5 °C. 
T h e s e l o w s t r i n g e n c y w a s h e s w e r e u s e d d u e t o t h e l o w i n t e n s i t y o f h y b r i d i z a t i o n s i g n a l o f 
t h e W - p a i n t i n g p r o b e , o b s e r v e d a f t e r t h e h i g h s t r i n g e n c y w a s h i n 0 . 1 x S S C w i t h 1 % T r i t o n 
a t 6 2 °C f o r 5 m i n , c o n d i t i o n s t h a t w e o t h e r w i s e u s e f o r F I S H w i t h f l u o r o c h r o m e - l a b e l e d 
p r o b e s . I n O. brumata, t h e W - p a i n t i n g p r o b e l a b e l e d w i t h C y 3 - d U T P w a s u s e d w i t h o u t t h e 
t e l o m e r i c p r o b e , a n d t h e h i g h s t r i n g e n c y p o s t - h y b r i d i z a t i o n w a s h w a s a p p l i e d . 

2.8. Microscopy and Image Processing 

C h r o m o s o m a l p r e p a r a t i o n s w e r e e x a m i n e d u n d e r a Z e i s s A x i o p l a n 2 m i c r o s c o p e 
( C a r l Z e i s s , J e n a , G e r m a n y ) . F o r f l u o r e s c e n t l y s t a i n e d c h r o m o s o m e s , w e u s e d n a r r o w 
f l u o r e s c e n c e f i l t e r s e t s a n d a m o n o c h r o m e C C D c a m e r a X M 1 0 ( O l y m p u s E u r o p a H o l d i n g , 
H a m b u r g , G e r m a n y ) . P o l y p l o i d n u c l e i p r e p a r a t i o n s s t a i n e d w i t h l a c t i c a c e t i c o r c e i n w e r e 
e x a m i n e d b y l i g h t m i c r o s c o p y u s i n g 4 0 x a n d 6 3 x o b j e c t i v e s d e p e n d i n g o n t h e s i z e o f t h e 
n u c l e i . B l a c k - a n d - w h i t e i m a g e s w e r e c a p t u r e d b y c e l l S e n s S t a n d a r d s o f t w a r e v e r s i o n 1 . 9 
( O l y m p u s ) . F o r s l i d e s a f t e r C G H , G I S H , o r F I S H , p i c t u r e s w e r e c a p t u r e d s e p a r a t e l y f o r e a c h 
f l u o r e s c e n t d y e , t h e n p s e u d o c o l o u r e d a n d m e r g e d u s i n g A d o b e P h o t o s h o p C S 6 ( A d o b e 
S y s t e m s , S a n J o s e , C A , U S A ) . 

3 . Results 

W e i n s p e c t e d 5 0 s p e c i e s f r o m f i v e s u b f a m i l i e s o f G e o m e t r i d a e f o r t h e p r e s e n c e o f a 
s e x c h r o m a t i n b o d y i n p o l y p l o i d n u c l e i o f t h e M a l p i g h i a n t u b u l e c e l l s . I n c l u d i n g d a t a 
f r o m t h e l i t e r a t u r e , t h e f e m a l e s e x c h r o m a t i n a s s a y i n 6 9 s p e c i e s r e v e a l e d s e v e r a l v a r i a n t s : 
n o r m a l s e x c h r o m a t i n ( i . e . , t h e u s u a l c o n s p i c u o u s b o d y ) w a s p r e s e n t i n 4 8 s p e c i e s , w h i l e 
a t y p i c a l s e x c h r o m a t i n ( i . e . , m i s s i n g , s c a t t e r e d , m i n i a t u r e , m u l t i p l e o r v a r i a b l e ) w a s f o u n d 
i n 2 1 s p e c i e s ( F i g u r e 1 ; T a b l e S I ) . M a l e s o f a l l i n s p e c t e d s p e c i e s l a c k e d s e x c h r o m a t i n . 

s p e c i e s w i t h 
s p e c i e s a t y p i c a l 

i n v e s t i g a t e d s e x c h r o m a t i n 

A r c h i e a r i n a e 1 0 
E n n o m i n a e 4 1 1 3 
G e o m e t r i n a e 3 0 
L a r e n t i i n a e 2 0 7 
S t e r r h i n a e 4 1 

Figure 1. S p e c i e s i n s p e c t e d f o r t h e s e x c h r o m a t i n p r e s e n c e . D a t a o n 6 9 s p e c i e s o f G e o m e t r i d a e 
b e l o n g i n g t o f i v e s u b f a m i l i e s a r e i n c l u d e d . A n a t y p i c a l s e x c h r o m a t i n p a t t e r n w a s f o u n d i n a l m o s t 
o n e - t h i r d o f t h e s p e c i e s ( s e e T a b l e S I f o r d e t a i l s ) . P h y l o g e n y b a s e d o n t h e w o r k o f [ 4 2 ] . 

B a s e d o n t h e s e x c h r o m a t i n a s s a y , w e s e l e c t e d s i x s p e c i e s w i t h a t y p i c a l s e x c h r o m a t i n 
a s w e l l a s t w o s p e c i e s w i t h n o r m a l s e x c h r o m a t i n a s c o n t r o l s f o r a t h o r o u g h c y t o g e n e t i c 
i n v e s t i g a t i o n ( s e e T a b l e 1 f o r a s u m m a r y o f r e s u l t s ) . 
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3.1. Aethalura Punctulata (Ennominae) 

S e x c h r o m a t i n w a s c o m p l e t e l y m i s s i n g i n A. punctulata ( F i g u r e 2 a , b ) . S u b s e q u e n t l y , 
t h e a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e w a s c o n f i r m e d b y c h r o m o s o m e c o u n t s , i n w h i c h t h e 
c h r o m o s o m e n u m b e r o f 2n = 6 1 / 6 2 ( 9 / c f ) w a s l o w e r b y o n e i n f e m a l e s ( F i g u r e 2 c , d ) . C G H 
o n f e m a l e p a c h y t e n e c h r o m o s o m e s s h o w e d n o d i f f e r e n t i a t e d r e g i o n s i n t h e g e n o m e , a n d a 
s i n g l e Z u n i v a l e n t w a s o b s e r v e d ( F i g u r e 2 e - h ) . N o d i f f e r e n t i a t i o n n o r t h e Z u n i v a l e n t w a s 
f o u n d i n m a l e s ( F i g u r e 2 i - l ) . 

m M 

c d 

• 

f g h 
m 

• * • ,•• 

• 

J k I 

Figure 2. M i s s i n g W c h r o m o s o m e i n Aethalura punctulata. S e x c h r o m a t i n w a s a b s e n t i n f e m a l e (a) a n d 
m a l e (b) p o l y p l o i d n u c l e i s t a i n e d w i t h o r c e i n . M i t o t i c m e t a p h a s e c h r o m o s o m e s s t a i n e d w i t h D A P I 
s h o w 2n = 6 1 i n f e m a l e s (c) a n d 2n = 6 2 i n m a l e s (d). C o m p a r a t i v e g e n o m i c h y b r i d i z a t i o n ( C G H ) o n 
f e m a l e p a c h y t e n e c h r o m o s o m e s (e-h) d i d n o t r e v e a l a n y d i f f e r e n t i a t e d c h r o m o s o m e . T h e Z u n i v a l e n t 
i s i n d i c a t e d b y a n a r r o w a n d s h o w n i n t h e s c h e m e (e). C G H o n m a l e p a c h y t e n e c h r o m o s o m e s s h o w e d 
s i m i l a r r e s u l t s , b u t n o u n i v a l e n t w a s f o u n d (i-1); n o t e n u c l e o l u s ( N ) . P a n e l s ( e , i ) — m e r g e d p i c t u r e s 
o f b o t h p r o b e s ; ( f , j ) — f e m a l e g e n o m i c p r o b e ( g r e e n ) ; (g,k)—male g e n o m i c p r o b e ( r e d ) ; ( h , l ) — D A P I 
s t a i n i n g ( l i g h t b l u e ) . B a r = 1 0 \m\. 

3.2. Chiasmia Clathrata (Ennominae) 

I n C . clathrata, w e d e t e c t e d v a r i a b i l i t y i n t h e s e x c h r o m a t i n a p p e a r a n c e . F e m a l e 
o f f s p r i n g i n s o m e b r o o d s s h o w e d n o r m a l s e x c h r o m a t i n ( F i g u r e 3 a ) , w h i l e i n o t h e r b r o o d s , 
t h e y s h o w e d m i n i a t u r e s e x c h r o m a t i n b o d i e s ( F i g u r e 3 b ) . N o s e x c h r o m a t i n w a s f o u n d i n 
m a l e s ( F i g u r e 3 c ) . T h e f o l l o w i n g c y t o g e n e t i c a n a l y s i s u s i n g C G H d i s t i n g u i s h e d t w o t y p e s o f 
s e x c h r o m o s o m e s y s t e m s : i n b r o o d s w i t h n o r m a l s e x c h r o m a t i n , w e f o u n d t h e c l a s s i c a l W Z 
s y s t e m ( F i g u r e 3 d - g ) , w h i l e i n b r o o d s w i t h m i n i a t u r e o r s c a t t e r e d s e x c h r o m a t i n w e f o u n d 
a WZ1Z2 s y s t e m ( F i g u r e 3 h - k ) . I n b o t h c a s e s , t h e W c h r o m o s o m e s w e r e n o t c o m p o s e d o f 
c o n s p i c u o u s h e t e r o c h r o m a t i n a n d w e r e i d e n t i f i e d b y b o t h g e n o m i c p r o b e s , w i t h t h e f e m a l e 
p r o b e s i g n a l s b e i n g s l i g h t l y s t r o n g e r . T h e y w e r e m o s t l y i n d i s c e r n i b l e b y D A P I s t a i n i n g , 
a l t h o u g h w h e n o b s e r v e d i n t h e p a c h y t e n e n u c l e i o f n u r s e c e l l s , t h e y w e r e o c c a s i o n a l l y 
h i g h l i g h t e d w i t h D A P I , p r o b a b l y d u e t o h i g h e r c h r o m o s o m e c o n d e n s a t i o n . T h e e x i s t e n c e 
o f t w o s e x c h r o m o s o m e s y s t e m s w a s c o n f i r m e d b y F I S H w i t h t h e t e l o m e r i c p r o b e c o m b i n e d 
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w i t h t h e W - p a i n t i n g p r o b e , w h i c h w a s p r e p a r e d f r o m m i c r o d i s s e c t e d s e x c h r o m a t i n b o d i e s 
o f W Z f e m a l e s . I n f e m a l e s w i t h n o r m a l s e x c h r o m a t i n , t h e W - p a i n t i n g p r o b e l a b e l e d t h e 
W c h r o m o s o m e a l o n g i t s e n t i r e l e n g t h a n d t h e t e l o m e r i c p r o b e h y b r i d i z e d t o t h e e n d s o f 
t h e W Z b i v a l e n t ( F i g u r e 3 p , q ) . H o w e v e r , i n f e m a l e s f r o m t w o b r o o d s w i t h f r a g m e n t e d 
s e x c h r o m a t i n , o n l y p a r t o f t h e W c h r o m o s o m e w a s l a b e l e d w i t h t h e W - p a i n t i n g p r o b e , 
a n d t e l o m e r i c s i g n a l s w e r e d e t e c t e d a t b o t h e n d s o f t h i s l a r g e W c h r o m o s o m e a s w e l l a s 
a t b o t h e n d s o f i t s t w o p a i r i n g p a r t n e r s , Z i a n d Z2 ( F i g u r e 3 r , s ) . T h e s e r e s u l t s s t r o n g l y 
s u g g e s t t h a t t h e a n c e s t r a l W c h r o m o s o m e u n d e r w e n t f u s i o n w i t h a n a u t o s o m e , f o r m i n g 
a n e o - W c h r o m o s o m e . T h e h o m o l o g o u s a u t o s o m e t h u s b e c a m e t h e Z2 s e x c h r o m o s o m e . 
N o c h r o m o s o m e w a s d i f f e r e n t i a t e d b y C G H i n m a l e p a c h y t e n e c o m p l e m e n t s ( F i g u r e 3 1 - o ) . 
T h e e x a c t c h r o m o s o m e n u m b e r c o u l d n o t b e i d e n t i f i e d d u e t o a n i n s u f f i c i e n t n u m b e r o f 
s u i t a b l e - q u a l i t y m i t o t i c m e t a p h a s e s . 

Figure 3. S e x c h r o m o s o m e s y s t e m s i n Chiasmia clathrata. (a-c) P o l y p l o i d n u c l e i s t a i n e d w i t h o r c e i n 
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s h o w i n g a v a r i a b l e s e x c h r o m a t i n p a t t e r n i n f e m a l e s f r o m d i f f e r e n t b r o o d s , e i t h e r n o r m a l (a) o r 
m i n i a t u r e b o d y (b), w h e r e a s i t i s a b s e n t i n m a l e s (c). (d-o) C o m p a r a t i v e g e n o m i c h y b r i d i z a t i o n 
( C G H ) o n p a c h y t e n e c h r o m o s o m e s r e v e a l e d a W Z s e x c h r o m o s o m e b i v a l e n t ((d), a r r o w a n d s c h e m e ) 
i n f e m a l e s w i t h n o r m a l s e x c h r o m a t i n (d-g) a n d a W Z 1 Z 2 t r i v a l e n t (h, a r r o w a n d s c h e m e ) i n f e m a l e s 
w i t h s c a t t e r e d s e x c h r o m a t i n ( h - k ) ; n o c h r o m o s o m e w a s d i f f e r e n t i a t e d b y C G H i n m a l e s (l-o). P a n e l s 
(d ,h , l )—merged p i c t u r e s o f b o t h p r o b e s ; ( e , i , m ) — f e m a l e g e n o m i c p r o b e ( g r e e n ) ; (f , j ,n)—male g e 
n o m i c p r o b e ( r e d ) ; ( g , k , o ) — D A P I s t a i n i n g ( l i g h t b l u e ) , (p-s) F l u o r e s c e n c e i n s i t u h y b r i d i z a t i o n ( F I S H ) 
w i t h W - p a i n t i n g p r o b e ( r e d ) a n d ( T T A G G ) n t e l o m e r i c p r o b e ( g r e e n ) o n p a c h y t e n e c h r o m o s o m e s o f 
f e m a l e s w i t h t h e W Z b i v a l e n t (p,q) a n d f e m a l e s w i t h t h e W Z 1 Z 2 t r i v a l e n t (r,s). P a n e l s (p , r )—merged 
p i c t u r e s o f b o t h p r o b e s ; ( q , s ) — D A P I s t a i n i n g ( l i g h t b l u e ) . I n t h e W Z b i v a l e n t , t h e W - p a i n t i n g p r o b e 
l a b e l e d t h e e n t i r e W c h r o m o s o m e (p, a r r o w a n d s c h e m e ) . I n t h e W Z 1 Z 2 t r i v a l e n t , l e s s t h a n h a l f o f 
t h e W c h r o m o s o m e w a s l a b e l e d w i t h t h e W - p a i n t i n g p r o b e , a n d t e l o m e r i c s i g n a l s c o n f i r m e d t h e 
p r e s e n c e o f t w o Z c h r o m o s o m e s (r, a r r o w a n d s c h e m e ) . B a r = 1 0 | x m . 

3 . 3 . Epirrhoe Alternata (Larentiinae) 

F e m a l e s o f E. alternata s h o w e d s c a t t e r e d s e x c h r o m a t i n w i t h a v a r i a b l e a p p e a r a n c e , o f 
t e n f o r m i n g e i t h e r o n e o r t w o m i n i a t u r e h e t e r o c h r o m a t i c b o d i e s , o c c a s i o n a l l y e v e n s m a l l e r 
d o t - l i k e b o d i e s ( F i g u r e 4 a ) . N o s e x c h r o m a t i n w a s f o u n d i n m a l e s ( F i g u r e 4 b ) . I n a l l 
f e m a l e s e x a m i n e d , C G H a n a l y s i s u n c o v e r e d a s e x c h r o m o s o m e m u l t i v a l e n t c o n s i s t i n g 
o f d i f f e r e n t i a t e d W c h r o m o s o m e s , h i g h l i g h t e d b y b o t h g e n o m i c p r o b e s w i t h t h e f e m a l e 
s i g n a l b e i n g s l i g h t l y s t r o n g e r ( F i g u r e 4 j - m ) , w h i c h w a s n o t s e e n i n m a l e s ( F i g u r e 4 n - q ) . 
S i n c e i t w a s n e c e s s a r y t o d i s t i n g u i s h b e t w e e n t h e i n d i v i d u a l c h r o m o s o m e s o f t h e m u l t i 
v a l e n t , t h e C G H s l i d e s w e r e r e p r o b e d b y F I S H w i t h a t e l o m e r i c p r o b e ( F i g u r e 4 e - i ) . I n 
a d d i t i o n t o s t a n d a r d t e l o m e r i c s i g n a l s a t t h e e n d s o f t h e m u l t i v a l e n t , w e d e t e c t e d t w o 
a d d i t i o n a l p a i r s o f h y b r i d i z a t i o n s i g n a l s ( F i g u r e 4 i ) . O n e o f t h e m a l s o c o l o c a l i z e d w i t h 
D A P I - p o s i t i v e h e t e r o c h r o m a t i n b l o c k s , w h i c h a r e l o c a t e d t e r m i n a l l y o n t h e r e s p e c t i v e 
W c h r o m o s o m e s ( F i g u r e 4 h , i ) . T a k e n t o g e t h e r , t h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h e p r e s e n c e o f a 
s e x c h r o m o s o m e q u a d r i v a l e n t c o n s i s t i n g o f t h r e e s e p a r a t e W c h r o m o s o m e s p a i r e d w i t h 
a s i n g l e Z c h r o m o s o m e ( F i g u r e 4 e ) . T h e r e f o r e , t h e s e x c h r o m o s o m e c o n s t i t u t i o n i n t h i s 
s p e c i e s i s W 1 W 2 W 3 Z / Z Z ( 9 / d " ) . C o n s i s t e n t w i t h t h i s f i n d i n g , t h e d i p l o i d c h r o m o s o m e 
n u m b e r w a s d e t e r m i n e d t o b e In = 6 4 i n f e m a l e s a n d In = 6 2 i n m a l e s ( F i g u r e 4 c , d ) . 
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Figure 4 . S e x c h r o m o s o m e m u l t i v a l e n t i n Epirrhoe alternata. (a,b) P o l y p l o i d n u c l e i s t a i n e d w i t h 
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o r c e i n s h o w i n g m i n i a t u r e d o t - l i k e s e x c h r o m a t i n b o d i e s i n f e m a l e s ((a), a r r o w s ) b u t n o t i n m a l e s ( b ) . 
(c,d) M i t o t i c m e t a p h a s e c h r o m o s o m e s s t a i n e d w i t h D A P I s h o w i n g 2n = 6 4 i n f e m a l e s (c) a n d 2n = 6 2 
i n m a l e s (d). (e-h) A s e x c h r o m o s o m e q u a d r i v a l e n t , W j W2W3Z, r e v e a l e d b y C G H ((e), s c h e m e ) a n d 
c o n f i r m e d b y r e p r o b i n g u s i n g F I S H w i t h t e l o m e r i c p r o b e ((i), a s t e r i s k s ) ; n o t e a p a i r o f t e l o m e r i c 
s i g n a l s c o l o c a l i z e d w i t h t w o D A P I - p o s i t i v e h e t e r o c h r o m a t i n b l o c k s a t t h e e n d s o f W 2 a n d W 3 ((h), 
a s t e r i s k ) , (j-m) C G H o n f e m a l e p a c h y t e n e c h r o m o s o m e s s h o w i n g t h e s e x c h r o m o s o m e m u l t i v a l e n t 
h i g h l i g h t e d w i t h b o t h g e n o m i c p r o b e s , w i t h f e m a l e s i g n a l b e i n g s l i g h t l y s t r o n g e r ((j), a r r o w ) , (n-q) 
C G H o n m a l e p a c h y t e n e c h r o m o s o m e s w i t h o u t a n y d i f f e r e n t i a t e d r e g i o n s . P a n e l s (e , j ,n)—merged 
p i c t u r e s o f b o t h g e n o m i c p r o b e s ; (f ,k,o)—female g e n o m i c p r o b e ( g r e e n ) ; ( g , l , p ) — m a l e g e n o m i c p r o b e 
( r e d ) ; (h ,m,q)—DAPI s t a i n i n g ( l i g h t b l u e ) ; ( i ) — m e r g e d p i c t u r e o f D A P I s t a i n i n g a n d (TTAGG)„ 
t e l o m e r i c p r o b e ( r e d ) . B a r = 1 0 | x m . 

3 . 4 . Hylaea Fasciaria (Ennominae) 

S e x c h r o m a t i n i n H. fasciaria f e m a l e s w a s r a t h e r u n u s u a l . A p a r t f r o m a s i n g l e s p h e r i c a l 
c o n s p i c u o u s b o d y ( F i g u r e 5 a ) , w e a l s o o b s e r v e d t w o o r m o r e b o d i e s w i t h i n o n e p o l y p l o i d 
n u c l e u s , o f t e n d i f f e r i n g i n s i z e a n d / o r s h a p e ( F i g u r e 5 d , e ) ; o c c a s i o n a l l y , w e f o u n d a 
s i n g l e o v a l - s h a p e d o r o t h e r w i s e d e f o r m e d b o d y ( F i g u r e 5 b , c ) . N o s e x c h r o m a t i n w a s 
f o u n d i n m a l e s ( F i g u r e 5 f ) . T h e s e f i n d i n g s w e r e p a r t i a l l y e l u c i d a t e d b y t h e C G H r e s u l t s , 
a s t h e W c h r o m o s o m e w a s p r e f e r e n t i a l l y l a b e l e d w i t h t h e f e m a l e g e n o m i c p r o b e a n d 
c o m p o s e d o f t w o p a r t s : a s t r o n g l y h e t e r o c h r o m a t i c p a r t a n d a e u c h r o m a t i c - l i k e p a r t 
( F i g u r e 5 g - k ) . I n t e r e s t i n g l y t h e l a t t e r p a r t o f t h e W Z b i v a l e n t w a s a s s o c i a t e d w i t h t h e 
n u c l e o l u s ( F i g u r e 5 j , k ) . A p p l i c a t i o n o f t h e 1 8 S r D N A p r o b e c o m b i n e d w i t h G I S H d e t e c t e d 
m a n y s c a t t e r e d , d i s o r g a n i z e d s i g n a l s t h r o u g h o u t t h e n u c l e o l u s r e g i o n ( F i g u r e 5 1 - n ) . W e 
a s s u m e t h a t t h i s i s d u e t o l o o s e c h r o m a t i n l o o p s , s u g g e s t i n g c o n t i n u o u s h i g h t r a n s c r i p t i o n a l 
a c t i v i t y i n t h e n u c l e o l a r o r g a n i z e r r e g i o n ( N O R ) . I n m a l e s , n o d i f f e r e n t i a t e d c h r o m o s o m e s 
w e r e i d e n t i f i e d ( F i g u r e 5 o - r ) . D u e t o t h e l a c k o f m a t e r i a l , i t w a s n o t p o s s i b l e t o d e t e r m i n e 
t h e n u m b e r o f c h r o m o s o m e s i n t h i s s p e c i e s . 
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Figure 5. M u l t i p l e s e x c h r o m a t i n b o d i e s a n d n u c l e o l u s - a s s o c i a t e d W c h r o m o s o m e i n Hylaea fasciaria. 
(a-f) P o l y p l o i d n u c l e i s t a i n e d w i t h o r c e i n s h o w i n g v a r i a b l e f o r m s o f s e x c h r o m a t i n i n f e m a l e s 
((a-e), a r r o w s ) , f r o m a r e g u l a r s i n g l e b o d y o r d e f o r m e d b o d y t o m u l t i p l e b o d i e s , w h i l e i t w a s a b s e n t 
i n m a l e s (f). (g-k) C G H o n f e m a l e p a c h y t e n e c h r o m o s o m e s i d e n t i f i e d a W Z b i v a l e n t ((g), a r r o w ) , 
i n w h i c h t h e s t r o n g l y h e t e r o c h r o m a t i n i z e d p a r t o f t h e W c h r o m o s o m e w a s p r e f e r e n t i a l l y l a b e l e d 
w i t h t h e f e m a l e g e n o m i c p r o b e (g-i), a n d t h e o t h e r p a r t o f t h e W Z b i v a l e n t w a s a s s o c i a t e d w i t h 
t h e n u c l e o l u s , w e l l v i s i b l e a f t e r D A P I s t a i n i n g ((j,k); a s t e r i s k ) ; n o t e t h e s e c o n d n u c l e o l u s ( N ) i n t h e 
s a m e p a c h y t e n e c o m p l e m e n t (j,k). (1-n) G I S H c o m b i n e d w i t h F I S H w i t h 1 8 S r D N A p r o b e o n f e m a l e 
p a c h y t e n e c h r o m o s o m e s i d e n t i f i e d t h e W Z b i v a l e n t ((1), a r r o w ) a c c o r d i n g t o t h e W c h r o m o s o m e 
l a b e l e d b y t h e f e m a l e g e n o m i c p r o b e (l,m) a n d t h e a s s o c i a t e d n u c l e o l u s b y s c a t t e r e d s i g n a l s o f t h e 
1 8 S r D N A p r o b e (l,n; r e d s i g n a l s , a s t e r i s k ) , (o-r) C G H o n m a l e p a c h y t e n e c h r o m o s o m e s w i t h o u t 
a n y d i f f e r e n t i a t e d r e g i o n . P a n e l s (g ,o)—merged p i c t u r e s o f b o t h g e n o m i c p r o b e s ; (h,m,p)—female 
g e n o m i c p r o b e ( g r e e n ) ; ( i ,q)—male g e n o m i c p r o b e ( r e d ) ; ( j , r ) — D A P I s t a i n i n g ( l i g h t b l u e ) ; (k)— 
m e r g e d p i c t u r e o f b o t h g e n o m i c p r o b e s a n d D A P I s t a i n i n g ; ( 1 ) — m e r g e d p i c t u r e o f t h e f e m a l e 
g e n o m i c p r o b e , 1 8 S r D N A p r o b e , a n d D A P I s t a i n i n g ; ( n ) — m e r g e d p i c t u r e o f 1 8 S r D N A p r o b e a n d 
D A P I s t a i n i n g . B a r = 1 0 \m\. 

3.5. Hypomecis Atomaria (Ennominae) 

Hypomecis atomaria ( p r e v i o u s l y Ematurga atomaria, s e e t h e w o r k o f [ 5 1 ] f o r t h e n o m e n -
c l a t u r a l c h a n g e ) w a s u s e d a s o u r f i r s t c o n t r o l s p e c i e s . I n h i g h l y p o l y p l o i d n u c l e i , s e x 
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c h r o m a t i n f o r m e d a t y p i c a l , r o u n d i s h a n d c o n s p i c u o u s b o d y i n f e m a l e s , b u t n o t i n m a l e s 
( F i g u r e 6 a , b ) . T h e d i p l o i d n u m b e r o f c h r o m o s o m e s w a s t h e s a m e i n b o t h s e x e s , In = 6 2 
( F i g u r e 6 c , d ) , s u g g e s t i n g a W Z / Z Z s e x c h r o m o s o m e s y s t e m . U s i n g C G H , w e i d e n t i f i e d a 
c u r i o u s W Z b i v a l e n t i n f e m a l e p a c h y t e n e c o m p l e m e n t s ( F i g u r e 6 e - h ) , w i t h a r e m a r k a b l y 
s m a l l , f u l l y h e t e r o c h r o m a t i c W c h r o m o s o m e t h a t w a s o f t e n c o m p l e t e l y s u r r o u n d e d b y 
t h e Z c h r o m o s o m e ( F i g u r e 6 i ) . S i n c e b o t h g e n o m i c p r o b e s h y b r i d i z e d e v e n l y t o t h e W 
c h r o m o s o m e ( F i g u r e 6 f , g ) , w e a s s u m e t h a t i t i s p r e d o m i n a n t l y c o m p o s e d o f r e p e t i t i v e D N A 
s e q u e n c e s c o m m o n t o b o t h s e x e s . I n m a l e s , n o c h r o m o s o m e w a s d i f f e r e n t i a t e d b y C G H 
( F i g u r e 6 j - m ) . 

a ^ t t ^ , 

/ ' ' ' 

c 

• * 0 S.A m 

d 

e — 
\ 

f g h 

• A 
k 1 m 

Figure 6. H i g h l y d i f f e r e n t i a t e d W Z s e x c h r o m o s o m e s i n Hypomecis atomaria. (a,b) P o l y p l o i d n u c l e i 
s t a i n e d w i t h o r c e i n s h o w i n g a v o l u m i n o u s s e x c h r o m a t i n b o d y i n f e m a l e s ((a), a r r o w ) a n d m i s s i n g s e x 
c h r o m a t i n i n m a l e s (b). (c,d) M i t o t i c m e t a p h a s e c h r o m o s o m e s s t a i n e d w i t h D A P I s h o w i n g 2n = 6 2 i n 
b o t h f e m a l e s (c) a n d m a l e s (d). (e-m) C o m p a r a t i v e g e n o m i c h y b r i d i z a t i o n ( C G H ) o n p a c h y t e n e c h r o 
m o s o m e s i d e n t i f i e d i n f e m a l e s (e-i) a h i g h l y d i f f e r e n t i a t e d W c h r o m o s o m e ((e), a r r o w ) , c o m p o s e d 
o f p r o m i n e n t D A P I - p o s i t i v e h e t e r o c h r o m a t i n (h). I n t h e W Z b i v a l e n t , t h e W c h r o m o s o m e f o r m e d a 
s h o r t , t h i c k r o d s u r r o u n d e d b y a l o n g Z c h r o m o s o m e ((i), s c h e m e ) . I n m a l e s , n o c h r o m o s o m e w a s 
d i f f e r e n t i a t e d b y C G H (j-m). P a n e l s ( e , i , j )—merged p i c t u r e s o f b o t h p r o b e s ; ( f , k ) — f e m a l e g e n o m i c 
p r o b e ( g r e e n ) ; (g,l)—male g e n o m i c p r o b e ( r e d ) ; ( h , m ) — D A P I s t a i n i n g ( l i g h t b l u e ) . B a r = 1 0 \m\. 

3.6. Operophtera Brumata (Larentiinae) 

I n O. brumata, a w e l l - v i s i b l e s e x c h r o m a t i n b o d y ( e v e n t u a l l y t w o b o d i e s ) f o r e s h a d o w e d 
a h i g h l y d i f f e r e n t i a t e d W c h r o m o s o m e i n f e m a l e s ( F i g u r e 7 a , b ) , w h i l e n o s e x c h r o m a t i n w a s 
f o u n d i n m a l e s ( F i g u r e 7 c ) . T h e d i p l o i d n u m b e r o f c h r o m o s o m e s w a s s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d 
a n d d i f f e r e d b e t w e e n t h e s e x e s , w i t h 2n = 3 0 i n f e m a l e s a n d 2n = 2 8 i n m a l e s ; t h e i n d i v i d u a l 
c h r o m o s o m e s a l s o v a r i e d g r e a t l y i n s i z e ( F i g u r e 7 d , e ) , s o m e o f t h e m b e i n g m u c h l a r g e r 
t h a n u s u a l l e p i d o p t e r a n c h r o m o s o m e s . T h e s e t w o f e a t u r e s c o m b i n e d i n d i c a t e m u l t i p l e 
f u s i o n s t h a t f o r m e d t h e k a r y o t y p e o f t h i s s p e c i e s . I n p a c h y t e n e o o c y t e s , C G H s t r o n g l y 
h i g h l i g h t e d a r e l a t i v e l y s m a l l c h r o m o s o m a l s e g m e n t , t h e a n t i c i p a t e d W c h r o m o s o m e 
( F i g u r e 7 f - m ) , w h i c h w a s n o t s e e n i n p a c h y t e n e s p e r m a t o c y t e s ( F i g u r e 7 n - q ) . S l i g h t l y 
p r e f e r e n t i a l l a b e l i n g w i t h t h e f e m a l e g e n o m i c p r o b e w a s o b s e r v e d , a l t h o u g h t h e m a l e 
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g e n o m i c p r o b e a l s o h y b r i d i z e d t o t h e W c h r o m o s o m e ( F i g u r e 7 g , h , k , l ) . T h i s f i n d i n g 
s u g g e s t s t h e p r e s e n c e o f f e m a l e - s p e c i f i c s e q u e n c e s i n c o m b i n a t i o n w i t h a n a b u n d a n c e 
o f c o m m o n r e p e t i t i v e s e q u e n c e s o n t h i s c h r o m o s o m e . I n m o s t p a c h y t e n e f i g u r e s , t h e W 
c h r o m o s o m e w a s c o n d e n s e d i n t o a c o m p a c t r o u n d i s h b o d y ( F i g u r e 7 f - i , r , t ) . O c c a s i o n a l l y 
w e c o u l d a l s o o b s e r v e i t i n a s t r e t c h e d f o r m ( F i g u r e 7 j - m , s ) . T h e p e c u l i a r s h a p e o f t h e 
h e t e r o c h r o m a t i n p a r t o f W s u g g e s t e d t h a t t h e r e c o u l d b e m u l t i p l e W c h r o m o s o m e s p a i r i n g 
w i t h t h e Z c h r o m o s o m e . T h u s , w e p e r f o r m e d r e p r o b i n g b y F I S H w i t h a t e l o m e r i c p r o b e 
t o d e t e c t t h e e n d s o f p o t e n t i a l m u l t i p l e s e x c h r o m o s o m e s . B a s e d o n a l l o f t h e r e s u l t s , 
w e c o n c l u d e d t h a t t h i s h i g h l y d e g e n e r a t e h e t e r o c h r o m a t i c c h r o m o s o m e i s p r o b a b l y t h e 
a n c e s t r a l W c h r o m o s o m e , W i ( F i g u r e 7 t ) . I t w a s a l s o s t r o n g l y l a b e l e d w i t h t h e p a i n t i n g 
p r o b e p r e p a r e d b y m i c r o d i s s e c t i o n o f s e x c h r o m a t i n , t h u s c o n f i r m i n g t h a t s e x c h r o m a t i n 
c o n s i s t s o n l y o f W i c h r o m o s o m e c o p i e s ( F i g u r e 7 r , s ) . G i v e n t h e d i f f e r e n t n u m b e r o f 
c h r o m o s o m e s b e t w e e n t h e s e x e s a n d t h e l o c a t i o n o f t e l o m e r e s , w e c o n c l u d e d t h a t t h e r e 
a r e t w o o t h e r u n d i f f e r e n t i a t e d s e x c h r o m o s o m e s , W2 a n d W3, p a i r i n g w i t h a l o n g Z 
c h r o m o s o m e ( F i g u r e 7 t ' ) - S i n c e t h e c h r o m o s o m e n u m b e r i n O. brumata i s m u c h l o w e r 
t h a n t h e a n c e s t r a l l e p i d o p t e r a n n u m b e r (2n = 6 2 ) , a n d o n l y o n e o f t h e W c h r o m o s o m e s 
i s h e t e r o c h r o m a t i n - r i c h , w e a s s u m e t h a t t h e Z c h r o m o s o m e u n d e r w e n t f u s i o n s w i t h t w o 
a u t o s o m e s , f o r m i n g t h e n e o - Z c h r o m o s o m e . T h e h o m o l o g s o f t h e f u s e d a u t o s o m e s t h e n 
b e c a m e t h e e u c h r o m a t i n - r i c h W2 a n d W3. 
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Figure 7. S e x c h r o m o s o m e m u l t i v a l e n t a n d r e d u c e d c h r o m o s o m e n u m b e r i n Operophtera bru-
mata. (a-c) P o l y p l o i d n u c l e i s t a i n e d w i t h o r c e i n s h o w i n g a s i n g l e c o n s p i c u o u s s e x c h r o m a t i n b o d y 
((a), a r r o w ) a n d o c c a s i o n a l l y t w o b o d i e s ( b , a r r o w s ) i n f e m a l e s , b u t n o s e x c h r o m a t i n i n m a l e s (c). 
(d,e) M i t o t i c c h r o m o s o m e s s t a i n e d w i t h D A P I s h o w i n g 2n = 3 0 i n f e m a l e s (d) a n d 2n = 2 8 i n m a l e s 
(e). (f-m) C G H o n f e m a l e p a c h y t e n e c h r o m o s o m e s i d e n t i f i e d a t e r m i n a l W c h r o m o s o m e s e g m e n t , 
e i t h e r f o r m i n g a h e t e r o c h r o m a t i n b o d y (f-i, a r r o w ) o r a s h o r t r e g i o n p a i r e d w i t h t h e Z c h r o m o s o m e 
((j-m), a r r o w ) , h i g h l y d i f f e r e n t i a t e d w i t h t h e f e m a l e g e n o m i c p r o b e , b u t a l s o h i g h l i g h t e d w i t h t h e 
m a l e g e n o m i c p r o b e , (n-q) N o d i f f e r e n t i a t e d r e g i o n s w e r e f o u n d a f t e r C G H o n m a l e m i t o t i c c h r o m o 
s o m e s . (r,s) F I S H w i t h t h e W j - p a i n t i n g p r o b e s h o w i n g t w o f o r m s o f t h e W j c h r o m o s o m e , c o n d e n s e d 
((r), a r r o w ) a n d s t r e t c h e d ((s), a r r o w ) . (t,f) F I S H w i t h t h e (TTAGG)„ t e l o m e r i c p r o b e r e v e a l e d a s e x 
c h r o m o s o m e q u a d r i v a l e n t c o n s i s t i n g o f a f u l l y d i f f e r e n t i a t e d W j c h r o m o s o m e ((t), a r r o w ) a n d t w o 



Cells 2 0 2 1 , 1 0 , 2 2 3 0 1 4 o f 2 1 

u n d i f f e r e n t i a t e d s e x c h r o m o s o m e s , W 2 a n d W 3 , s e p a r a t e d b y t e l o m e r i c s i g n a l s ((t), a s t e r i s k s ) , a s 
s h o w n i n t h e s c h e m e (t')- P a n e l s ( f , j , n )—m e r g e d p i c t u r e s o f b o t h g e n o m i c p r o b e s ; (g,k,o)—female 
g e n o m i c p r o b e ( g r e e n ) ; ( h , l , p ) — m a l e g e n o m i c p r o b e ( r e d ) ; ( i ,m,q)—DAPI s t a i n i n g ( l i g h t b l u e ) ; (r,s)— 
m e r g e d p i c t u r e o f W i - p a i n t i n g p r o b e ( r e d ) a n d D A P I ; ( t ) — m e r g e d p i c t u r e o f (TTAGG)„ t e l o m e r i c 
p r o b e ( r e d ) a n d D A P I . B a r = 1 0 \m\. 

3.7. Peribatodes Rhomboidaria (Ennominae) 

Peribatodes rhomboidaria w a s u s e d a s o u r s e c o n d c o n t r o l s p e c i e s d u e t o t h e t y p i c a l , 
c o n s p i c u o u s s e x c h r o m a t i n b o d y f o u n d i n f e m a l e s b u t n o t i n m a l e s ( F i g u r e 8 a , b ) a n d 
a l s o d u e t o t h e a n c e s t r a l n u m b e r o f c h r o m o s o m e s i n b o t h s e x e s , In = 6 2 ( F i g u r e 8 c , d ) . 
A c c o r d i n g l y , C G H r e v e a l e d a h i g h l y d i f f e r e n t i a t e d , D A P I - p o s i t i v e W c h r o m o s o m e i n 
f e m a l e s , p r e f e r e n t i a l l y l a b e l e d w i t h t h e f e m a l e g e n o m i c p r o b e a l o n g a l m o s t t h e e n t i r e l e n g t h 
o f t h e c h r o m o s o m e , e x c e p t f o r o n e t e r m i n a l r e g i o n t h a t r e s e m b l e d t h e Z c h r o m o s o m e a n d 
a u t o s o m e s ( F i g u r e 8 e - i ) . N o d i f f e r e n t i a t e d c h r o m o s o m e w a s f o u n d i n m a l e s ( F i g u r e 8 j - m ) . 

Figure 8. W Z s e x c h r o m o s o m e s o f Peribatodes rhomboidaria w i t h W e n r i c h e d i n f e m a l e - s p e c i f i c 
s e q u e n c e s . (a,b) P o l y p l o i d n u c l e i s t a i n e d w i t h o r c e i n s h o w i n g c o n s p i c u o u s s e x c h r o m a t i n i n f e m a l e s 
(a) b u t n o t i n m a l e s (b). (c,d) M i t o t i c m e t a p h a s e c h r o m o s o m e s s t a i n e d w i t h D A P I s h o w i n g 2 w = 6 2 
i n b o t h f e m a l e s (c) a n d m a l e s (d). (e-i) C G H o n f e m a l e p a c h y t e n e c h r o m o s o m e s i d e n t i f i e d a W Z 
b i v a l e n t w i t h a w e l l - d i f f e r e n t i a t e d , D A P I - p o s i t i v e W c h r o m o s o m e , s t r o n g l y l a b e l e d b y t h e f e m a l e 
g e n o m i c p r o b e e x c e p t f o r t h e t e r m i n a l r e g i o n (e, a r r o w ; i a n d s c h e m e ) , (j-m) C G H o n m a l e p a c h y t e n e 
c h r o m o s o m e s w i t h o u t a n y d i f f e r e n t i a t e d r e g i o n . P a n e l s ( e , i , j )—m e r g e d p i c t u r e s o f b o t h g e n o m i c 
p r o b e s ; ( f ,k)— female g e n o m i c p r o b e ( g r e e n ) ; (g,l)—male g e n o m i c p r o b e ( r e d ) ; ( h , m ) — D A P I s t a i n i n g 
( l i g h t b l u e ) . B a r = 1 0 ^ m . 

3.8. Pseudopanthera Macularia (Ennominae) 

I n t r a s p e c i f i c v a r i a b i l i t y w a s o b s e r v e d i n P. macularia. I n t h e f i r s t b r o o d , s e x c h r o m a t i n 
w a s a b s e n t i n f e m a l e p r o g e n y ( F i g u r e 9 a ) , a n d C G H d i d n o t r e v e a l a n y d i f f e r e n t i a t e d 
c h r o m o s o m e ( F i g u r e 9 f - i ) . S u c h f i n d i n g s w o u l d i n d i c a t e t h e a b s e n c e o f a W c h r o m o s o m e ; 
h o w e v e r , s i n c e t h e c h r o m o s o m e n u m b e r w a s t h e s a m e In = 6 2 i n b o t h s e x e s ( F i g u r e 9 d , e ) 
a n d n o Z u n i v a l e n t w a s f o u n d i n f e m a l e s , w e a s s u m e a W Z s e x c h r o m o s o m e s y s t e m w i t h a n 
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u n d i f f e r e n t i a t e d W c h r o m o s o m e . I n t h e o t h e r t w o e x a m i n e d b r o o d s , w e f o u n d a r e l a t i v e l y 
s m a l l s e x c h r o m a t i n b o d y i n f e m a l e s ( F i g u r e 9 b ) , a n d C G H i d e n t i f i e d a W Z b i v a l e n t w i t h a 
W c h r o m o s o m e p r e f e r e n t i a l l y l a b e l e d w i t h t h e f e m a l e g e n o m i c p r o b e ( F i g u r e 9 j - m ) . W e 
d i d n o t d e t e c t a n y s e x c h r o m a t i n ( F i g u r e 9 c ) o r a n y d i f f e r e n t i a t e d c h r o m o s o m e b y C G H i n 
a l l e x a m i n e d m a l e s ( F i g u r e 9 n - q ) . 
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e 

h i 

9 
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Figure 9. W Z s e x c h r o m o s o m e s w i t h v a r i a b l e W i n Pseudopanthera macularia. (a-c) O r c e i n - s t a i n e d 
p o l y p l o i d n u c l e i s h o w i n g t h e a b s e n c e o f s e x c h r o m a t i n i n f e m a l e s f r o m t h e f i r s t b r o o d (a), a s m a l l s e x 
c h r o m a t i n b o d y i n f e m a l e s f r o m a n o t h e r b r o o d ( b ) , a n d n o s e x c h r o m a t i n i n m a l e s (c). (d,e) M i t o t i c 
m e t a p h a s e c h r o m o s o m e s s t a i n e d w i t h D A P I s h o w i n g 2n = 6 2 i n b o t h f e m a l e s (d) a n d m a l e s (e). 
(f-m) C G H o n f e m a l e p a c h y t e n e c h r o m o s o m e s f a i l e d t o i d e n t i f y t h e W Z b i v a l e n t , s u g g e s t i n g t h e 
p r e s e n c e o f a n u n d i f f e r e n t i a t e d W c h r o m o s o m e i n t h e f i r s t b r o o d (f-i), w h e r e a s , i n t w o o t h e r b r o o d s , 
t h e W c h r o m o s o m e w a s s t r o n g l y l a b e l e d w i t h t h e f e m a l e g e n o m i c p r o b e ((j-m), a r r o w ) ; n o t e n u 
c l e o l u s ( N ) . (n -q) C G H o n m a l e p a c h y t e n e c h r o m o s o m e s w i t h o u t a n y d i f f e r e n t i a t e d c h r o m o s o m e . 
P a n e l s ( f , j ,n)—merged p i c t u r e s o f b o t h p r o b e s ; (g,k,o)—female g e n o m i c p r o b e ( g r e e n ) ; ( h , l , p ) — m a l e 
g e n o m i c p r o b e ( r e d ) ; ( i , m , q ) — D A P I s t a i n i n g ( l i g h t b l u e ) . B a r = 1 0 \m\. 

T o s u m m a r i z e , w e d e t e c t e d v a r i o u s f o r m s o f W c h r o m o s o m e s i n f e m a l e s o f a l l s p e c i e s 
s t u d i e d , e x c e p t A. punctulata, i n w h i c h a Z u n i v a l e n t w a s f o u n d . A s e x p e c t e d , w e d i d 
n o t f i n d a n y W c h r o m o s o m e s i n m a l e s . W e a l s o d e t e r m i n e d c h r o m o s o m e n u m b e r s w h e n 
p o s s i b l e . M o s t s p e c i e s s h o w e d a d i p l o i d n u m b e r o f In = 62, w h i c h c o r r e s p o n d s t o t h e 
a n c e s t r a l n u m b e r o f c h r o m o s o m e s i n L e p i d o p t e r a [ 2 0 , 2 5 ] . H o w e v e r , i n A. punctulata, 
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E . alternata, a n d O. brumata, t h e r e w e r e d i f f e r e n c e s b e t w e e n s e x e s , i n d i c a t i n g e i t h e r t h e 
W c h r o m o s o m e a b s e n c e o r t h e e x i s t e n c e o f m u l t i p l e s e x c h r o m o s o m e s . M o r e o v e r , t h e 
c h r o m o s o m e n u m b e r i n O. brumata w a s s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d . T h e r e s u l t s o b t a i n e d a r e 
s u m m a r i z e d i n T a b l e 1 . 

T a b l e 1. O v e r v i e w o f r e s u l t s . 

Species 2n 9/cf S C 9 W Composition + Features Sex Chromatin 

A. punctulata 6 1 / 6 2 z o a b s e n t ( Z u n i v a l e n t r e c o r d e d ) a b s e n t 

C. clathrata 
n . d . w z f e m a l e e n r i c h e d / c o m m o n r e p e t i t i v e ( s l i g h t l y D A P I + ) n o r m a l 

C. clathrata 
n . d . W Z ! Z 2 

n e o - W w i t h 2 p a r t s : f e m a l e e n r i c h e d / c o m m o n r e p e t i t i v e 
( s l i g h t l y D A P I + ) a n d u n d i f f e r e n t i a t e d 

s c a t t e r e d 

E. alternata 6 4 / 6 2 W i W 2 W 3 Z c o m m o n r e p e a t s / f e m a l e e n r i c h e d , D A P I + b l o c k s o n W 2 , W 3 s c a t t e r e d 

H. fasciaria n . d . w z 2 p a r t s : f e m a l e e n r i c h e d ( D A P I + ) a n d u n d i f f e r e n t i a t e d 
( n u c l e o l u s - a s s o c i a t e d ) 

n o r m a l / m u l t i p l e 

H. atomaria 6 2 / 6 2 w z c o m m o n r e p e a t s , D A P I + , s m a l l s i z e n o r m a l 

0. brumata 3 0 / 2 8 W i W 2 W 3 Z 
W i f e m a l e e n r i c h e d / c o m m o n r e p e a t s , D A P I + , W 2 a n d W 3 

u n d i f f e r e n t i a t e d ; n e o - Z n o r m a l / d o u b l e 

P. rhomboidaria 6 2 / 6 2 w z f e m a l e e n r i c h e d , D A P I + n o r m a l 

P. macularia 6 2 / 6 2 
f e m a l e e n r i c h e d n o r m a l 

P. macularia 6 2 / 6 2 w z u n d i f f e r e n t i a t e d a b s e n t 

2 n 9/o", d i p l o i d c h r o m o s o m e n u m b e r i n f e m a l e s / m a l e s . S C 9, s e x c h r o m o s o m e c o n s t i t u t i o n i n f e m a l e s . W c o m p o s i t i o n , p r e v a l e n c e o f c e r t a i n 
t y p e s o f s e q u e n c e s d e t e r m i n e d b y C G H ( f e m a l e e n r i c h e d v e r s u s c o m m o n r e p e t i t i v e s e q u e n c e s ) . D A P I + , D A P I - p o s i t i v e h e t e r o c h r o m a t i n . 
n . d . , n o t d e t e r m i n e d . 

4 . Discussion 
I n t h i s w o r k , w e p e r f o r m e d a n e x t e n s i v e s e x c h r o m a t i n s u r v e y i n 5 0 s p e c i e s o f t h e 

f a m i l y G e o m e t r i d a e . W h i l e f e m a l e s o f m o s t s p e c i e s d i s p l a y e d a s i n g l e , n o r m a l - l o o k i n g s e x 
c h r o m a t i n b o d y , v a r i o u s e x c e p t i o n s w e r e f o u n d , i n c l u d i n g m i n i a t u r e o r s c a t t e r e d b o d i e s , 
m u l t i p l e b o d i e s , o r t h e c o m p l e t e a b s e n c e o f s e x c h r o m a t i n . S u b s e q u e n t c y t o g e n e t i c a n a l y s i s 
o f e i g h t s e l e c t e d s p e c i e s , r e p r e s e n t i n g d i f f e r e n t t y p e s o f s e x c h r o m a t i n , r e v e a l e d a w i d e s p e c 
t r u m o f W c h r o m o s o m e v a r i a n t s ( i n c l u d i n g i t s a b s e n c e ) , r a n g i n g f r o m n o n - d i f f e r e n t i a t e d 
t o f u l l y d e g e n e r a t e W c h r o m o s o m e s , d i f f e r i n g i n n u m b e r , s i z e , a n d m o l e c u l a r c o m p o s i t i o n . 
I n a d d i t i o n , t w o c a s e s o f i n t r a s p e c i f i c W c h r o m o s o m e p o l y m o r p h i s m s w e r e r e c o r d e d . 

O u r r e s u l t s , c o m b i n e d w i t h t h e a v a i l a b l e l i t e r a t u r e , s u g g e s t a l i n k b e t w e e n t h e s e x 
c h r o m a t i n p r e s e n c e a n d a p p e a r a n c e a n d t h e c o n s t i t u t i o n o f s e x c h r o m o s o m e s , s p e c i f i c a l l y 
t h e W c h r o m o s o m e ( s ) . I n p a r t i c u l a r , t h e l a r g e c o n s p i c u o u s s e x c h r o m a t i n b o d y ( i . e . , n o r m a l 
s e x c h r o m a t i n p a t t e r n ) c o r r e l a t e s w i t h a h i g h l e v e l o f d i f f e r e n t i a t i o n a n d c o n s e q u e n t 
h e t e r o c h r o m a t i n i z a t i o n o f t h e W c h r o m o s o m e , w h i c h a l s o o f t e n m a k e s i t e a s i l y r e c o g n i z a b l e 
a f t e r D A P I s t a i n i n g , s u c h a s i n E. kuehniella [ 2 9 ] , C . pomonella [ 4 6 ] , P. rhomboidaria, a n d 
H. atomaria ( t h i s s t u d y ) . T h e c o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e h e t e r o c h r o m a t i n - r i c h W c h r o m o s o m e 
a n d t h e n o r m a l s e x c h r o m a t i n b o d y o c c u r s r e g a r d l e s s o f t h e a c t u a l W c h r o m o s o m e s i z e . 
F o r e x a m p l e , t h e l a r g e W i n P. rhomboidaria ( t h i s s t u d y ) a n d s m a l l d e g e n e r a t e d W s i n 
H. atomaria ( t h i s s t u d y ) a n d i n Bicyclus anynana [ 5 2 ] d i s p l a y s i m i l a r s e x c h r o m a t i n b o d i e s . 

H y b r i d i z a t i o n o f t h e W - p a i n t i n g p r o b e i n O. brumata f u r t h e r s u p p o r t s t h e o p i n i o n t h a t 
e s p e c i a l l y t h e h e t e r o c h r o m a t i n - r i c h W c h r o m o s o m e f o r m s a t y p i c a l s e x c h r o m a t i n b o d y . 
I n f e m a l e s o f t h i s s p e c i e s , w e f o u n d a W j W ^ W s n e o - Z s e x c h r o m o s o m e c o n s t i t u t i o n . W e 
p r e s u m e t h a t W i i s m o s t p r o b a b l y t h e a n c e s t r a l h i g h l y d e g e n e r a t e h e t e r o c h r o m a t i n - r i c h W 
c h r o m o s o m e , w h i l e W2 a n d W3 a r e o f a u t o s o m a l o r i g i n a n d c o n s i s t o f e u c h r o m a t i n . T h e 
W - p a i n t i n g p r o b e p r e p a r e d f r o m m i c r o d i s s e c t e d s e x c h r o m a t i n i n t h i s s p e c i e s h y b r i d i z e d 
e x c l u s i v e l y t o t h e d e g e n e r a t e d W i c h r o m o s o m e . T h e r e f o r e , t h e o t h e r t w o W c h r o m o s o m e s , 
w h i c h c o n s i s t o f e u c h r o m a t i n a n d r e s e m b l e a u t o s o m e s , d o n o t f o r m s e x c h r o m a t i n , i n d i c a t 
i n g t h a t i t i s t h e h e t e r o c h r o m a t i n n a t u r e , n o t t h e p r e s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e , w h i c h i s 
v i t a l f o r t h e s e x c h r o m a t i n f o r m a t i o n . 

D e v i a t i o n s f r o m t h e t y p i c a l a p p e a r a n c e o f s e x c h r o m a t i n c a n h a v e s e v e r a l c a u s e s . F o r 
i n s t a n c e , w e o b s e r v e d a v a r i a b l e o c c u r r e n c e o f m i n i a t u r e o r s m a l l s e x c h r o m a t i n b o d i e s 
i n E. alternata, a l t h o u g h s e x c h r o m o s o m e a n a l y s i s s h o w e d t h e s a m e r e s u l t s i n a l l b r o o d s 
s t u d i e d , i . e . , a W1W2W3Z s y s t e m i n f e m a l e s . A l t h o u g h D A P I s t a i n i n g f a i l e d t o c l e a r l y 
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i d e n t i f y t h e W c h r o m o s o m e s , C G H r e l i a b l y d e t e c t e d a l l t h r e e o f t h e m . T h e f a c t t h a t t h e 
a n c e s t r a l c h r o m o s o m e n u m b e r o f In = 6 2 i s p r e s e r v e d i n m a l e s o f t h i s s p e c i e s , w h i l e i t i s 
i n c r e a s e d b y 2 i n f e m a l e s (2n = 6 4 ) , s u g g e s t s t h e o r i g i n o f 3 W s b y f i s s i o n o f t h e a n c e s t r a l W 
c h r o m o s o m e . H o w e v e r , a m o r e c o m p l e x o r i g i n i n v o l v i n g f u s i o n s o f s e x c h r o m o s o m e s w i t h 
a u t o s o m e s a n d s u b s e q u e n t f i s s i o n s , a s d e m o n s t r a t e d i n Leptidea b u t t e r f l i e s [ 1 1 ] , c a n n o t b e 
r u l e d o u t w i t h o u t f u r t h e r r e s e a r c h . 

T h e s e x c h r o m a t i n s t a t u s c a n a l s o b e i n f l u e n c e d b y a n i n t r a s p e c i f i c p o l y m o r p h i s m i n 
t h e W c h r o m o s o m e c o m p o s i t i o n . I n L e p i d o p t e r a , i n t r a s p e c i f i c s e x c h r o m o s o m e p o l y m o r 
p h i s m h a s s o f a r b e e n f o u n d i n Samia cynthia s s p . a n d Orgyia thyellina [ 8 ] , Danaus chrysippus 
s s p . [ 5 3 ] , a n d C. clathrata a n d P. macularia ( t h i s s t u d y ) . I n t h e l a t t e r s p e c i e s , w e w e r e a b l e t o 
d e t e c t t h e W c h r o m o s o m e b y C G H i n f e m a l e s w i t h r e g u l a r s e x c h r o m a t i n . H o w e v e r , i n 
f e m a l e s w i t h a m i n i a t u r e o r d i s i n t e g r a t e d s e x c h r o m a t i n , w e f a i l e d t o d i f f e r e n t i a t e t h e W 
c h r o m o s o m e b y C G H a n d t h u s t o i d e n t i f y a W Z b i v a l e n t . H e n c e , t h e W Z / Z Z s e x c h r o m o 
s o m e s y s t e m w a s o n l y d e d u c e d d u e t o t h e s a m e n u m b e r o f c h r o m o s o m e s i n b o t h s e x e s , 
In = 6 2 . B e c a u s e e a c h W c h r o m o s o m e i s i n h e r i t e d i n d e p e n d e n t l y o n l y i n t h e f e m a l e l i n e a g e 
a n d w i t h o u t m e i o t i c r e c o m b i n a t i o n , w e s u g g e s t t h a t t h e d i f f e r e n t i a t e d a n d u n d i f f e r e n t i a t e d 
W c h r o m o s o m e s m a y h a v e d i v e r g e d b y t h e a c q u i s i t i o n o f d i f f e r e n t t y p e s o f s e q u e n c e s . 

V a r i a b i l i t y o f t h e W c h r o m o s o m e i n P. macularia w i t h c o n s e q u e n t v a r i a b i l i t y i n s e x 
c h r o m a t i n p r e s e n c e s h o w s t h a t i t i s t h e p a r t i c u l a r s e q u e n c e c o m p o s i t i o n o f t h e W i n r e s p e c 
t i v e s p e c i e s , p o p u l a t i o n s , o r f e m a l e s t h a t w i l l o r w i l l n o t l e a d t o t h e f o r m a t i o n o f n o r m a l 
s e x c h r o m a t i n . I m p a i r e d h e t e r o c h r o m a t i n i z a t i o n m i g h t h a v e v a r i o u s c a u s e s , i n c l u d i n g t h e 
l a c k o f " b o o s t e r " s e q u e n c e s ( e . g . , L I N E e l e m e n t s ) p r o m o t i n g t h e s p r e a d o f a s i l e n c i n g f a c 
t o r [ 5 4 ] . C o n s i d e r i n g t h e h i g h s e x c h r o m o s o m e v a r i a b i l i t y w i t h i n L e p i d o p t e r a , i n d i v i d u a l 
s e x c h r o m o s o m e s m a y o r m a y n o t f o s t e r t h e s i l e n c i n g s i g n a l s s u f f i c i e n t l y . A d d i t i o n a l l y , t h e 
m e r e e x i s t e n c e o f h e t e r o c h r o m a t i n o n t h e s e x c h r o m o s o m e d o e s n o t a u t o m a t i c a l l y l e a d t o 
t h e f o r m a t i o n o f t h e s e x c h r o m a t i n b o d y . T h u s , h i g h e r - o r d e r h e t e r o c h r o m a t i n o r g a n i z a 
t i o n i s r e q u i r e d , s u c h a s c h a n g e s i n t h e p h o s p h o r y l a t i o n o f h e t e r o c h r o m a t i n p r o t e i n s , a s 
s e e n i n p r o t o z o a n Tetrahymena [ 5 5 ] . I n L e p i d o p t e r a , h o w e v e r , s u c h m o l e c u l a r m e c h a n i s m 
r e m a i n s e l u s i v e . 

S e x c h r o m o s o m e a b i l i t y t o e s t a b l i s h a n d m a i n t a i n h e t e r o c h r o m a t i n o n a n y l e v e l 
m a y b e f u r t h e r i m p a i r e d b y t r a n s l o c a t i o n o f a e u c h r o m a t i c ( e . g . , a u t o s o m a l ) s e g m e n t . I n 
C . clathrata, w e o b s e r v e d t w o d i s t i n c t f o r m s o f s e x c h r o m a t i n : ( i ) n o r m a l s e x c h r o m a t i n 
c o r r e s p o n d i n g t o t h e W Z s y s t e m a n d ( i i ) m i n i a t u r e o r s c a t t e r e d s e x c h r o m a t i n i n f e m a l e s 
w i t h t h e n e o - W Z 1 Z 2 s y s t e m . I n b o t h c a s e s , t h e a n c e s t r a l W c h r o m o s o m e o r i t s p a r t i n t h e 
n e o - W c h r o m o s o m e w a s d i f f e r e n t i a t e d u s i n g C G H o r F I S H w i t h t h e W - p a i n t i n g p r o b e . 
I n n e o - W Z i Z 2 f e m a l e s , t h e f o r m a t i o n o f n o r m a l s e x c h r o m a t i n w a s p r o b a b l y d i s r u p t e d 
b y t h e u n d i f f e r e n t i a t e d , a u t o s o m e - d e r i v e d p a r t o f t h e n e o - W c h r o m o s o m e . L o s s o f t h e 
s e x c h r o m a t i n w a s a l r e a d y o b s e r v e d i n n a t u r a l s p e c i e s w i t h a n e o - W c h r o m o s o m e , s u c h 
a s t h e c l o u d e d A p o l l o , Parnassius mnemosyne [ 9 ] , a s w e l l a s i n s t r u c t u r a l m u t a n t s o f t h e 
W c h r o m o s o m e i n E. kuehniella [ 1 8 , 2 9 ] . T h e s e a u t h o r s s u g g e s t e d t h a t t h e d i s r u p t i o n o f 
s e x c h r o m a t i n i s c a u s e d b y t h e t e n d e n c y o f t r a n s c r i p t i o n a l l y a c t i v e a u t o s o m a l c h r o m a t i n 
t o d i s p e r s e . T h e s e x c h r o m a t i n p r e s e n c e a n d a p p e a r a n c e a l s o d e p e n d o n t h e s i z e o f 
t r a n s l o c a t e d f r a g m e n t s , a s s h o w n i n t h e T ( W ; Z ) m u t a n t l i n e s o f E. kuehniella [ 1 8 ] , a n d o n 
t h e s p e c i f i c s e q u e n c e c o n t e n t . O n t h e o t h e r h a n d , t h e f o r m a t i o n o f n e o - W c h r o m o s o m e s 
d o e s n o t a l w a y s l e a d t o t h e a b s e n c e o f s e x c h r o m a t i n . F o r e x a m p l e , t h e m o n a r c h b u t t e r f l y , 
Danaus plexippus, h a s a n e o - W c h r o m o s o m e w i t h t w o c l e a r l y d i f f e r e n t i a t e d p a r t s ( o l d 
h e t e r o c h r o m a t i c a n d n e w e u c h r o m a t i c ) b u t s t i l l s h o w s a s i n g l e - s e x c h r o m a t i n b o d y i n 
f e m a l e p o l y p l o i d c e l l s [ 5 6 ] . 

T h e e u c h r o m a t i c p a r t o f t h e W c h r o m o s o m e i s p r o b a b l y a l s o r e s p o n s i b l e f o r t h e 
f o r m a t i o n o f m u l t i p l e s e x c h r o m a t i n b o d i e s o b s e r v e d i n H.fasciaria f e m a l e s ( t h i s s t u d y ) . 
H o w e v e r , u n l i k e C . clathrata, t h e s e s e x c h r o m a t i n b o d i e s w e r e c o n s p i c u o u s a n d o n l y h a d 
d i f f e r e n t s i z e s a n d s h a p e s . I n t h i s s p e c i e s , w e e n c o u n t e r e d a n i n t r i g u i n g p h e n o m e n o n . T h e 
W Z b i v a l e n t a p p e a r e d t o b e i m m e r s e d i n t o t h e n u c l e o l u s , s o t h e p r e s e n c e o f a l a r g e c l u s t e r 
o f g e n e s f o r r i b o s o m a l R N A w a s e x p e c t e d . Y e t , F I S H w i t h t h e 1 8 S r D N A p r o b e f a i l e d t o 
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l o c a l i z e s u c h a c l u s t e r d i r e c t l y o n t h e W a n d / o r Z c h r o m o s o m e s . I n s t e a d , w e d e t e c t e d 
s c a t t e r e d s i g n a l s n e a r b y t h e b i v a l e n t , p o s s i b l y i n l o o s e n c h r o m a t i n l o o p s . N e v e r t h e l e s s , w e 
s u g g e s t t h a t t h e u n u s u a l a p p e a r a n c e a n d n u m b e r o f s e x c h r o m a t i n b o d i e s m a y b e a s i d e 
e f f e c t o f t h e W c h r o m o s o m e a s s o c i a t i o n w i t h t h e n u c l e o l u s a n d i t s p o t e n t i a l l i n k t o h i g h 
t r a n s c r i p t i o n a l a c t i v i t y i n t h i s r e g i o n . M o r e o v e r , s i n c e t h e o t h e r p a r t o f t h e W i n H. fasciaria 
i s f u l l y d i f f e r e n t i a t e d a n d h e t e r o c h r o m a t i c , i t i s a l s o p o s s i b l e t h a t t h i s c h r o m o s o m e i s , i n 
f a c t , a n e o - W t h a t a r o s e b y f u s i o n b e t w e e n t h e a n c e s t r a l W a n d a n N O R - b e a r i n g a u t o s o m e . 
F u r t h e r r e s e a r c h i s n e e d e d t o v e r i f y t h i s o p t i o n . 

F i n a l l y , t h e a b s e n c e o f s e x c h r o m a t i n m a y i n s o m e c a s e s t r u l y i n d i c a t e t h e a b s e n c e o f 
t h e W c h r o m o s o m e , a s s h o w n i n A. punctulata ( t h i s s t u d y ) o r , e . g . , i n t h e c o m m o n c l o t h e s 
m o t h , Tineola bisselliella [ 1 7 ] , a n d t h r e e s p e c i e s o f b a g w o r m s ( P s y c h i d a e ) [ 2 7 ] . T h e l o s s o f 
t h e W c h r o m o s o m e i n s o m e s p e c i e s p o i n t s t o t h e d i s p e n s a b i l i t y o f t h i s c h r o m o s o m e a n d 
i n d i c a t e s t h e p r e s e n c e o f y e t u n k n o w n m o l e c u l a r m e c h a n i s m o f s e x d e t e r m i n a t i o n [ 5 7 ] , 
d i f f e r e n t f r o m t h e l e p i d o p t e r a n m o d e l s p e c i e s , B. mori, i n w h i c h t h e W c h r o m o s o m e c a r r i e s 
a s e x - d e t e r m i n i n g f a c t o r [ 5 8 ] . O n t h e c o n t r a r y , i n t h e s e x c h r o m a t i n a b s e n c e i n o n e o f 
P. macularia b r o o d s w a s p r o b a b l y c a u s e d b y t h e l o w l e v e l o f d i f f e r e n t i a t i o n o f t h e W 
c h r o m o s o m e ( s e e a b o v e ) . T h i s f i n d i n g s u g g e s t s t h a t t h e a c t u a l n u m b e r o f l e p i d o p t e r a n 
s p e c i e s l a c k i n g t h e W c h r o m o s o m e , e s t i m a t e d b y t h e s e x c h r o m a t i n a b s e n c e ( s e e t h e w o r k 
o f [ 2 4 ] ) , i s , i n f a c t , l o w e r . A s f o l l o w s f r o m t h i s s t u d y , a d e t a i l e d a n a l y s i s o f k a r y o t y p e a n d 
s e x c h r o m o s o m e s u s i n g m e t h o d s o f m o l e c u l a r c y t o g e n e t i c s i s c r u c i a l t o d e t e r m i n e t h e 
p r e s e n c e o r a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e . M o r e o v e r , m u l t i p l e f e m a l e s o f e a c h s p e c i e s , 
p r e f e r a b l y f r o m m o r e t h a n o n e p o p u l a t i o n , s h o u l d b e e x a m i n e d f o r p o s s i b l e i n t r a s p e c i f i c 
p o l y m o r p h i s m s o r a n o m a l i e s . S u c h a t h o r o u g h c y t o g e n e t i c i n v e s t i g a t i o n m a y a l s o l e a d t o 
t h e d i s c o v e r y o f d e r i v e d s e x c h r o m o s o m e s y s t e m s , t h u s c o n t r i b u t i n g t o t h e u n d e r s t a n d i n g 
o f t h e e v o l u t i o n o f s e x c h r o m o s o m e s i n L e p i d o p t e r a ( e . g . , t h e w o r k o f [ 1 2 , 5 6 , 5 9 - 6 1 ] ) . 

5 . Conclusions 

O u r r e s u l t s a n d l i t e r a t u r e d a t a s u g g e s t t h a t t h e r e a r e t w o m a i n f a c t o r s i n f l u e n c i n g 
t h e s e x c h r o m a t i n f o r m a t i o n : ( i ) t h e a c t u a l l e v e l o f d i f f e r e n t i a t i o n o r d e g e n e r a t i o n o f t h e 
W c h r o m o s o m e a n d ( i i ) t h e p r e s e n c e o f a e u c h r o m a t i n s e g m e n t o n t h e W c h r o m o s o m e 
w i t h p o t e n t i a l t r a n s c r i p t i o n a l a c t i v i t y , u s u a l l y a c q u i r e d b y s t r u c t u r a l r e a r r a n g e m e n t s w i t h 
a u t o s o m e s o r t h e Z c h r o m o s o m e . O u r w o r k r e v e a l e d t h e a s t o n i s h i n g v a r i a b i l i t y o f s e x 
c h r o m o s o m e s i n G e o m e t r i d a e s p e c i e s , e m p h a s i z e d t h e n e e d t o i n s p e c t s e x c h r o m o s o m e s 
i n m o r e p o p u l a t i o n s b e c a u s e o f p o s s i b l e i n t r a s p e c i f i c p o l y m o r p h i s m s , a n d s h o w e d t h a t 
t h e s e x c h r o m a t i n a s s a y i s a n e a s y t o o l t o p i n p o i n t s p e c i e s w i t h a t y p i c a l s e x c h r o m o s o m e s . 
T h e s e s p e c i e s c a n t h e n b e s t u d i e d a t m o r e d e t a i l e d g e n o m i c a n d t r a n s c r i p t o m i c l e v e l s t o 
u n v e i l t h e m o l e c u l a r m e c h a n i s m s o f s p e c i a t i o n , a d a p t a t i o n , s e x d e t e r m i n a t i o n , a n d s e x 
c h r o m a t i n f o r m a t i o n . 
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Subfamily Species SC* female SC* male Reference 

E n n o m i n a e Abraxas grossulariata y e s n o [ 1 3 , 3 8 ] 
E n n o m i n a e Abraxas sylvata y e s n o [ 1 3 ] 
E n n o m i n a e A e t h a l u r a p u n c t u l a t a n o n o T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Agriopis leucophaearia n o n o T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Agriopis marginaria y e s n o T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Alcis rependata y e s n . d . T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Alsophila aescularia n o n o T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Angerona prunaria y e s n o T h i s s t u d y 
L a r e n t i i n a e Aplocera plagiata y e s n . d . T h i s s t u d y 

A r c h i e a r i n a e Archiearis notha y e s n o T h i s s t u d y 

E n n o m i n a e Bistort betularia y e s n o [ 2 0 ] 
E n n o m i n a e Bupalus piniaria y e s n o [ 3 8 ] , t h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Cabera exanthemata y e s n o T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Cabera pusaria y e s n . d . T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Campaea margaritaria y e s n o T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Campaea perlata n o n o [ 3 9 ] 
L a r e n t i i n a e Camptogramma bilineata y e s n . d . T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Caripeta angustiorata y e s n o [ 3 9 ] 
E n n o m i n a e Caripeta divisata y e s n o [ 3 9 ] 
E n n o m i n a e Chiasmia c l a t h r a t a v a r i a b l e n o T h i s s t u d y 
L a r e n t i i n a e Chloroclysta siterata y e s n . d . T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Colotois pennaria y e s n . d . T h i s s t u d y 
S t e r r h i n a e Cyclophora pendularia y e s n . d . T h i s s t u d y 
S t e r r h i n a e Cyclophora punctaria y e s n o [ 3 8 ] 
E n n o m i n a e Ectropis crepuscularia y e s n o T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Ennomos erosaria y e s n o T h i s s t u d y 
L a r e n t i i n a e Entephria caesiata n o n . d . T h i s s t u d y 

L a r e n t i i n a e Epirrhoe a l t e r n a t e ! v a r i a b l e n o T h i s s t u d y 
L a r e n t i i n a e Epirrhoe tristata y e s n o [ 3 8 ] , t h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Erannis defoliaria y e s n . d . T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Erannis tiliaria y e s n o [ 3 9 ] 
L a r e n t i i n a e Eulithis populata y e s n . d . T h i s s t u d y 
L a r e n t i i n a e Eupithecia tantillaria y e s n o T h i s s t u d y 
G e o m e t r i n a e Geometra papilionaria y e s n o T h i s s t u d y 
G e o m e t r i n a e Hemithea aestivaria y e s n o T h i s s t u d y 
L a r e n t i i n a e Hydria prunivorata n o n o [ 3 9 ] 

E n n o m i n a e H y l a e a fasciaria v a r i a b l e n o T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Hypomecis a t o m a r i a y e s n o T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Hypomecis punctinalis y e s n o T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Hypomecis roboraria y e s n o T h i s s t u d y 
S t e r r h i n a e Idaea luteolaria n o n o [ 3 8 ] 
G e o m e t r i n a e Jodis putata y e s n o T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Lambdinaf. fiscellaria n o n o [ 3 9 ] 
E n n o m i n a e Macaria alternata n o n o T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Macaria liturata y e s n . d . T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Macaria notata n o n o T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Nepytia canosaria y e s n o [ 3 9 ] 



E n n o m i n a e Opistograptis luteolata n o n o [ 3 8 ] , t h i s s t u d y 
L a r e n t i i n a e Odezia atrata v a r i a b l e n o T h i s s t u d y 
L a r e n t i i n a e Operophtera bruceata y e s n o [ 3 9 ] 
L a r e n t i i n a e O p e r o p h t e r a b r u m a t a y e s n o T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Paleacrita vernata y e s n o [ 3 9 ] 
E n n o m i n a e Parectropis similaria n o n . d . T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Peribatodes r h o m b o i d a r i a y e s n o T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Phigalia titea y e s n o [ 3 9 ] 
E n n o m i n a e Plagodis alcoolaria n o n o [ 3 9 ] 
E n n o m i n a e Plagodis dolabraria y e s n . d . T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Protoboarmia porcelaria indicataria y e s n o [ 3 9 ] 
E n n o m i n a e Pseudopanthera m a c u l a r i a v a r i a b l e n o T h i s s t u d y 
S t e r r h i n a e Scopula floslactata y e s n o [ 3 8 ] 
L a r e n t i i n a e Scotopteryx chenopodiata n o n o T h i s s t u d y 
E n n o m i n a e Si on a lineata y e s n o T h i s s t u d y 
L a r e n t i i n a e Thera britannica y e s n . d . T h i s s t u d y 
L a r e n t i i n a e Thera juniperata y e s n o [ 3 9 ] 
L a r e n t i i n a e Thera variata n o n o T h i s s t u d y 
L a r e n t i i n a e Xantorhoe ferrugata y e s n . d . T h i s s t u d y 
L a r e n t i i n a e Xantorhoe fluctuata y e s n . d . T h i s s t u d y 
L a r e n t i i n a e Xantorhoe montanata v a r i a b l e n o [ 3 8 ] , t h i s s t u d y 
L a r e n t i i n a e Xantorhoe guadrifasciata y e s n . d . T h i s s t u d y 

* SC = S e x c h r o m a t i n i n p o l y p l o i d n u c l e i o f M a l p i g h i a n t u b u l e s 
yes = n o r m a l s e x c h r o m a t i n p r e s e n t 
no = s e x c h r o m a t i n a b s e n t 
variable = v a r i a b l e o c c u r e n c e / a t y p i c a l a p p e a r a n c e 
n.d. = n o t d e t e r m i n e d 



Species Sex chromatin F/M * Cytogenetics F/M ** Broods analysed *** Localities of collection **** 
Aethalura punctulata 8 / 6 5 / 6 2 České Budějovice C Z 
Chiasmia clathrata 2 8 / 1 5 1 1 / 2 4 České Budějovice + Kuří (Benešov n a d 

Černou)CZ 
Epirrhoe alternata 2 5 / 9 1 9 / 5 5 České Budějovice + Kuří (Benešov n a d 

Černou) + Vyšenské k o p c e (Český K r u m l o v ) 
C Z + K a r i l a t s i (Pôlva) E E 

Hylaea fascia ha 7 / 3 4 / 2 1 K a r i l a t s i (Pôlva) E E 
Hypomecis atomaria 1 2 / 5 7 / 6 3 České Budějovice + Vyšenské k o p c e (Český 

K r u m l o v ) C Z 
Operophtera brumata 1 1 / 3 9 / 6 4 České Budějovice C Z 
Peribatodes rhomboidaria 7 / 8 7 / 4 3 České Budějovice + Javorník (Hodonín) C Z 
Pseudopanthera macularia 5 / 4 4 / 5 3 Brněnec ( S v i t a v y ) + Sulíkov ( B l a n s k o ) + 

Chvalnov-Lísky (Kroměříž) C Z 

* T o t a l n u m b e r o f i n d i v i d u a l s ( i n c l u d i n g a d u l t s ) i n s p e c t e d f o r s e x c h r o m a t i n : f e m a l e s / m a l e s 
** T o t a l n u m b e r o f i n d i v i d u a l s i n a n a l y s e d / k a r y o t y p e d b y m o l e c u l a r c y t o g e n e t i c s ( C G H , G I S H , F I S H , D A P I s t a i n i n g ) : f e m a l e s / m a l e s 
*** N u m b e r o f b r o o d s ( i . e . o f f s p r i n g s o f a s i n g l e f e m a l e ) i n s p e c t e d b y m o l e c u l a r c y t o g e n e t i c s 
**** L o c a l i t i e s o f c o l l e c t i o n : C Z = C z e c h R e p u b l i c ; E E = E s t o n i a 



3.3. Exploring the W chromosome: accumulation of retrotransposons contributes to 
sex chromosome differentiation in the willow beauty Peribatodes r h o m b o i d a r i a 
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Abstract 

T h e e v o l u t i o n a n d m o l e c u l a r d i f f e r e n t i a t i o n o f h e t e r o m o r p h i c s e x c h r o m o s o m e s i n v o l v e s t h e 

a c c u m u l a t i o n o f d i f f e r e n t r e p e t i t i v e D N A s e q u e n c e s d u e t o r e s t r i c t e d r e c o m b i n a t i o n . T h i s a l s o a p p l i e s 
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Abstract 
T h e e v o l u t i o n a n d m o l e c u l a r d i f f e r e n t i a t i o n o f h e t e r o m o r p h i c s e x c h r o m o s o m e s i n v o l v e s t h e 
a c c u m u l a t i o n o f d i f f e r e n t r e p e t i t i v e D N A s e q u e n c e s d u e t o r e s t r i c t e d r e c o m b i n a t i o n . T h i s a l s o a p p l i e s t o 
m o t h s a n d b u t t e r f l i e s ( L e p i d o p t e r a ) , w h i c h m o s t l y h a v e t h e W Z s e x c h r o m o s o m e s y s t e m . T h e f e m a l e -
s p e c i f i c W c h r o m o s o m e i s t y p i c a l l y r i c h i n h e t e r o c h r o m a t i n , h a r b o u r s f e w o r n o g e n e s a n d c a r r i e s a l a r g e 
n u m b e r o f r e p e t i t i v e s e q u e n c e s . M o l e c u l a r c y t o g e n e t i c a p p r o a c h e s s u c h a s c o m p a r a t i v e g e n o m i c 
h y b r i d i z a t i o n ( C G H ) o r f l u o r e s c e n c e i n s i t u h y b r i d i z a t i o n ( F I S H ) h a v e s h o w n t h a t t h e W c h r o m o s o m e h a s 
e v o l v e d r a p i d l y a n d v a r i e s w i d e l y a m o n g s p e c i e s . H o w e v e r , o u r k n o w l e d g e o f t h e c o m p o s i t i o n o f t h e W 
c h r o m o s o m e i s s t i l l v e r y l i m i t e d . H e r e w e p r e s e n t t h e a n a l y s i s o f r e p e a t s o n t h e W c h r o m o s o m e i n t h e 
w i l l o w b e a u t y , P e r i b a t o d e s r h o m b o i d a r i a ( G e o m e t r i d a e ) . R e p e a t E x p l o r e r c o m p a r a t i v e a n a l y s i s o f m a l e 
a n d f e m a l e g e n o m e s i d e n t i f i e d 1 0 p u t a t i v e W c h r o m o s o m e - e n r i c h e d r e p e a t s , m o s t o f t h e m b e i n g L T R o r 
L I N E m o b i l e e l e m e n t s . W e a n a l y s e d t w o r e p e a t s w i t h t h e l a r g e s t d i f f e r e n c e b e t w e e n s e x e s : P R W L I N E - l i k e 
a n d P R W B e l - P a o . T h e r e s u l t s o f F I S H m a p p i n g a n d b i o i n f o r m a t i c a n a l y s i s c o n f i r m t h e i r W c h r o m o s o m e 
e n r i c h m e n t , t h u s s u p p o r t i n g t h e h y p o t h e s i s t h a t m o b i l e e l e m e n t s a r e t h e d r i v i n g f o r c e o f W c h r o m o s o m e 
d i f f e r e n t i a t i o n i n L e p i d o p t e r a . 

Introduction 
S e x c h r o m o s o m e s h a v e e v o l v e d i n d e p e n d e n t l y i n m u l t i p l e t a x a . In m o s t c a s e s , t h e i r e v o l u t i o n s e e m s t o 
f o l l o w s i m i l a r t r a j e c t o r i e s w i t h p r e d i c t a b l e o u t c o m e s , a l t h o u g h v a r i o u s e x c e p t i o n s a n d d e r i v a t i o n s a r e 
r e l a t i v e l y c o m m o n . N e v e r t h e l e s s , t h e c l a s s i c a l m o d e l o f s e x c h r o m o s o m e e v o l u t i o n a s s u m e s t h a t t h e s e x -
d e t e r m i n i n g f a c t o r i s a c q u i r e d b y o n e o f t h e h o m o l o g o u s c h r o m o s o m e s , r e s u l t i n g i n a n e w p a i r o f s e x 
c h r o m o s o m e s 1 . T h e n e w h e t e r o m o r p h i c c h r o m o s o m e ( u s u a l l y Y o r W , d e p e n d i n g o n t h e t y p e o f 
h e t e r o g a m e t y ) e v e n t u a l l y b e g i n s t o a t t r a c t s e x u a l l y a n t a g o n i s t i c g e n e s , a n d t h e s e e v o l u t i o n a r i l y 
a d v a n t a g e o u s m u t a t i o n s c a n b e f u r t h e r f i x e d , e .g . b y i n v e r s i o n s . H o w e v e r , s u c h p r o g r e s s i v e 
d i f f e r e n t i a t i o n s i m u l t a n e o u s l y r e s t r i c t s r e c o m b i n a t i o n i n t h i s r e g i o n . T h i s i s u s u a l l y f o l l o w e d b y g r a d u a l 
d e g e n e r a t i v e c h a n g e s s u c h a s t h e a c c u m u l a t i o n o f r e p e t i t i v e s e q u e n c e s a n d p s e u d o g e n i z a t i o n , o f t e n 
l e a d i n g t o h e t e r o c h r o m a t i n i z a t i o n a n d s u b s e q u e n t l y e v e n t o t h e d i s p e n s a b i l i t y o f t h i s p a r t i c u l a r 
c h r o m o s o m e . I f t h e s e x - d e t e r m i n i n g f a c t o r i s t r a n s l o c a t e d o r s u b s t i t u t e d , s u c h a s e x c h r o m o s o m e m a y 
e v e n t u a l l y b e l o s t f o r e v e r a n d t h e e n t i r e s e x c h r o m o s o m e l i f e c y c l e m a y b e r e s t a r t e d 2 , 3 . 

T h e p r o c e s s e s o f s e x c h r o m o s o m e e v o l u t i o n a r e b e s t s t u d i e d i n d i v e r s e g r o u p s o f o r g a n i s m s t h a t l i k e l y 
s h a r e a n a n c e s t r a l k a r y o t y p e w h i l e e x h i b i t i n g v a r i o u s a b n o r m a l i t i e s a t d i f f e r e n t e v o l u t i o n a r y s t a g e s . O n e 
o f t h e s e i s t h e i n s e c t o r d e r L e p i d o p t e r a ( m o t h s a n d b u t t e r f l i e s ) , t h e l a r g e s t g r o u p w i t h f e m a l e 
h e t e r o g a m e t y . U n t i l r e c e n t l y , h o w e v e r , v e r y l i t t l e w a s k n o w n a b o u t t h e a c t u a l m o l e c u l a r c o m p o s i t i o n o f 
t h e i r W c h r o m o s o m e s , w h i c h w e r e r e g u l a r l y e x c l u d e d f r o m N G S p r o j e c t s d u e t o t h e i r r e p e t i t i v e n a t u r e 
c a u s i n g a s s e m b l y p r o b l e m s . S o f a r , o n l y a f e w g e n e s h a v e b e e n f o u n d o n t h e W c h r o m o s o m e , s u c h a s 
t h e s e x - d e t e r m i n i n g f e m a l e f a c t o r g e n e r a t i n g Fern p i R N A 4 . I n c o n t r a s t , t h e l e p i d o p t e r a n W c h r o m o s o m e s 
a r e t y p i c a l l y f i l l e d w i t h v a r i o u s t y p e s o f u b i q u i t o u s t r a n s p o s a b l e e l e m e n t s ( T E ) 5 - 7 a n d m a y a l s o c o n t a i n 
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s a t e l l i t e D N A 8 . O c c a s i o n a l l y , s o m e o f t h e s e s e q u e n c e s a r e e n r i c h e d o n t h e W c h r o m o s o m e , s u c h a s 
p i S A T I i n Plodia interpunctellag, o r e v e n W - s p e c i f i c ( i . e . p r e s e n t o n l y o n t h e W ) , s u c h a s C p W 2 a n d C p W 5 
i n Cydiapomonella^0. 

A p a r t f r o m L e p i d o p t e r a , t h e a c c u m u l a t i o n o f t r a n s p o s a b l e e l e m e n t s a n d o t h e r r e p e t i t i v e D N A b y t h e 
h e t e r o g a m e t i c s e x c h r o m o s o m e s h a s b e e n o b s e r v e d i n p l a n t s 1 \ f u n g i 1 2 , h u m a n s 1 3 , o t h e r m a m m a l s 1 4 , 
b i r d s 1 5 , Drosophila f l i e s 1 6 , b e e t l e s 1 7 a n d m a n y o t h e r s 1 8 . S u c h e v e n t s u s u a l l y l e a d t o t h e f o r m a t i o n o f 
h e t e r o c h r o m a t i n , w h i c h m a y a t t r a c t e v e n m o r e T E s , a s s o m e o f t h e m p r e f e r e n t i a l l y i n s e r t i n t o s i l e n c e d 
r e g i o n s 1 9 . T h i s c o u l d b e t h e r e s u l t o f o p p o s i n g s e l e c t i o n f o r c e s b a l a n c i n g t h e d e l e t e r i o u s e f f e c t s o f 
i n t e g r a t i o n o n t h e h o s t c e l l o n t h e o n e h a n d , a n d t h e p r o p a g a t i o n o f t h e s p e c i f i c t r a n s p o s a b l e e l e m e n t i n 
t h e g e n o m e o n t h e o t h e r . S o m e d e g r e e o f p r e f e r e n c e f o r i n t e g r a t i o n s i t e s c a n b e o b s e r v e d i n a l m o s t a l l T E 
t y p e s 2 0 . T h e i r p o p u l a t i o n d y n a m i c s w i t h i n t h e g e n o m e a r e d e s c r i b e d b y t h e d e l e t e r i o u s i n s e r t i o n m o d e l , 
w h i c h a s s u m e s t h a t t r a n s p o s o n s a r e e l i m i n a t e d f r o m g e n e - r i c h r e g i o n s b y s e l e c t i o n p r e s s u r e , o r b y t h e 
e c t o p i c r e c o m b i n a t i o n m o d e l , w h i c h a s s u m e s a h i g h e r a b u n d a n c e o f t r a n s p o s o n s i n r e g i o n s w i t h l o w 
r e c o m b i n a t i o n r a t e s w h e r e t h e y c a n n o t b e r e m o v e d b y e c t o p i c r e c o m b i n a t i o n 2 1 . T h e s e m o d e l s o f f e r a n 
e x p l a n a t i o n f o r t h e a c c u m u l a t i o n o f t r a n s p o s a b l e e l e m e n t s o n h e t e r o g a m e t i c s e x c h r o m o s o m e s ( i . e . Y 
a n d W ) . 

H e n c e , t r a n s p o s a b l e e l e m e n t s m a y p l a y a n i m p o r t a n t r o l e i n t h e e v o l u t i o n a n d d i f f e r e n t i a t i o n o f s e x 
c h r o m o s o m e s . In f a c t , i t h a s a l r e a d y b e e n s h o w n t h a t T E s c a n i n f l u e n c e w h o l e g e n o m e s , b o t h i n 
d e s t r u c t i v e a n d c o n s t r u c t i v e w a y s . D e s t r u c t i v e f o r c e s p r i m a r i l y i n c l u d e i n s e r t i o n s i n t o g e n e s o r t h e i r 
p r o m o t e r s t h a t i m p e d e t h e i r f u n c t i o n , w h i c h m a y e v e n t u a l l y l e a d t o l o w e r f i t n e s s o r t h e d e v e l o p m e n t o f 
v a r i o u s d i s e a s e s 2 2 . O n t h e o t h e r h a n d , s o m e o f o u r v i t a l p r o t e i n s o r i g i n a t e d v i a d o m e s t i c a t i o n o f a n c i e n t 
t r a n s p o s a b l e e l e m e n t s , s u c h a s R A G p r o t e i n s t h a t c a r r y o u t r e c o m b i n a t i o n i n i m m u n o g l o b u l i n g e n e s 2 3 , o r 
t e l o m e r a s e w h i c h m a i n t a i n s c h r o m o s o m e e n d s 2 4 . In a d d i t i o n , t h e y m a y c o n t r i b u t e t o g e n o m e s i z e 
e x p a n s i o n o r s p e c i a t i o n , a s e .g . L I N E - 1 r e t r o t r a n s p o s o n s m a y r e d u c e g e n e e x p r e s s i o n , p r o v i d e n e w e x o n s 
f o r p r o t e i n - c o d i n g g e n e s 2 5 , o r s e r v e a s " b o o s t e r s t a t i o n s " f o r t h e s p r e a d o f s i l e n c i n g X i s t R N A d u r i n g X 
c h r o m o s o m e i n a c t i v a t i o n i n m a m m a l s 2 6 . T o s u m u p , t r a n s p o s a b l e e l e m e n t s c a n s h a p e g e n o m e s i n 
v a r i o u s w a y s a n d i n f l u e n c e s e x c h r o m o s o m e d i f f e r e n t i a t i o n , p o t e n t i a l l y l e a d i n g t o s p e c i a t i o n o r s e x u a l 
d i m o r p h i s m 2 7 . 

P r e v i o u s c y t o g e n e t i c s t u d i e s i n L e p i d o p t e r a h a v e s h o w n s t r i k i n g d i f f e r e n c e s b e t w e e n W c h r o m o s o m e 
c o m p o s i t i o n a n d s i z e e v e n b e t w e e n c l o s e l y r e l a t e d s p e c i e s , s u g g e s t i n g r a p i d e v o l u t i o n 2 8 - 3 0 . O n e o f t h e 
m o s t i n f o r m a t i v e c y t o g e n e t i c t o o l s i s c o m p a r a t i v e g e n o m i c h y b r i d i z a t i o n ( C G H ) , w h i c h e n a b l e s t o 
e s t i m a t e t h e d i f f e r e n t i a t i o n l e v e l a n d t h e r a t i o o f c o m m o n t o f e m a l e - e n r i c h e d s e q u e n c e s o n t h e W 
c h r o m o s o m e . In o u r r e c e n t s t u d y 2 8 , C G H r e v e a l e d a h i g h d e g r e e o f s e x c h r o m o s o m e d i f f e r e n t i a t i o n i n 
m a n y s p e c i e s o f G e o m e t r i d a e ( L e p i d o p t e r a ) , i n c l u d i n g t h e w i l l o w b e a u t y (Peribatodes rhomboidaria). 
T h i s s p e c i e s h a s a s t a n d a r d l e p i d o p t e r a n k a r y o t y p e ( n = 3 1 , W Z / Z Z ) , a n d i t s n o r m a l - s i z e d W 
c h r o m o s o m e i s s t r o n g l y D A P I p o s i t i v e a n d c o n t a i n s a l a r g e a m o u n t o f h e t e r o c h r o m a t i n . F u r t h e r m o r e , i t 
s h o w s a r e m a r k a b l e h y b r i d i z a t i o n p a t t e r n a f t e r C G H , a s i t i s s t r o n g l y m a r k e d b y t h e f e m a l e g e n o m i c 
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p r o b e ( F i g . S 1 ) , s u g g e s t i n g t h e p r e s e n c e o f f e m a l e - e n r i c h e d a n d / o r f e m a l e - s p e c i f i c s e q u e n c e s . In o r d e r t o 
c l a s s i f y t h e m , w e p e r f o r m e d l o w c o v e r a g e N G S s e q u e n c i n g o f t h r e e i n d i v i d u a l s o f e a c h s e x a n d 
c o m p a r e d t h e i r r e p e a t c o n t e n t u s i n g t h e R e p e a t E x p l o r e r p i p e l i n e " . T h e r e s u l t s d e s c r i b e t h e r e p e a t o m e o f 
P. rhomboidaria i n g e n e r a l a n d r e v e a l t w o W - e n r i c h e d s e q u e n c e s , c o n t r i b u t i n g t o o u r k n o w l e d g e o f W 
c h r o m o s o m e e v o l u t i o n i n L e p i d o p t e r a . F i n a l l y , t h i s s t u d y v a l i d a t e s a n o v e l a p p r o a c h f o r a n a l y s i n g 
d i f f e r e n c e s i n r e p e a t c o n t e n t t h a t c a n b e a p p l i e d t o o t h e r s p e c i e s . 

Materials And Methods 

Insects 
A d u l t s p e c i m e n s o f P. rhomboidaria were c o l l e c t e d i n t h e f i e l d f r o m J u n e t o S e p t e m b e r 2 0 1 9 - 2 0 2 0 i n t h e 
v i c i n i t y o f České Budějovice, C z e c h R e p u b l i c , u s i n g l i g h t t r a p s a n d e n t o m o l o g i c a l n e t s . F e m a l e s w e r e k e p t 
i n p l a s t i c c o n t a i n e r s w i t h h o s t p l a n t s ( m o s t l y l e a v e s o f Achillea millefolium) u n t i l t h e y l a i d e g g s . A f t e r 
h a t c h i n g , t h e l a r v a e w e r e r e a r e d t o t h e p e n u l t i m a t e i n s t a r s t a g e , d i s s e c t e d f o r c h r o m o s o m e p r e p a r a t i o n s 
a n d t h e r e m a i n i n g t i s s u e s w e r e f r o z e n i n l i q u i d n i t r o g e n a n d s t o r e d a t - 20°C. 

Chromosome preparations 
M e i o t i c c h r o m o s o m e s w e r e o b t a i n e d f r o m g o n a d s o f p e n u l t i m a t e i n s t a r l a r v a e a n d s p r e a d c h r o m o s o m e 
p r e p a r a t i o n s w e r e m a d e a s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d 3 2 , d e h y d r a t e d i n a n e t h a n o l s e r i e s ( 7 0 % , 8 0 % a n d 1 0 0 % , 
3 0 s e a c h ) , a i r - d r i e d a n d s t o r e d a t - 20°C u n t i l f u r t h e r u s e . 

DNA isolation and sequencing 
G e n o m i c D N A ( g D N A ) w a s e x t r a c t e d f r o m o n e h a l f o f t h e l a r v a u s i n g C T A B 
( h e x a d e c y l t r i m e t h y l a m m o n i u m b r o m i d e ; S i g m a - A l d r i c h , S t . L o u i s , M O , U S A ) a c c o r d i n g t o t h e p u b l i s h e d 
p r o t o c o l 3 3 w i t h m o d i f i c a t i o n s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d 2 8 . T h e c o n c e n t r a t i o n o f i s o l a t e d D N A w a s m e a s u r e d 
u s i n g Q u b i t 3 . 0 f l u o r o m e t e r ( I n v i t r o g e n , C a r l s b a d , CA, U S A ) , a n d i t s q u a l i t y w a s a s s e s s e d b y t h e 
a b s o r b a n c e r a t i o a t 2 6 0 / 2 8 0 n m u s i n g a N a n o d r o p 2 0 0 0 s p e c t r o p h o t o m e t e r ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c , 
W a l t h a m , M A , U S A ) . F o r e a c h o f t h e t h r e e b r o o d s s t u d i e d ( i . e . o f f s p r i n g o f t h e s a m e m o t h e r ) , w e s e l e c t e d 
a s a m p l e o f o p t i m a l q u a l i t y f r o m o n e m a l e a n d o n e f e m a l e ( 6 s a m p l e s i n t o t a l ) . P a i r e d - e n d s e q u e n c i n g 
o f 1 5 0 b p l o n g r e a d s f r o m a l i b r a r y w i t h 4 5 0 b p i n s e r t s w a s p e r f o r m e d b y N o v o g e n e ( H K ) C o . , L t d . ( H o n g 
K o n g , C h i n a ) u s i n g t h e l l l u m i n a H i S e q 4 0 0 0 p l a t f o r m . 

NGS data processing and repeatome analysis 
T h e o b t a i n e d l l l u m i n a r a w r e a d s w e r e f i r s t p r o c e s s e d b y T r i m m o m a t i c v e r s i o n 0 . 3 2 3 4 , t h e l l l u m i n a 
s e q u e n c i n g a d a p t e r s w e r e t r i m m e d a n d f i n a l l y a l l r e a d s w e r e c r o p p e d t o a f i n a l l e n g t h o f 1 4 0 b p . T h e 
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q u a l i t y o f t h e r e a d s b e f o r e a n d a f t e r p r o c e s s i n g w a s c h e c k e d u s i n g F a s t Q C v e r s i o n 0 . 1 0 . 1 3 5 . T h e 
r e m a i n i n g p a i r e d s e q u e n c e s w e r e c o n v e r t e d t o F A S T A f o r m a t u s i n g F a s t Q t o F a s t a s o f t w a r e f r o m t h e 
F A S T X - T o o l k i t v e r s i o n 0 . 0 . 1 4 ( h t t p : / / h a n n o n l a b . c s h l . e d u / f a s t x _ t o o l k i t ) . T h e f o l l o w i n g p r o c e d u r e s w e r e 
p e r f o r m e d u s i n g t h e R e p e a t E x p l o r e r 2 U t i l i t i e s K i t v e r s i o n 0 . 3 . 8 - 4 5 1 ( h t t p s : / / r e p e a t e x p l o r e r - e l i x i r . c e n t - 
s c . c z ) . S e q u e n c e s w e r e i n t e r l a c e d a n d a r a n d o m s a m p l e o f 1 0 0 0 0 0 r e a d s w a s g e n e r a t e d f o r e a c h 
i n d i v i d u a l ( c o r r e s p o n d i n g t o a p p r o x i m a t e l y 0 . 0 2 x g e n o m e c o v e r a g e ) a n d t a g g e d w i t h a s p e c i f i c r e a d 
n a m e p r e f i x . A l t e r n a t i v e l y , r e a d s a m p l i n g w a s d o n e u s i n g t h e s e q t k t o o l ( h t t p s : / / g i t h u b . c o m / l h 3 / s e q t k ) . 
S a m p l e s w e r e c o n c a t e n a t e d i n t o a s i n g l e f a s t a f i l e , w h i c h w a s p r o c e s s e d b y R e p e a t E x p l o r e r 3 1 u s i n g t h e 
d e f a u l t p a r a m e t e r s f o r c o m p a r a t i v e a n a l y s i s . T o i d e n t i f y W - e n r i c h e d r e p e a t s , t h e n u m b e r o f r e a d s i n 
i n d i v i d u a l c l u s t e r s w a s c o m p a r e d b e t w e e n m a l e s a n d f e m a l e s u s i n g R v e r s i o n 4 . 0 . 3 i n R S t u d i o v e r s i o n 
1 . 4 . 1 1 0 3 ( h t t p s : / / w w w . r s t u d i o . c o m ) . O n l y c l u s t e r s t h a t c o n s i s t e d o f a t l e a s t 0 . 0 1 % o f t h e a n a l y s e d r e a d s 
a n d s h o w e d s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s (P< 0 . 0 5 , t w o s a m p l e ř-test w i t h u n e q u a l v a r i a n c e ) w e r e 
c o n s i d e r e d . T h e a n n o t a t i o n o f t h e r e p e a t s w a s b a s e d o n t h e a u t o m a t i c a n n o t a t i o n o f R e p e a t E x p l o r e r 
u s i n g M e t a z o a v 3 d a t a b a s e . A n n o t a t i o n o f s e l e c t e d r e p e a t s w a s f u r t h e r c o n f i r m e d b y p r o t e i n - b a s e d 
r e p e a t m a s k i n g i n R e p e a t M a s k e r 4 . 1 . 2 3 6 ( h t t p s : / / w w w . r e p e a t m a s k e r . o r g ) . 

PCR and cloning 
B a s e d o n t h e R e p e a t E x p l o r e r r e s u l t s , w e d e s i g n e d p r i m e r s ( T a b l e S 1 ) f o r a s e l e c t e d c o n t i g f r o m c l u s t e r 3 2 
a n d t h e a s s e m b l y o f t h r e e c o n t i g s c o v e r i n g m o s t o f t h e c l u s t e r 7 9 u s i n g G e n e i o u s P r i m e v e r s i o n 
2 0 2 1 . 1 . 1 . ( h t t p s : / / w w w . g e n e i o u s . c o m ) . T h e s e p r i m e r s w e r e u s e d i n a s t a n d a r d 2 5 u l P C R m i x c o n t a i n i n g 
1 x E x T a g b u f f e r ( T a K a R a , O t s u , J a p a n ) , 2 U D N A E x T a g P o l y m e r a s e ( T a K a R a ) , 2 0 0 u M o f e a c h n u c l e o t i d e , 
1 u M o f e a c h p r i m e r a n d 5 0 n g o f g D N A w i t h t h e f o l l o w i n g p r o f i l e : i n i t i a l d e n a t u r a t i o n a t 94°C f o r 3 m i n , 
f o l l o w e d b y 3 0 c y c l e s o f 94°C f o r 3 0 s, 56°C f o r 3 0 s a n d 72°C f o r 1 m i n 3 0 s; f i n a l e x t e n s i o n w a s a t 72°C 
f o r 3 m i n . T h e r e s u l t s w e r e c h e c k e d o n a s t a n d a r d 1 . 5 % a g a r o s e g e l i n 1 x T A E b u f f e r . G e l s w e r e s t a i n e d 
w i t h e t h i d i u m b r o m i d e f o r 2 0 m i n a n d p h o t o g r a p h e d u n d e r U V l i g h t . T o a v o i d c l o n i n g p r o b l e m s d u e t o t h e 
s i z e o f t h e P R W B e l - P a o s e q u e n c e , w e g e n e r a t e d t w o s h o r t e r o v e r l a p p i n g P C R p r o d u c t s ( u s i n g p r i m e r 
p a i r s P R W _ F 1 + P R W _ R 1 a n d P R W _ F 2 + P R W _ R 2 ; T a b l e S 1 ) . A l l p r o d u c t s w e r e p u r i f i e d u s i n g E x o S A P - I T 
( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ) a n d c l o n e d i n t o a v e c t o r u s i n g p G E M - T E a s y V e c t o r S y s t e m ( P r o m e g a , 
M a d i s o n , W l , U S A ) a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r ' s i n s t r u c t i o n s . P l a s m i d D N A w a s i s o l a t e d u s i n g t h e 
N u c l e o S p i n P l a s m i d k i t ( M a c h e r e y - N a g e l , D u r e n , G e r m a n y ) a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r ' s p r o t o c o l . T h e 
i d e n t i t y o f t h e f r a g m e n t w a s v e r i f i e d b y S a n g e r s e q u e n c i n g i n S E Q m e (Dobříš, C z e c h R e p u b l i c ) w i t h 
u n i v e r s a l M 1 3 p r i m e r s . 

Coverage analysis 
T o o b t a i n m o r e i n f o r m a t i o n a b o u t t h e r e p r e s e n t a t i o n o f s e l e c t e d f r a g m e n t s i n t h e g e n o m e s o f b o t h s e x e s , 
w e m a p p e d t h e t r i m m e d , f i l t e r e d a n d p a i r e d r e a d s ( s e e a b o v e ) t o t h e c l o n e d c o n s e n s u s s e q u e n c e s i n 
G e n e i o u s P r i m e v e r s i o n 2 0 2 1 . 1 . 1 . u s i n g t h e b u i l t - i n a l g o r i t h m . M a p p i n g w a s d o n e s e p a r a t e l y f o r m a l e 
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a n d f e m a l e r e a d s ( t h r e e c o m b i n e d s a m p l e s f r o m e a c h s e x ) u s i n g t h e 9 5 % i d e n t i t y t h r e s h o l d , a n d t h e 
m a p p e d r e a d s w e r e m a n u a l l y s o r t e d t o e n s u r e a c c u r a t e r e s u l t s . W e a l s o e s t i m a t e d c o p y n u m b e r b a s e d 
o n t o t a l c o v e r a g e . 

Probe labelling and fluorescence in situ hybridization (FISH) 
P R W L I N E - l i k e m a p p i n g w a s d o n e i n J a e n , S p a i n . 1 u g o f P R W L I N E - l i k e D N A w a s l a b e l l e d b y n i c k 
t r a n s l a t i o n u s i n g t h e b i o t i n - N T - m i x ( R o c h e , B a s e l , S w i t z e r l a n d ) . T h e p r o b e w a s t h e n p r e c i p i t a t e d a l o n g 
w i t h 5 0 u g y e a s t R N A a n d 5 0 u g s a l m o n s p e r m D N A a n d r e d i s s o l v e d i n 5 0 % f o r m a m i d e i n 2 x S S C . 
F l u o r e s c e n c e in situ h y b r i d i z a t i o n ( F I S H ) w a s p e r f o r m e d a c c o r d i n g t o t h e p u b l i s h e d p r o t o c o l 3 7 w i t h l i s t e d 
m o d i f i c a t i o n s 3 8 . 

P R W B e l - P a o m a p p i n g w a s d o n e i n České Budějovice, C z e c h R e p u b l i c . B o t h f r a g m e n t s (I a n d I I , w h i c h d o 
n o t c o n t a i n t h e d e l e t e d r e g i o n - s e e b e l o w ) w e r e l a b e l l e d b y P C R c o n t a i n i n g 0 . 0 4 m M e a c h o f d A T R d C T P 
a n d d G T P ; 0 . 0 1 4 m M d T T R 0 . 0 2 5 m M b i o t i n - 1 6 - d U T P ( J e n a B i o s c i e n c e , J e n a , G e r m a n y ) , 1 x E x Taq b u f f e r 
( T a K a R a ) , 1 - 1 0 n g p l a s m i d D N A , 1 u M o f e a c h p r i m e r a n d 2 U D N A E x T a g P o l y m e r a s e ( T a K a R a ) u n d e r 
t h e s a m e c o n d i t i o n s a s d e s c r i b e d a b o v e . F I S H w a s p e r f o r m e d a c c o r d i n g t o t h e p u b l i s h e d p r o t o c o l 3 9 , w i t h 
s i g n a l a m p l i f i c a t i o n u s i n g C y 3 - c o n j u g a t e d s t r e p t a v i d i n ( J a c k s o n I m m u n o R e s . L a b s . I n c , W e s t G r o v e , PA, 
U S A ) a t a d i l u t i o n o f 1 : 1 0 0 0 w i t h w a s h i n g b l o c k i n g b u f f e r . 

Results 

Characterization of repeats in the genome of P. 
rhomboidaria 
T o t a l g e n o m e c o v e r a g e a f t e r r e a d p r o c e s s i n g w a s 2 . 3 8 x f o r f e m a l e s a n d 2 . 2 4 x f o r m a l e s , c o r r e s p o n d i n g 
t o a p p r o x i m a t e l y 0 . 7 7 x c o v e r a g e d e p t h / p e r s a m p l e , b a s e d o n a r o u g h e s t i m a t e o f g e n o m e s i z e 1 C ~ 
0 . 6 4 6 p g p e r f o r m e d b y f l o w c y t o m e t r y i n t h e l a b o r a t o r y o f P e t r Koutecký a c c o r d i n g t o t h e p u b l i s h e d 
p r o t o c o l 3 2 . 

T h e R e p e a t E x p l o r e r a n a l y s i s c l u s t e r e d a b o u t 4 4 % o f i n p u t r e a d s , i n d i c a t i n g t h e r e l a t i v e r e p r e s e n t a t i o n o f 
r e p e a t s i n t h e g e n o m e . 

O f a l l t h e i d e n t i f i e d c l u s t e r s , 2 2 0 ( r e p r e s e n t i n g ~ 2 4 % o f t h e i n p u t r e a d s ) w e r e s u b j e c t e d t o a u t o m a t i c 
a n n o t a t i o n a n d f u r t h e r a n a l y s i s , a s e a c h o f t h e s e c l u s t e r s r e p r e s e n t e d a t l e a s t 0 . 0 1 % o f t h e e x a m i n e d 
r e a d s . H o w e v e r , t h e a u t o m a t i c a n n o t a t i o n w a s n o t a b l e t o c l a s s i f y m o s t o f t h e t o p 2 2 0 c l u s t e r s a n d 
c l u s t e r s c o r r e s p o n d i n g t o 8 7 % o f t h e i n p u t r e a d s r e m a i n e d u n k n o w n . A m o n g t h e a n n o t a t e d c l u s t e r s , 
a b o u t 0 . 9 1 % o f t h e i n p u t r e a d s w e r e s a t e l l i t e s . A s f o r t h e c l a s s i f i e d m o b i l e e l e m e n t s , t h e p r e v a i l i n g g r o u p s 
w e r e l o n g i n t e r s p e r s e d n u c l e a r e l e m e n t s ( L I N E ) w i t h 1 . 3 3 % o f t h e r e a d s a n d l o n g t e r m i n a l r e p e a t s ( L T R ) 
w i t h 0 . 6 5 % o f t h e r e a d s . 
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Characterization of selected sequences 
O u t o f t h e t o p 2 2 0 c l u s t e r s , 1 2 c l u s t e r s w e r e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t l y f e m a l e e n r i c h e d a n d 3 c l u s t e r s w e r e 
m a l e e n r i c h e d ( F i g . S 2 ) . S i n c e t h e m a x i m u m m a l e e n r i c h m e n t w a s 1 . 3 7 x , a n y f e m a l e - e n r i c h e d c l u s t e r 
w h e r e t h e f e m a l e - t o - m a l e r a t i o w a s b e l o w t h i s v a l u e w a s c o n s i d e r e d a f a l s e p o s i t i v e . In t h e e n d , w e 
o b t a i n e d 1 0 c l u s t e r s r e p r e s e n t i n g p u t a t i v e W r e p e a t s ( F i g . S 2 ) . T h e a v e r a g e f e m a l e e n r i c h m e n t i n t h e s e 
c l u s t e r s w a s 6 . 4 8 x a n d t h e m a x i m u m e n r i c h m e n t w a s 1 9 7 . 2 1 x . M o s t o f t h e p u t a t i v e W r e p e a t s w e r e 
a n n o t a t e d a s r e t r o t r a n s p o s o n s ( T a b l e 1 ) . T h e t w o m o s t a b u n d a n t W r e p e a t s r e p r e s e n t e d b y c l u s t e r 3 2 
( P R W L I N E - l i k e ) a n d c l u s t e r 7 9 ( P R W B e l - P a o ) w e r e f u r t h e r a n a l y s e d . 

T a b l e 1 
Putative W chromosome enriched repeat clusters. C l u s t e r n u m b e r s , t h e i r e n r i c h m e n t i n t h e f e m a l e 

g e n o m e c o m p a r e d t o t h e m a l e g e n o m e , t h e i r r e p r e s e n t a t i o n i n t h e f e m a l e a n d m a l e g e n o m e s i n % a n d 

Cluster 
No. 

Female 
enrichment 

Female genome 
(%) 

Male genome 
(%) 

Annotation 

32 3.57 x 0.31 0.09 LINE and/or 
DNA/Transib 

79 197.21 x 0.11 0.001 LTR/Bel-Pao 

9 3 5 . 6 6 x 0 . 0 7 0 . 0 1 L T R / T y 3 - G y p s y 

9 7 1 . 8 4 x 0 . 0 5 0 . 0 3 L T R / T y 3 - G y p s y 

1 2 7 3 . 9 1 x 0 . 0 4 0 . 0 1 L T R / T y 3 - G y p s y 

1 6 1 5 8 . 4 3 x 0 . 0 3 0 . 0 0 1 U n k n o w n 

1 7 8 1 3 . 1 3 x 0 . 0 2 0 . 0 0 2 L T R / T y 3 - G y p s y 

1 8 2 1 . 9 4 x 0 . 0 2 0 . 0 0 9 U n k n o w n 

1 9 9 1.9 x 0 . 0 1 0 . 0 0 8 L T R / B e l - P a o 

2 0 7 1.6 x 0 . 0 1 0 . 0 0 8 L I N E 

B a s e d o n t h e R e p e a t E x p l o r e r r e s u l t s , c l u s t e r 3 2 ( c o r r e s p o n d i n g t o P R W L I N E - l i k e ) w a s e n r i c h e d 3 . 5 7 x i n 
t h e f e m a l e d a t a , w h e r e i t r e p r e s e n t e d a b o u t 0 . 3 1 % o f t h e g e n o m e , w h i l e i n m a l e s i t w a s o n l y a b o u t 0 . 0 9 % 
( T a b l e 1 , F i g . 1 ) . S i n c e t h e R e p e a t E x p l o r e r r e s u l t s a r e b a s e d o n d a t a w i t h v e r y l o w c o v e r a g e , w e m a p p e d 
a l l p r o c e s s e d r e a d s t o t h e c l o n e d c o n s e n s u s s e q u e n c e t o o b t a i n m o r e a c c u r a t e i n f o r m a t i o n o n t h e 
a b u n d a n c e o f t h i s r e p e a t . T h e r e s u l t s s h o w e d s i g n i f i c a n t l y h i g h e r c o v e r a g e i n f e m a l e s ( 7 7 4 . 6 x ) t h a n i n 
m a l e s ( 3 9 . 2 x ) . W e a l s o e s t i m a t e d c o p y n u m b e r u s i n g t o t a l c o v e r a g e i n f o r m a t i o n , w h i c h w a s 3 2 5 c o p i e s 
i n f e m a l e s a n d 1 7 c o p i e s i n m a l e s , m a k i n g u p t o a n 1 9 - f o l d d i f f e r e n c e . 
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A u t o m a t i c a n n o t a t i o n b y R e p e a t E x p l o r e r c l a s s i f i e d t h e c l u s t e r 3 2 r e p e a t a s a r e t r o t r a n s p o s o n f r o m t h e 
L I N E e l e m e n t g r o u p , b a s e d o n t h e h o m o l o g y o f t h e t w o i d e n t i f i e d r e v e r s e t r a n s c r i p t a s e ( R T ) d o m a i n s . T h e 
R e p e a t M a s k e r - b a s e d a n n o t a t i o n w a s m o r e c o m p l i c a t e d . In a d d i t i o n t o t h e t w o L I N E R T s f r o m t h e 
L I N E / C R 1 a n d L I N E / L 2 s u b g r o u p s , a D N A t r a n s p o s o n s i m i l a r t o T r a n s i b w a s a l s o d i s c o v e r e d i n p a r t o f 
t h i s c l u s t e r . C o n s i d e r i n g t h e r e l a t i v e l y c o m p l i c a t e d s t r u c t u r e o f t h e g r a p h c o r r e s p o n d i n g t o c l u s t e r 3 2 ( F i g . 
S 3 ) a n d t h e a n n o t a t i o n c o r r e s p o n d i n g t o t h e p a r t i a l s e q u e n c e s o f s e v e r a l d i f f e r e n t m o b i l e e l e m e n t s , t h i s 
r e p e a t i s p r o b a b l y a n o l d , n o n - f u n c t i o n a l a n d d e g e n e r a t e c o p y o f a L I N E e l e m e n t c o m b i n e d w i t h a D N A 
t r a n s p o s o n . T h e p a r t o f t h i s c l u s t e r t h a t w a s c l o n e d a n d u s e d f o r F I S H a n d c o v e r a g e a n a l y s i s 
c o r r e s p o n d s t o p a r t o f t h e L I N E / C R 1 e l e m e n t . 

D a t a b a s e s e a r c h i n N C B I B L A S T N 4 0 r e v e a l e d 7 2 % i d e n t i t y w i t h a n o n - L T R r e t r o t r a n s p o s o n T 1 Q - l i k e 
r e v e r s e t r a n s c r i p t a s e g e n e o f Abraxas sylvata ( G e n B a n k A c c . N o . H Q 2 8 4 3 3 3 . 1 ) , a n o t h e r m o t h f r o m t h e 
f a m i l y G e o m e t r i d a e . A l l o t h e r r e l e v a n t h i t s w i t h o u t c l o s e r a n n o t a t i o n c a m e f r o m t h e T r e e o f L i f e p r o j e c t 4 1 

a n d r a n g e d f r o m 9 9 % s e q u e n c e i d e n t i t y i n P. rhomboidariaXo 7 0 % i d e n t i t y i n m a n y r e l a t e d s p e c i e s . 

C l u s t e r 7 9 ( c o r r e s p o n d i n g t o P R W B e l - P a o ) w a s t h e m o s t f e m a l e - e n r i c h e d r e p e a t c l u s t e r i d e n t i f i e d b y 
R e p e a t E x p l o r e r ( 1 9 7 . 2 1 x ) . T h e r e s u l t s s h o w t h a t t h i s r e p e a t i s a l m o s t a b s e n t i n t h e m a l e g e n o m e 
( 0 . 0 0 1 % ) , w h i l e i t c o v e r s m o r e t h a n 0 . 1 % o f t h e f e m a l e g e n o m e s u g g e s t i n g t h a t i t i s m a i n l y l o c a l i s e d o n 
t h e W c h r o m o s o m e ( F i g . 1 ) . T h i s a s s u m p t i o n w a s c o n f i r m e d b y r e a d m a p p i n g , w h i c h r e v e a l e d e v e n 
g r e a t e r i m b a l a n c e b e t w e e n t h e s e x e s , a s c o v e r a g e w a s 8 4 0 x i n f e m a l e s a n d o n l y 2 . 5 x i n m a l e s . W e a l s o 
f o u n d a l e s s f r e q u e n t v e r s i o n o f t h i s e l e m e n t w i t h a 2 1 3 - b p l o n g d e l e t i o n . A f t e r m a p p i n g t h e r e a d s t o t h i s 
" d e l e t e d " r e g i o n , t h e c o v e r a g e d r o p p e d t o 6 9 8 . 5 x i n f e m a l e s , w h i l e i t r e m a i n e d t h e s a m e i n m a l e s . T h e 
e s t i m a t e d c o p y n u m b e r i s 3 5 3 c o p i e s i n f e m a l e s , o u t o f w h i c h 6 0 h a v e t h e d e l e t e d r e g i o n , a n d 1 - 2 c o p i e s 
i n m a l e s . 

B o t h R e p e a t M a s k e r a n d R e p e a t E x p l o r e r c l a s s i f i e d t h i s c l u s t e r 7 9 r e p e a t a s a n L T R t r a n s p o s o n f r o m t h e 
B e l - P a o g r o u p , b a s e d o n t h e g r o u p - s p e c i f i c a n t i g e n ( G A G ) , i n t e g r a s e ( I N T ) a n d p r o t e a s e ( P R O T ) d o m a i n s . 
A l t h o u g h t h e g r a p h o f t h i s r e p e a t w a s l i n e a r ( F i g . S 4 ) , i n d i c a t i n g a l e s s v a r i a b l e s e q u e n c e o f t h i s r e p e a t 
b e t w e e n c o p i e s , w e c o u l d n o t r e c o v e r a l l c r u c i a l p r o t e i n - c o d i n g d o m a i n s f o r t h i s t y p e o f e l e m e n t , a n d t h e 
l o n g t e r m i n a l r e p e a t s w e r e a l s o m i s s i n g . B a s e d o n t h e s e r e s u l t s , t h i s r e p e a t i s p r o b a b l y a l s o a n o l d , n o n 
f u n c t i o n a l a n d t r u n c a t e d c o p y o f t h e m o b i l e e l e m e n t . 

N C B I B L A S T N s e a r c h y i e l d e d h i t s f o r P. rhomboidaria ( 9 8 % i d e n t i t y ) a n d f o r o t h e r G e o m e t r i d a e s p e c i e s , 
i n c l u d i n g t h e W c h r o m o s o m e o f Crocallis elinguaria ( 7 3 % ) a n d t h e W c h r o m o s o m e s o f t w o o t h e r 
L e p i d o p t e r a s p e c i e s , Clostera curtula ( N o t o d o n t i d a e , 7 0 % ) a n d Hydraecia micacea ( N o c t u i d a e , 6 8 % ) , w i t h 
a l l s e q u e n c e s c o m i n g f r o m t h e T r e e o f L i f e p r o j e c t 4 1 . 

A l l e x a m i n e d s e q u e n c e s e x a m i n e d ( b o t h c o n t i g s a n d c l o n e d f r a g m e n t s ) w e r e d e p o s i t e d i n G e n B a n k 
( T a b l e 2 ) . 
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T a b l e 2 
A c c e s s i o n n u m b e r s o f s t u d i e d s e q u e n c e s . 

Name Origin Accession 
number 

P R W L I N E - l i k e c l o n e O P 3 6 1 2 8 5 

P R W B e l - P a o p a r t 1 c l o n e 1 O P 3 6 1 2 8 2 

P R W B e l - P a o p a r t II c l o n e 2 0 N 8 1 5 2 9 5 . 1 

P R W B e l - P a o p a r t 1 w i t h d e l e t i o n c l o n e 3 O P 3 6 1 2 8 4 

P R W B e l - P a o c o n s e n s u s a s s e m b l y o f c l o n e 1 a n d 2 O P 3 6 1 2 8 3 

P R W B e l - P a o c o n s e n s u s w i t h 
d e l e t i o n 

a s s e m b l y o f c l o n e 3 a n d 2 O P 4 1 0 3 4 4 

P R W L I N E - l i k e c o n t i g f r o m R E in silico R e p e a t E x p l o r e r O P 4 1 0 3 4 2 

P R W B e l - P a o c o n t i g c o n s e n s u s 
f r o m R E 

a s s e m b l y o f 3 in silico R e p e a t E x p l o r e r 
c o n t i g s 

O P 4 1 0 3 4 3 

PCR amplification of selected repeats from gDNA 
B o t h e x a m i n e d f r a g m e n t s w e r e a m p l i f i e d b y P C R ( i n t h e c a s e o f P R W B e l - P a o , w e u s e d t h e e n t i r e n o n -
d i v i d e d p r o d u c t f r o m p r i m e r F 1 t o p r i m e r R 2 ) , u s i n g e q u a l a m o u n t s o f m a l e a n d f e m a l e g D N A . W h i l e t h e 
P C R p r o d u c t s w e r e p r e s e n t i n b o t h s e x e s , t h e f e m a l e b a n d w a s m u c h s t r o n g e r ( F i g . 2 ) . T h e s e r e s u l t s 
s u g g e s t t h a t b o t h e l e m e n t s a r e m a i n l y p r e s e n t o n t h e W c h r o m o s o m e . 

FISH mapping 
T o v e r i f y t h e p r e d i c t e d l o c a t i o n o f s e l e c t e d f r a g m e n t s , w e c a r r i e d o u t p h y s i c a l m a p p i n g u s i n g F I S H . 
I n d e e d , b o t h p r o b e s l a b e l l e d t h e W c h r o m o s o m e ( F i g . 3 A , 4 A ) , w h i c h w a s a l s o i d e n t i f i e d b y i t s 
h e t e r o c h r o m a t i n i z a t i o n a n d c o r r e s p o n d i n g D A P I p o s i t i v i t y ( F i g . 3 B , 4 B ) . In t h e c a s e o f P R W L I N E - l i k e ( F i g . 
3 ) , t h e p r o b e s h o w e d s i g n i f i c a n t s i g n a l a c c u m u l a t i o n o n t h e W c h r o m o s o m e , a n d m u l t i p l e s m a l l 
s c a t t e r e d s i g n a l s w e r e a l s o d e t e c t e d o n o t h e r c h r o m o s o m e s , w h i c h w e r e e q u a l l y a b u n d a n t i n b o t h s e x e s . 
In P R W B e l - P a o ( F i g . 4 ) , t h e p r o b e h y b r i d i z e d e x c l u s i v e l y o n t h e W c h r o m o s o m e , w h i c h w a s l a b e l l e d 
a l m o s t a l o n g i t s e n t i r e l e n g t h , e x c e p t f o r a s m a l l g a p a t o n e o f t h e c h r o m o s o m a l e n d s . A c c o r d i n g l y , n o 
s i g n a l w a s d e t e c t e d i n m a l e s ( F i g . 4 D ) . 

Discussion 
T h e g e n o m e s i z e o f P. rhomboidaria w a s e s t i m a t e d t o 0 . 6 4 6 p g ( c o r r e s p o n d i n g t o 6 3 1 M b ) , w h i c h i s 
s i m i l i a r t o a n o t h e r g e o m e t r i d s p e c i e s Operophtera brumata ( 6 4 5 M b 4 2 ) a n d f a l l s w i t h i n t h e r a n g e o f 
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k n o w n g e n o m e s i z e s i n L e p i d o p t e r a f r o m 2 7 3 M b i n Danaus plexippus ( N y m p h a l i d a e ) t o 1.9 G b i n 
Euchlaena irraria ( a l s o G e o m e t r i d a e ) 4 3 . H o w e v e r , t h e v a s t m a j o r i t y o f s p e c i e s t e n d t o h a v e s m a l l e r 
g e n o m e s , s i m i l a r t o B. mori w i t h 0 . 5 3 p g ( c o r r e s p o n d i n g t o 5 1 8 M b ) 4 4 . T h e p r o p o r t i o n o f r e p e t i t i v e D N A i n 
t h e g e n o m e o f P. rhomboidaria w a s e s t i m a t e d t o 4 4 % ; h o w e v e r , i t s a c t u a l v o l u m e i s e x p e c t e d t o b e h i g h e r 
b a s e d o n t h e g e n o m e s i z e a n d r e p e a t p r o p o r t i o n i n g e n o m e s o f o t h e r L e p i d o p t e r a . F o r c o m p a r i s o n , 
r e p e a t s i n D. plexippus m a k e u p o n l y 1 0 . 2 % o f t h e g e n o m e 4 5 , w h i l e i n B. mori t h e y c o m p r i s e u p t o 
4 6 . 8 % 4 6 a n d i n 0. brumata e v e n m o r e t h a n h a l f o f t h e g e n o m e ( 5 3 . 5 % ) 4 2 . T h i s d i s c r e p a n c y i n P. 
rhomboidaria i s l i k e l y c a u s e d b y t h e R e p e a t E x p l o r e r a n a l y s i s , w h i c h o m m i t s m i c r o s a t e l l i t e s a n d a n c i e n t 
d i v e r s i f i e d c o p i e s o f m o b i l e e l e m e n t s 4 7 . A l t h o u g h m o s t o f t h e r e p e t i t i v e s e q u e n c e s i n P. rhomboidaria 
r e m a i n u n c l a s s i f i e d , s i m i l a r l y t o g e n o m e s o f o t h e r L e p i d o p t e r a t h e m o s t a b u n d a n t c l a s s o f r e p e a t s a r e 
t r a n s p o s a b l e e l e m e n t s . F o r i n s t a n c e , L I N E s a r e p a r t i c u l a r l y a b u n d a n t i n t h e t w o s p e c i e s o f G e o m e t r i d a e , 
P. rhomboidaria ( t h i s s t u d y ) a n d 0. brumata*2. 

In t h i s s t u d y , w e c h a r a c t e r i z e d 1 0 p u t a t i v e W - e n r i c h e d r e p e a t s . M o s t o f t h e m w e r e c l a s s i f i e d a s 
r e t r o t r a n s p o s o n s , w h i c h i s a l s o a c o m m o n f e a t u r e o f t h e W c h r o m o s o m e i n o t h e r L e p i d o p t e r a s p e c i e s 
5 , 7 , 1 °. T h e i r i d e n t i f i c a t i o n w a s d o n e b y c o m p a r a t i v e a n a l y s i s w i t h t h e R e p e a t E x p l o r e r s o f t w a r e , a n o v e l 
a p p r o a c h f o r L e p i d o p t e r a a s i s o n l y h a s b e e n u s e d f o r m a p p i n g s a t e l l i t e s e q u e n c e s i n C r a m b i d a e 8 , a n d 
f o r i d e n t i f i c a t i o n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f W - e n r i c h e d r e p e t i t i v e s e q u e n c e s i n Diatraea saccharalis 
( C r a m b i d a e ) 4 8 . 

A l l t h e s e f i n d i n g s s u g g e s t t h a t t r a n s p o s a b l e e l e m e n t s a r e t h e m a i n r e p e a t s w i t h a t e n d e n c y t o c o l o n i z e 
t h e h e t e r o m o r p h i c s e x c h r o m o s o m e s , a s a l s o o b s e r v e d i n e .g . p a p a y a 4 9 o r s p i n a c h 5 0 a n d r e c e n t l y 
r e v i e w e d 5 1 . In p a r t i c u l a r , r e t r o t r a n s p o s o n s a r e t h e m o s t a b u n d a n t t y p e s o f r e p e a t s i n g e n e r a l d u e t o t h e i r 
c o p y - a n d - p a s t e m e c h a n i s m o f r e p l i c a t i o n . T h e r e f o r e , t h e i r a b u n d a n t o c c u r r e n c e o n t h e W c h r o m o s o m e i n 
L e p i d o p t e r a i s n o t s u r p r i s i n g . In f a c t , t h e y s e e m t o s u c c e s s f u l l y e x p l o i t t h e i n a b i l i t y o f h o s t g e n o m e s t o 
p r e v e n t s u c h e x p a n s i o n i n t h e n o n - r e c o m b i n i n g s e x c h r o m o s o m e s l i k e Y a n d W . S i n c e m o s t g e n e s t h a t 
w o u l d b e u n d e r s e l e c t i o n h a v e b e e n l o s t , t h e a c c u m u l a t i o n o f t r a n s p o s a b l e e l e m e n t s p r o b a b l y r e f l e c t s t h e 
s t r o n g l y r e d u c e d e f f i c i e n c y o f n a t u r a l s e l e c t i o n o n t h e s e c h r o m o s o m e s 5 2 , 5 3 , w h i c h t h e n s e r v e a s a 
g r a v e y a r d f o r t h e s e a n d s i m i l a r t y p e s o f r e p e a t s 5 4 , 5 5 . T h i s i s e s p e c i a l l y t r u e f o r t h e W c h r o m o s o m e s o f 
L e p i d o p t e r a , a s m e i o t i c r e c o m b i n a t i o n i s c o m p l e t e l y a b s e n t i n f e m a l e s 5 6 - 5 8 . 

M o r e o v e r , t h e c o l o n i z a t i o n o f t h e W c h r o m o s o m e s o f L e p i d o p t e r a b y a p a r t i c u l a r t y p e o f r e t r o t r a n s p o s o n 
i s p r o b a b l y a r a p i d p r o c e s s w i t h a r a n d o m o u t c o m e , o c c u r r i n g i n d e p e n d e n t l y e v e n i n c l o s e l y r e l a t e d 
t a x a 8 . H o w e v e r , i t s e e m s t h a t a t l e a s t f o r s o m e r e t r o t r a n s p o s o n s , t h e W c h r o m o s o m e b e c o m e s t h e f i n a l 
d e s t i n a t i o n , a s t h e y o f t e n g e n e t i c a l l y e r o d e . T h i s h a p p e n s m a i n l y t h r o u g h t h e i r r e c u r r e n t u n c o o r d i n a t e d 
i n s e r t i o n s i n t o a l r e a d y e x i s t i n g e l e m e n t s , w h i c h m a y d e s t r o y t h e i r f u n c t i o n a l d o m a i n s . T h i s , o f c o u r s e , 
a l s o c o m p l i c a t e s t h e i r a n n o t a t i o n . 

P R W L I N E - l i k e e l e m e n t i s a p o s s i b l e e x a m p l e o f s u c h a n e v e n t . T h e c o m p l e x i t y o f t h e g r a p h o f t h e c l u s t e r 
3 2 a n a l y s i s w i t h R e p e a t E x p l o r e r s u g g e s t s a d e r i v e d t y p e o f r e p e a t w i t h a m b i g u o u s a n n o t a t i o n , a s i t 

P a g e 1 0 / 2 0 



c o n t a i n s t w o R T d o m a i n s f r o m d i f f e r e n t L I N E e l e m e n t s a n d o n e D N A t r a n s p o s o n T r a n s i b d o m a i n . I n d e e d , 
i t i s p o s s i b l e t h a t t h e r e w e r e o r i g i n a l l y s e v e r a l t y p e s o f t r a n s p o s a b l e e l e m e n t s t h a t w e r e r e p e a t e d l y 
i n s e r t e d i n t o e a c h o t h e r d u r i n g t h e i r a c c u m u l a t i o n i n t h e W c h r o m o s o m e ( a s i n B. m o r / 5 9 ) , a n d t h i s n e w 
' p a t c h w o r k ' s e q u e n c e c o u l d p o t e n t i a l l y a m p l i f y i n d e p e n d e n t l y a s a n o v e l r e p e a t ( a s s u g g e s t e d i n 
l e g u m e s 6 0 ) . 

R e g a r d i n g t h e P R W L I N E - l i k e r e l a t i v e c o p y n u m b e r d i f f e r e n c e s b e t w e e n m a l e s a n d f e m a l e s , t h e 
R e p e a t E x p l o r e r a n a l y s i s s h o w e d a 3 . 5 7 x e n r i c h m e n t i n f e m a l e s , w h i l e c o v e r a g e a n a l y s i s i n G e n e i o u s 
r e v e a l e d a n 1 9 x e n r i c h m e n t i n f e m a l e s . T h e s e d i s c r e p a n c i e s a r e m o s t l i k e l y d u e t o t h e f a c t t h a t 
R e p e a t E x p l o r e r a n a l y s e d t h e e n t i r e c l u s t e r g e n e r a t e d in silico, w h i l e o n l y t h e c l o n e d f r a g m e n t ( a n n o t a t e d 
a s L I N E C R 1 b y R e p e a t M a s k e r ) w a s u s e d f o r G e n e i o u s r e a d m a p p i n g . S i n c e t h e R e p e a t E x p l o r e r g r a p h 
m a y a c t u a l l y c o m p i l e m o r e t y p e s o f m o n o m e r s , i t i s p o s s i b l e t h a t s o m e o f t h e m a r e n o t a c c u m u l a t e d o n 
t h e W c h r o m o s o m e . 

F I S H m a p p i n g r e v e a l e d a s i g n i f i c a n t a c c u m u l a t i o n o f t h e c l o n e d P R W L I N E - l i k e s e q u e n c e o n t h e W 
c h r o m o s o m e . In a d d i t i o n , i t s p r e s e n c e w a s a l s o c o n f i r m e d o n o t h e r c h r o m o s o m e s , a s m a n y s c a t t e r e d 
s i g n a l s w e r e d e t e c t e d i n b o t h m a l e s a n d f e m a l e s . T h e s e r e s u l t s a r e a l s o c o n s i s t e n t w i t h t h e P C R r e s u l t s , 
w h i c h s h o w e d p r o d u c t s i n b o t h s e x e s , a l t h o u g h t h e f e m a l e g D N A p r o d u c t s w e r e c o n s i d e r a b l y s t r o n g e r . 

In t h e c a s e o f P R W B e l - P a o , i t w a s c l a s s i f i e d a s a n L T R B e l - P a o e l e m e n t b o t h b y R e p e a t E x p l o r e r 
a u t o m a t i c a n n o t a t i o n a n d R e p e a t M a s k e r p r o t e i n s e a r c h . T h i s e l e m e n t i s p r o b a b l y a l s o n o n - f u n c t i o n a l 
a n d g e n e t i c a l l y e r o d e d , a s i t l a c k s t h e R T d o m a i n , b o t h l o n g t e r m i n a l r e p e a t s a n d i n c a s e o f t h e l e s s 
f r e q u e n t v e r s i o n a l s o t h e P R O T d o m a i n . T h e f e m a l e e n r i c h m e n t o f t h i s t r a n s p o s o n i s v e r y c l e a r i n b o t h 
R e p e a t E x p l o r e r ( 1 9 7 . 2 1 x ) a n d c o v e r a g e a n a l y s i s i n G e n e i o u s ( 1 7 6 x , p r e s u m i n g 2 c o p i e s i n m a l e g e n o m e ) 
m a p p i n g r e s u l t s . T h e d i f f e r e n c e i s n e g l i g i b l e a n d m o s t l i k e l y t e c h n i c a l , a s t h e R e p e a t E x p l o r e r a n a l y s i s i s 
a f f e c t e d b y a s m a l l e r s a m p l e s i z e a n d a l o w e r r e q u i r e d p e r c e n t a g e o f i d e n t i t y b e t w e e n r e a d s ( 9 0 % v s 9 5 % 
i n G e n e i o u s ) . B a s e d o n t h e c o v e r a g e d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e f u l l - s i z e f r a g m e n t a n d t h e d e l e t e d r e g i o n , 
w e e s t i m a t e t h a t a b o u t 1 7 % o f c o p i e s c a r r y t h e d e l e t i o n . 

T h e P C R r e s u l t s s t r o n g l y s u p p o r t t h e b i o i n f o r m a t i c d a t a . T w o P C R p r o d u c t s w e r e f o u n d i n b o t h s e x e s , 
d i f f e r i n g i n v o l u m e a n d l e n g t h . T h e y c o r r e s p o n d t o a s h o r t e r , l e s s a b u n d a n t v e r s i o n c a r r y i n g t h e d e l e t i o n 
a n d a l o n g e r , m o r e a b u n d a n t f u l l - l e n g t h s e q u e n c e . T h e s e r e s u l t s , c o m b i n e d w i t h t h e c o v e r a g e a n a l y s i s 
d a t a , t h e r e f o r e c o n f i r m t h a t b o t h d e l e t e d a n d n o n - d e l e t e d v e r s i o n s o f t h i s s e q u e n c e a r e p r e s e n t o n a n d 
o f f t h e W c h r o m o s o m e . S i n c e i t i s u n l i k e l y t h a t t h e o r i g i n a l n o n - d e l e t e d v e r s i o n w o u l d m u t a t e 
i n d e p e n d e n t l y o n d i f f e r e n t c h r o m o s o m e s , w e h y p o t h e s i z e t h a t t h e d e r i v e d d e l e t e d v e r s i o n h a v e m i g r a t e d 
e i t h e r t o o r f r o m t h e W c h r o m o s o m e v i a a n a l t e r n a t i v e t r a n s p o s i t i o n m e c h a n i s m , s u c h a s e c t o p i c 
r e c o m b i n a t i o n o r w i t h a n o t h e r m o b i l e e l e m e n t . 

A s e x p e c t e d , t h e P C R p r o d u c t s f r o m t h e f e m a l e g D N A w e r e c o n s i d e r a b l y s t r o n g e r t h a n t h o s e f r o m t h e 
m a l e g D N A . A c c o r d i n g l y , t h e F I S H m a p p i n g r e v e a l e d s t r i k i n g d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e s e x e s a n d p r o v i d e d 
t h e f i n a l p h y s i c a l e v i d e n c e f o r t h e a c c u m u l a t i o n o f t h i s r e p e a t o n t h e W c h r o m o s o m e . W e d i d n o t o b s e r v e 
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h y b r i d i z a t i o n s i g n a l s o n o t h e r c h r o m o s o m e s , b u t t h e p r o b e h i g h l i g h t e d a l m o s t t h e e n t i r e l e n g t h o f t h e W 
c h r o m o s o m e e x c e p t f o r i t s t e r m i n a l p a r t , w h i c h d i d n o t c o n t a i n h e t e r o c h r o m a t i n . In o u r p r e v i o u s w o r k , w e 
s h o w e d r e s u l t s o f c o m p a r a t i v e g e n o m i c h y b r i d i z a t i o n ( C G H ) , w h i c h r e v e a l e d c l e a r d i f f e r e n c e s b e t w e e n 
t h e s i g n a l s o f t h e f e m a l e g D N A p r o b e i n t h i s t e r m i n a l p a r t a n d t h e h e t e r o c h r o m a t i c p a r t , p r o v i n g t h a t t h e 
l a t t e r p a r t c o n s i s t s m a i n l y o f f e m a l e - e n r i c h e d s e q u e n c e s 2 8 . T h u s , t h e P R W B e l - P a o r e p e a t i s p r o b a b l y o n e 
o f t h e k e y c o m p o n e n t s o f t h e C G H r e s u l t s . M o r e o v e r , b y c o l o n i z i n g t h e W c h r o m o s o m e , t h i s r e p e a t 
s i g n i f i c a n t l y c o n t r i b u t e s t o i t s p r o g r e s s i v e d i f f e r e n t i a t i o n . 

T o c o n c l u d e , w e v a l i d a t e d a n o v e l a p p r o a c h t o f i n d i n g d i f f e r e n c e s i n r e p e a t c o n t e n t u s i n g R e p e a t E x p l o r e r . 
O u r b i o i n f o r m a t i c r e s u l t s c o r r e l a t e d v e r y w e l l w i t h P C R a n d c y t o g e n e t i c m a p p i n g , d e m o n s t r a t i n g t h e 
c o n n e c t i v i t y a n d m u t u a l i n d i s p e n s a b i l i t y o f t h e s e m e t h o d s a n d p r o v i d i n g a c o m p r e h e n s i v e i n s i g h t i n t o 
b i o l o g i c a l r e a l i t y . M o s t i m p o r t a n t l y , w e h a v e i d e n t i f i e d a n d e x a m i n e d t w o t y p e s o f r e t r o t r a n s p o s o n s t h a t 
h a v e a c c u m u l a t e d o n t h e W c h r o m o s o m e o f P. rhomboidaria. W e h a v e t h u s c o n t r i b u t e d a n o t h e r p i e c e t o 
t h e p u z z l e o f s e x c h r o m o s o m e d i f f e r e n t i a t i o n a n d e v o l u t i o n i n L e p i d o p t e r a . 
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Figure 1 

Boxplot of estimated genome percentages o f t h e t w o m o s t a b u n d a n t p u t a t i v e W r e p e a t s b a s e d o n 
R e p e a t E x p l o r e r r e s u l t s f r o m 3 f e m a l e s a n d 3 m a l e s o f Peribatodes rhomboidaria. M e d i a n , 
i n t e r q u a r t i l e r a n g e , a n d s m a l l e s t a n d l a r g e s t v a l u e s i n 1 . 5 x i n t e r q u a r t i l e r a n g e a r e s h o w n . 
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Figure 2 

PCR amplification from genomic DNAof both sexes of Peribatodes r h o m b o i d a r i a . A l t h o u g h t h e p r o d u c t s 
a r e p r e s e n t i n a l l s a m p l e s , t h e y a r e v i s i b l y s t r o n g e r i n f e m a l e s . L e g e n d ( f r o m l e f t ) : M - m a r k e r ( 1 0 0 b p 
D N A l a d d e r , I n v i t r o g e n ) , P R W L I N E - l i k e m a l e , P R W L I N E - l i k e f e m a l e ( 5 4 0 b p ) , P R W B e l - P a o m a l e , P R W B e l -
P a o f e m a l e ( 2 1 1 8 b p ; n o t e a s m a l l e r b a n d o f 1 9 0 5 b p c a r r y i n g t h e d e l e t i o n ) . 
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Figure 3 

FISH mapping of PRW LINE-like on pachytene nuclei of Peribatodes r h o m b o i d a r i a . (A -C ) F e m a l e 
c h r o m o s o m e s w i t h D A P I - p o s i t i v e W c h r o m o s o m e ( a r r o w ) a c c u m u l a t i n g h y b r i d i z a t i o n s i g n a l s a n d 
s h o w i n g m u l t i p l e s c a t t e r e d s i g n a l s o n o t h e r c h r o m o s o m e s , a l s o s e e n i n m a l e s ( D ) . L e g e n d : A , D -

m e r g e d i m a g e o f D A P I s t a i n i n g a n d p r o b e ( g r e e n ) , B - D A P I s t a i n i n g , C - p r o b e ( g r e e n ) . B a r = 1 0 u r n 
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Figure 4 

FISH mapping of PRW Bel-Pao on pachytene nuclei of Peribatodes r h o m b o i d a r i a . (A -C ) F e m a l e 
c h r o m o s o m e s w i t h D A P I - p o s i t i v e W c h r o m o s o m e ( a r r o w ) s h o w i n g s t r o n g h y b r i d i z a t i o n s i g n a l s , w h i l e n o 
s i g n a l s a r e v i s i b l e o n o t h e r c h r o m o s o m e s a n d o n m a l e p a c h y t e n e c h r o m o s o m e s ( D ) . L e g e n d : A , D -
m e r g e d i m a g e o f D A P I s t a i n i n g a n d p r o b e ( r e d ) , B - D A P I s t a i n i n g , C - p r o b e ( r e d ) - d e t a i l o f t h e W 
c h r o m o s o m e . B a r = 1 0 p m . 
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T h i s i s a l i s t o f s u p p l e m e n t a r y f i l e s a s s o c i a t e d w i t h t h i s p r e p r i n t . C l i c k t o d o w n l o a d . 

• S u p p l e m e n t s f i n a l . d o c x 

P a g e 2 0 / 2 0 



Supplementary tables 

Table S I . Primers used for PCR amplification of selected contigs. 

Primer name Primer sequence Product 
PRWIine_F C G G A A C A C C T G A A A G A G C G A 

P R W L I N E - l i k e ( 5 4 0 b p ) PRWIine_R G C A T G T G T C C A G T C T C C T T G P R W L I N E - l i k e ( 5 4 0 b p ) 

PRW_F1 C G A A T C C G T C C C C C T A C T C T 
P R W B e l - P a o p a r t 1 ( 1 3 9 4 b p ) PRW_R1 A T A C A G C C A C A A G T C C C A C G P R W B e l - P a o p a r t 1 ( 1 3 9 4 b p ) 

PRW_F2 G C A A T T C T T C T T G C T C C C A A A 
P R W B e l - P a o p a r t I I ( 1 4 6 6 b p ) PRW_R2 G C T C C A G T A T T T G A A G G C G G P R W B e l - P a o p a r t I I ( 1 4 6 6 b p ) 

Supplementary figures 

Figure S I . Female pachytene nucleus of Peribatodes r h o m b o i d a r i a after comparative genomic 
hybridization (CGH). M a l e ( r e d s i g n a l s ) a n d f e m a l e ( g r e e n s i g n a l s ) g e n o m i c D N A s w e r e h y b r i d i z e d t o 
f e m a l e m e i o t i c c h r o m o s o m e s . T h e W c h r o m o s o m e is s t r o n g l y h i g h l i g h t e d b y t h e f e m a l e p r o b e , 
s u g g e s t i n g t h e p r e s e n c e o f W - s p e c i f i c o r h i g h l y W - e n r i c h e d s e q u e n c e s . A r r o w i n d i c a t e s t h e W Z b i v a l e n t . 
B a r = 1 0 u . m . 



Figure S2. RepeatExplorer results of comparative analysis. O n l y c l u s t e r s w i t h s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t 
r e s u l t s b e t w e e n m a l e a n d f e m a l e r e a d c o u n t s a r e s h o w n ( r - t e s t , P< 0 . 0 5 ) . R e d d o t s r e p r e s e n t c l u s t e r s 
c l a s s i f i e d a s p u t a t i v e W r e p e a t s . C l u s t e r s 3 2 a n d 7 9 , w h i c h w e r e f u r t h e r a n a l y s e d a r e m a r k e d b y a r r o w s . 



Figure S3. PRW LINE-like RepeatExplorer graph. G r a p h l a y o u t f o r c l u s t e r 3 2 g e n e r a t e d b y 
R e p e a t E x p l o r e r 2 . N o d e s r e p r e s e n t i n d i v i d u a l i l l u m i n a r e a d s a n d e d g e s t h e i r s e q u e n c e o v e r l a p . 



Figure S4. PRW Bel-Pao RepeatExplorer graph. G r a p h l a y o u t f o r c l u s t e r 7 9 g e n e r a t e d b y 
R e p e a t E x p l o r e r 2 . N o d e s r e p r e s e n t i n d i v i d u a l i l l u m i n a r e a d s a n d e d g e s t h e i r s e q u e n c e o v e r l a p . 



4. Summary of Results & Discussion 

4.1. W chromosome evolution in Lepidoptera 

U n l i k e m o s t i n s e c t o r d e r s , c a d d i s f l i e s ( T r i c h o p t e r a ) a n d m o t h s a n d b u t t e r f l i e s ( L e p i d o p t e r a ) 

s h a r e t h e f e m a l e h e t e r o g a m e t y s y s t e m . A l l e x a m i n e d T r i c h o p t e r a a n d b a s a l L e p i d o p t e r a h a v e 

Z O / Z Z ( f e m a l e / m a l e ) s e x c h r o m o s o m e s , w i t h t h e o n l y e x c e p t i o n o f H e p i a l i d a e , w h e r e t h e W 

c h r o m o s o m e w a s r e p o r t e d (Kawazoé 1 9 8 7 ; Voleníková 2 0 1 5 ) . H e n c e , t h e o c c u r r e n c e o f t h e 

W c h r o m o s o m e i s t y p i c a l f o r t h e a d v a n c e d L e p i d o p t e r a ( E n n i s 1 9 7 6 ; T r a u t & M a r e c 1 9 9 6 ; 

M a r e c & Novák 1 9 9 8 ; L u k h t a n o v 2 0 0 0 ) . C l a s s i c a l t h e o r i e s o n t h e W c h r o m o s o m e o r i g i n i n 

L e p i d o p t e r a d a t e d i t s e m e r g e n c e i n t h e g r o u p E u h e t e r o n e u r a , w h i c h c o m p r i s e s D i t r y s i a ( i . e . 

a d v a n c e d m o t h s a n d b u t t e r f l i e s ) a n d T i s c h e r i i d a e . T h e c o m m o n o r i g i n o f W c h r o m o s o m e i n 

t h e s e g r o u p s w a s p r e s u m e d b a s e d o n t h e i r c l o s e p h y l o g e n e t i c r e l a t i o n s h i p . W h i l e i n 

T i s c h e r i i d a e t h e p r e s e n c e o f s e x c h r o m a t i n a n d W c h r o m o s o m e i s b a s e d o n i n f o r m a t i o n f r o m 

a s i n g l e e x a m i n e d s p e c i e s Tischeria ekebladella ( L u k h t a n o v 2 0 0 0 ; Dalíková e t a l . 2 0 1 7 a ) , i n 

D i t r y s i a i t h a s b e e n r e p e a t e d l y c o n f i r m e d i n t h e v a s t m a j o r i t y o f s t u d i e d s p e c i e s ( T r a u t & 

M o s b a c h e r 1 9 6 8 ; E n n i s 1 9 7 6 ; T r a u t & M a r e c 1 9 9 6 ; Š íchová e t a l . 2 0 1 3 ; Zrzavá e t a l . 2 0 1 8 ; 

Hejníčková e t a l . 2 0 2 1 ) . 

H o w e v e r , a g r o w i n g b o d y o f e v i d e n c e s t a r t e d t o c h a l l e n g e t h e h y p o t h e s i s o f c o m m o n W 

c h r o m o s o m e o r i g i n a n d l e d t o a p o s t u l a t i o n o f t h e n e w o n e , w h i c h f a v o r s t w o i n d e p e n d e n t 

W c h r o m o s o m e o r i g i n s i n T i s c h e r i i d a e a n d i n D i t r y s i a . T h i s a s s u m p t i o n i s s u p p o r t e d b y t h e 

p r e s e r v e d h o m o l o g y o f t h e Z c h r o m o s o m e i n t h e s e g r o u p s (Dalíková e t a l . 2 0 1 7 a ; F r a i s s e e t 

a l . 2 0 1 7 ) . N e v e r t h e l e s s , t h e m a i n a r g u m e n t l i e s i n t h e f a c t t h a t s o m e b a s a l g r o u p s o f D i t r y s i a 

- n a m e l y P s y c h i d a e a n d T i n e i d a e - p r o b a b l y l a c k t h e W c h r o m o s o m e . I n Dalíková e t a l . 

( 2 0 1 7 a ) , w e i n v e s t i g a t e d s e x c h r o m a t i n a n d s e x c h r o m o s o m e s i n Tineola bisselliella ( T i n e i d a e ) 

a n d c o n f i r m e d t h e Z O / Z Z s y s t e m . R e g a r d i n g P s y c h i d a e , t h e l o n g - t e r m i g n o r e d s t u d i e s o n t h e i r 

k a r y o t y p e s i m p l i e d t h e e x i s t e n c e o f t h e Z O / Z Z s y s t e m b a s e d o n o d d c h r o m o s o m e n u m b e r s i n 

f e m a l e s ( S e i l e r 1 9 1 9 ; S e i l e r 1 9 2 2 ; S e i l e r 1 9 6 0 ; N a r b e l - H o f s t e t t e r 1 9 6 1 ) . H y p o t h e t i c a l l y , s u c h 

c h r o m o s o m e n u m b e r d i f f e r e n c e b e t w e e n s e x e s c o u l d b e p r o d u c e d e . g . b y a f u s i o n o f t h e W 

c h r o m o s o m e w i t h a n a u t o s o m e . H e n c e , o u r s t u d y Hejníčková e t a l . ( 2 0 1 9 ) p r o v i d e d t h e 

e s s e n t i a l e v i d e n c e b y i n v e s t i g a t i n g s e x c h r o m o s o m e s y s t e m s i n t h r e e s p e c i e s o f P s y c h i d a e , 

s h o w i n g t h a t t h e y i n d e e d l a c k t h e W c h r o m o s o m e . 
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T h e s e f i n d i n g s f u r t h e r s u p p o r t t h e h y p o t h e s i s o f a n o n - c a n o n i c a l o r i g i n o f t h e W 

c h r o m o s o m e s i n E u h e t e r o n e u r a g r o u p , f o r e x a m p l e b y t h e a d o p t i o n o f a B c h r o m o s o m e 

( D a l i k o v a e t a l . 2 0 1 7 a ; F r a ' i ' s s e e t a l . 2 0 1 7 ) . T o s h e d m o r e l i g h t o n t h i s f i e l d i t w i l l b e n e c e s s a r y 

t o c o n d u c t r e s e a r c h o n s e x c h r o m o s o m e s i n M e e s i i d a e ( b a s a l D i t r y s i a ) , f r o m w h i c h n o d a t a i s 

c u r r e n t l y a v a i l a b l e , a n d p o s s i b l y a l s o i n o t h e r s p e c i e s o f P s y c h i d a e a n d T i n e i d a e t o o b t a i n 

m o r e r e l i a b l e s a m p l e . A s s u m i n g t h a t t h e b a s a l f a m i l i e s o f D i t r y s i a l a c k t h e W c h r o m o s o m e , 

t h i s f e a t u r e i s m o s t l i k e l y t h e i r a n c e s t r a l s t a t e r a t h e r t h a n a s e c o n d a r y t r a i t , w h i c h w o u l d 

r e q u i r e m u l t i p l e i n d e p e n d e n t l o s s e s o f t h e W c h r o m o s o m e . 

I n a d d i t i o n , i t w o u l d b e i n t e r e s t i n g t o f u r t h e r i n v e s t i g a t e s e x c h r o m o s o m e s i n H e p i a l i d a e , 

w h e r e t h e W c h r o m o s o m e w a s r e p o r t e d ( K a w a z o e 1 9 8 7 ; V o l e n i k o v a 2 0 1 5 ) . I f t r u e , t h i s w o u l d 

m e a n a t l e a s t t h e t h i r d i n d e p e n d e n t e m e r g e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e i n L e p i d o p t e r a . I n 

o r d e r t o u n d e r s t a n d t h e f u l l c o n t e x t o f t h e W c h r o m o s o m e e v o l u t i o n , i t w i l l a l s o b e n e c e s s a r y 

t o i n v e s t i g a t e t h e o t h e r n o n - d i t r y s i a n g r o u p s o f L e p i d o p t e r a , s u c h a s E r i o c r a n i i d a e , 

I n c u r v a r i i d a e o r N e p t i c u l i d a e , w h i c h s u p p o s e d l y l a c k s e x c h r o m a t i n ( L u k h t a n o v 2 0 0 0 ) . 

T h e r e f o r e , t h e a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e i n t h e s e g r o u p s i s e x p e c t e d , a l t h o u g h t h i s 

o p t i o n c a n n o t b e e x c l u d e d w i t h o u t a t h o r o u g h c y t o g e n e t i c a n a l y s i s ( s e e b e l o w ) . 

4.2. Sex chromatin and W chromosome features in Geometridae 

S e x c h r o m a t i n h a s b e e n u s e d a s a m a r k e r o f t h e W c h r o m o s o m e p r e s e n c e f o r d e c a d e s , a n d 

i t s o c c u r r e n c e a c r o s s l e p i d o p t e r a n s p e c i e s p a r t i a l l y s h a p e d t h e W c h r o m o s o m e e v o l u t i o n 

t h e o r i e s i n t h e p a s t . T y p i c a l l y , a n o r m a l s e x c h r o m a t i n b o d y r e f l e c t s t h e p r e s e n c e o f a 

" c l a s s i c a l " h e t e r o c h r o m a t i n - r i c h W c h r o m o s o m e , a s s e e n e . g . i n Ephestia kuehniella ( T r a u t e t 

a l . 1 9 8 6 ) o r Cydia pomonella ( F u k o v a e t a l . 2 0 0 5 ) , w h i l e n o s e x c h r o m a t i n i s p r e s e n t i n Z O / Z Z 

s p e c i e s ( L u k h t a n o v 2 0 0 0 ; M a r e c & N o v a k 1 9 9 8 ) . H e n c e , i f n o s e x c h r o m a t i n i s o b s e r v e d , t h e 

a b s e n c e o f t h e W c h r o m o s o m e i s e x p e c t e d . H o w e v e r , s e v e r a l s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t t h e r e 

a r e c e r t a i n f a c t o r s i n f l u e n c i n g t h e a p p e a r a n c e o f t h e s e x c h r o m a t i n b o d y , w h i c h m a y 

e v e n t u a l l y c a u s e a n e r r o n e o u s c o n c l u s i o n s o f t h e s e x c h r o m o s o m e c o n s t i t u t i o n i n t h e 

e x a m i n e d s p e c i e s . F o r i n s t a n c e , c h r o m o s o m a l r e a r r a n g e m e n t s / f u s i o n s i n v o l v i n g t h e W 

c h r o m o s o m e c a u s e d d i s i n t e g r a t i o n o f s e x c h r o m a t i n i n m u t a n t s t r a i n s o f E. kuehniella 

( R a t h j e n s 1 9 7 4 ; T r a u t e t a l . 1 9 8 6 ; M a r e c & T r a u t 1 9 9 4 ) , a n d i n t h e w i l d p o p u l a t i o n s o f t h e 
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c l o u d e d A p o l l o Parnassius mnemosyne ( V l a s a n e k e t a l . 2 0 1 7 ) , t h e v a p o u r e r m o t h Orgyia 

antiqua ( Y o s h i d o e t a l . 2 0 0 5 b ) a n d t h e w o o d w h i t e b u t t e r f l i e s Leptidea ( S i c h o v a e t a l . 2 0 1 5 ) . 

F u r t h e r , s e x c h r o m a t i n a b e r r a t i o n s w e r e o b s e r v e d i n h i g h l y t r a n s c r i p t i o n a l l y a c t i v e n u r s e a n d 

f o l l i c l e c e l l s d u r i n g p r e v i t e l l o g e n e s i s i n E. kuehniella ( W Z / Z Z , G u e l i n 1 9 9 4 ) . T h e W 

c h r o m o s o m e i s a l s o p r e s e n t i n t h e l u p i n e g h o s t m o t h , Phymatopus californicus, w h i c h l a c k s 

s e x c h r o m a t i n c o m p l e t e l y ( V o l e n i k o v a 2 0 1 5 ) . O n t h e o t h e r h a n d , a r e g u l a r s e x c h r o m a t i n 

b o d y w a s r e c o r d e d i n t h e M o n a r c h b u t t e r f l y , Danaus plexippus, d e s p i t e t h e p r e s e n c e o f a 

n e o - W c h r o m o s o m e w h i c h o r i g i n a t e d v i a W - a u t o s o m e f u s i o n ( M o n g u e e t a l . 2 0 1 7 ) . 

I n o u r s t u d y H e j n i c k o v a e t a l . ( 2 0 2 1 ) , w e s h o w e d m o r e e x a m p l e s o f s e x c h r o m a t i n a b e r r a t i o n s 

a n d e x a m i n e d t h e i r l i n k t o t h e W c h r o m o s o m e s t a t u s i n 8 s p e c i e s o f G e o m e t r i d a e . T o m y 

k n o w l e d g e , t h i s i s t h e m o s t c o m p r e h e n s i v e s t u d y o n s e x c h r o m o s o m e s i n a s i n g l e f a m i l y o f 

L e p i d o p t e r a . T h e r e s u l t s c o v e r e d t h e w h o l e s p e c t r u m o f p o s s i b l e o u t c o m e s , r a n g i n g f r o m t h e 

c l a s s i c a l c o m b i n a t i o n o f a r e g u l a r s e x c h r o m a t i n b o d y i n W Z f e m a l e s , t o a p l e t h o r a o f o t h e r 

a b e r r a n t v a r i a n t s o f s e x c h r o m a t i n b o d i e s a n d c o m p l i c a t e d n e o - W o r m u l t i v a l e n t s y s t e m s t o 

t h e l a c k o f s e x c h r o m a t i n i n Z O f e m a l e s . A l t h o u g h t h i s s t u d y d i d n o t p r o v i d e a u n i v e r s a l a n s w e r 

a s t o w h i c h f e a t u r e s o f t h e W c h r o m o s o m e a f f e c t t h e f o r m o f s e x c h r o m a t i n b o d y , w e d i d 

o b s e r v e c e r t a i n p a t t e r n s . O u r d a t a i n c o m b i n a t i o n w i t h t h e a v a i l a b l e l i t e r a t u r e d a t a s u g g e s t 

t h a t s e x c h r o m a t i n f o r m a t i o n i s i n f l u e n c e d b y t h e a c t u a l l e v e l o f d i f f e r e n t i a t i o n o f t h e W 

c h r o m o s o m e a n d , e s p e c i a l l y i n t h e c a s e o f n e o - W c h r o m o s o m e s , p o s s i b l y b y t h e r e l a t i v e 

p r o p o r t i o n o f t h e e u c h r o m a t i c s e g m e n t t o h e t e r o c h r o m a t i n . T o p r o d u c e a p r o p e r s e x 

c h r o m a t i n b o d y , t h e W - c h r o m o s o m e D N A p r o b a b l y n e e d s t o b e c o m p a c t e d b y s o m e k i n d o f 

a h i g h e r - o r d e r m e c h a n i s m , w h i c h c o u l d b e f a c i l i t a t e d f o r i n s t a n c e b y e p i g e n e t i c m a r k e r s s u c h 

a s p h o s p h o r y l a t i o n ( K a t a o k a e t a l . 2 0 1 6 ) , a n d / o r c e r t a i n t y p e s o f s e q u e n c e s s u c h a s L I N E 

e l e m e n t s ( L o d a e t a l . 2 0 1 7 ) . N a t u r a l l y , p r e s e n c e o f t h e s e f e a t u r e s o n t h e W c h r o m o s o m e m a y 

g r e a t l y d i f f e r b e t w e e n s p e c i e s . 

H e n c e , w e b e l i e v e t h a t s e x c h r o m a t i n i s a v a l u a b l e m a r k e r t h a t c a n p r o v i d e t e n t a t i v e 

i n f o r m a t i o n a b o u t t h e c o n d i t i o n o f t h e W c h r o m o s o m e . H o w e v e r , i t m u s t b e i n t e r p r e t e d w i t h 

c a u t i o n a n d t h e a c t u a l s e x c h r o m o s o m e s t a t u s a l w a y s n e e d s t o b e v e r i f i e d . 

S e x c h r o m o s o m e s i n g e n e r a l a r e e x p e c t e d t o v a r y b e t w e e n s p e c i e s t o a c e r t a i n d e g r e e ( e . g . 

R e i n h o l d a n d E n g q v i s t 2 0 1 3 ; A n s a i e t a l . 2 0 2 2 ) , n e v e r t h e l e s s t h e v a r i a b i l i t y i n s e x c h r o m o s o m e 

c o n s t i t u t i o n w e d e t e c t e d w i t h i n t h e f a m i l y o f G e o m e t r i d a e i s a s t o n i s h i n g . A l t h o u g h s i m i l a r 
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l e v e l o f d i v e r s i t y h a s b e e n o b s e r v e d a c r o s s l e p i d o p t e r a n f a m i l i e s ( Y o s h i d o e t a l . 2 0 0 6 ) a n d 

e v e n i n a s i n g l e g e n u s (Šíchová e t a l . 2 0 1 5 ; Zrzavá e t a l . 2 0 1 8 ) , i n t h i s s t u d y w e r e c o r d e d t w o 

c a s e s o f i n t r a s p e c i f i c p o l y m o r p h i s m , d i f f e r i n g b o t h i n W c h r o m o s o m e a n d s e x c h r o m a t i n 

f e a t u r e s . T h e s e f i n d i n g s e m p h a s i z e t h e i m p o r t a n c e o f a t h o r o u g h i n v e s t i g a t i o n i n s e v e r a l 

p o p u l a t i o n s o f t h e e x a m i n e d s p e c i e s , a n d a l s o t h e n e c e s s i t y t o i n s p e c t s e v e r a l s p e c i e s f r o m 

a n e x a m i n e d l e p i d o p t e r a n f a m i l y b e f o r e d r a w i n g a n y c o n c l u s i o n s . 

4.3. Retrotransposon accumulation on the W chromosome 

S e x - s p e c i f i c c h r o m o s o m e s s u c h a s Y o r W a r e k n o w n t o a c c u m u l a t e v a r i o u s t y p e s o f r e p e t i t i v e 

s e q u e n c e s ( C h a r l e s w o r t h & C h a r l e s w o r t h 2 0 0 0 ; T r a u t e t a l . 2 0 1 3 ) . I n t h e c a s e o f L e p i d o p t e r a , 

t h e c o n t e n t o f t h e W c h r o m o s o m e i s s t i l l l a r g e l y u n k n o w n . M o r e o v e r , c o n s i d e r i n g t h e 

e n o r m o u s v a r i a b i l i t y o f W c h r o m o s o m e s a c r o s s e x a m i n e d s p e c i e s i t i s n o w o b v i o u s t h a t t h e y 

m u s t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r f r o m e a c h o t h e r i n m o l e c u l a r c o m p o s i t i o n . T h e i r m o s t p r o m i n e n t 

s h a r e d f e a t u r e i s t h e h i g h c o n t e n t o f m o b i l e e l e m e n t s , e s p e c i a l l y r e t r o t r a n s p o s o n s , w h i c h h a s 

b e e n s h o w n e . g . i n B. mori ( A b e e t a l . 2 0 0 5 ; A b e e t a l . 2 0 1 0 ) a n d C. pomonella (Fuková e t a l . 

2 0 0 7 ) . T h e i r a m p l e o c c u r r e n c e i s l a r g e l y f a c i l i t a t e d b y t h e i r c o p y - p a s t e r e p l i c a t i o n 

m e c h a n i s m , w h i c h e n a b l e s t h e m t o e x p a n d r a p i d l y , a n d b y t h e a b s e n c e o f r e c o m b i n a t i o n i n 

f e m a l e m e i o s i s , w h i c h w o u l d n o r m a l l y l i m i t s u c h e x p a n s i o n . 

A s e x p e c t e d , t h e t y p e s o f r e t r o t r a n s p o s o n s t h a t c o l o n i z e t h e W c h r o m o s o m e v a r y f r o m 

s p e c i e s t o s p e c i e s . W h i l e i n s o m e o f t h e m t h e W c h r o m o s o m e a c c u m u l a t e s a l l k i n d s o f 

r e t r o t r a n s p o s o n s w h i c h o c c u r i n t h e g e n o m e , i t i s o c c u p i e d b y a p a r t i c u l a r t y p e o f s e q u e n c e s 

i n o t h e r s . W e c o n f i r m e d t h i s o b s e r v a t i o n b a s e d o n C G H r e s u l t s i n G e o m e t r i d a e (Hejníčková 

e t a l . 2 0 2 1 ) , w h e n w e s t u d i e d t w o W Z / Z Z s p e c i e s w i t h c y t o g e n e t i c a l l y d i f f e r e n t W 

c h r o m o s o m e s . I n E. atomaria, t h e r e s u l t s i n d i c a t e d t h a t c o m m o n r e p e t i t i v e s e q u e n c e s a r e 

a c c u m u l a t i n g o n t h e W c h r o m o s o m e , w h i l e i n P. rhomboidaria t h e W c h r o m o s o m e s e e m s t o 

c o n t a i n f e m a l e - e n r i c h e d r e p e a t s . W e s e a r c h e d f o r t h e d i f f e r e n c e s i n r e p e t i t i v e D N A b e t w e e n 

b o t h s e x e s i n t h e s e s p e c i e s i n o r d e r t o i d e n t i f y W - c h r o m o s o m e e n r i c h e d r e p e a t s . A s 

e x p e c t e d , w e f o u n d v e r y f e w m a t c h e s i n E. atomaria, a n d t h e o n l y p r o m i s i n g s e q u e n c e w h i c h 

w a s m a p p e d t u r n e d o u t t o b e h i g h l y u b i q u i t o u s (Kubínová 2 0 2 2 ) . I n c o n t r a s t , w e i d e n t i f i e d 

1 0 p u t a t i v e W - e n r i c h e d s e q u e n c e s i n P. rhomboidaria (Hejníčková e t a l . 2 0 2 2 , p r e p r i n t ) , o f 
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w h i c h t h e t w o m o s t a b u n d a n t s e q u e n c e s w e r e s e l e c t e d f o r f u r t h e r i n v e s t i g a t i o n . T h e r e s u l t s 

s h o w e d t h a t t h e y a r e i n d e e d h i g h l y e n r i c h e d o n t h e W c h r o m o s o m e , e s p e c i a l l y t h e P R W B e l -

P a o e l e m e n t w h i c h c o v e r s i t s e n t i r e l e n g t h , e x c e p t f o r i t s t e r m i n a l e u c h r o m a t i c p a r t . T h e s e 

f i n d i n g s a r e c o n s i s t e n t w i t h p r e v i o u s r e s e a r c h a n d e m p h a s i z e t h e i m p o r t a n c e o f 

r e t r o t r a n s p o s o n s i n t h e W c h r o m o s o m e e v o l u t i o n i n L e p i d o p t e r a . 

F i n a l l y , i t i s t e m p t i n g t o s p e c u l a t e t h a t i t a p p l i e s a l s o vice versa - t h e W c h r o m o s o m e s c o u l d 

i n f a c t p l a y a r o l e i n t h e e v o l u t i o n o f r e t r o t r a n s p o s o n s . T y p i c a l l y , t h e a c c u m u l a t e d s e q u e n c e s 

l o s e t h e i r f u n c t i o n a l d o m a i n s a n d t h u s t h e a b i l i t y o f t r a n s p o s i t i o n . H o w e v e r , t h e i r a b u n d a n c e 

c o m b i n e d w i t h t h e a b s e n c e o f m e i o t i c r e c o m b i n a t i o n c o u l d t h e o r e t i c a l l y f a c i l i t a t e t h e i r 

s t r u c t u r a l r e s h u f f l i n g w h i c h c o u l d p r o d u c e n e w t r a n s p o s a b l e e l e m e n t s . W c h r o m o s o m e s t h u s 

r e p r e s e n t a w a s t e l a n d o f o p p o r t u n i t i e s . 
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5. Synthesis and future perspectives 

W h y a r e t h e W c h r o m o s o m e s i n L e p i d o p t e r a s o v a r i a b l e ? I n m y h u m b l e o p i n i o n , i t s e e m s t h a t 

o n e o f t h e u n d e r l y i n g f o r c e s o f d i v e r s i f i c a t i o n a r e i n d e e d r e t r o t r a n s p o s o n s , w h i c h r e p l i c a t e 

a n d r e a r r a n g e i n a r a n d o m m a n n e r a n d s u c c e s s f u l l y e x p l o i t t h e a b s e n c e o f f e m a l e m e i o t i c 

r e c o m b i n a t i o n t o c o l o n i z e t h e W c h r o m o s o m e . T h e c o l o n i z a t i o n i s p r o b a b l y a d y n a m i c 

p r o c e s s w i t h a n u n p r e d i c t a b l e o u t c o m e , t h e r e f o r e t h e r e s u l t d i f f e r s g r e a t l y e v e n i f t h e o r i g i n a l 

" i n p u t " ( e . g . t h e p r o t o - W c h r o m o s o m e ) i s e q u a l . T h e a c t u a l s e q u e n t i a l c o m p o s i t i o n o f t h e W 

c h r o m o s o m e a l s o a f f e c t s i t s a b i l i t y t o f o r m a n d m a i n t a i n s e x c h r o m a t i n b o d y , h o w e v e r , t h e 

e x a c t m a c h i n e r y r e m a i n s e l u s i v e . 

T h e e v o l u t i o n o f W c h r o m o s o m e s i s p r o b a b l y e v e n m o r e s t o c h a s t i c t h a n o r i g i n a l l y t h o u g h t . I t 

i s n o w c l e a r t h a t w e n e e d t o s t u d y e a c h l e p i d o p t e r a n f a m i l y t h o r o u g h l y , s a m p l e s e v e r a l 

p o p u l a t i o n s , a n d a l s o f o c u s o n t h e s e q u e n c e f e a t u r e s o f t h e s e x c h r o m o s o m e s t o o b t a i n t h e 

o v e r a l l p i c t u r e . T h i s i s n o w p o s s i b l e t h a n k s t o l o n g - r e a d s e q u e n c i n g t e c h n o l o g i e s w h i c h m a y 

h e l p t o u n c o v e r t h e m e c h a n i s m s o f t h e W c h r o m o s o m e n a s c e n c e . I n m o s t o f t h e e x a m i n e d 

s p e c i e s o f D i t r y s i a , n o s e q u e n t i a l h o m o l o g y w a s f o u n d b e t w e e n W a n d Z ( F u e t a l . 2 0 1 8 ; W a n 

e t a l . 2 0 1 9 ; L e w i s e t a l . 2 0 2 1 ) , c o n s i s t e n t w i t h t h e i r p r o p o s e d B - c h r o m o s o m e a d o p t i o n 

( D a l i k o v a e t a l . 2 0 1 7 a ) . H o w e v e r , r e c e n t d a t a f r o m t w o s p e c i e s o f C r a m b i d a e ( a l s o D i t r y s i a ) 

s u g g e s t t h a t t h e W c h r o m o s o m e e m e r g e d f r o m t h e Z c h r o m o s o m e ( D a i e t a l . 2 0 2 2 ; p r e p r i n t ) 

T h i s w o u l d m e a n t h a t t h e t h e o r y o n n o n - c a n o n i c a l W c h r o m o s o m e o r i g i n i n L e p i d o p t e r a i s i n 

f a c t e v e n m o r e c o m p l i c a t e d , s i n c e m u l t i p l e i n d e p e n d e n t v e r s i o n s o f t h e W c h r o m o s o m e w i t h 

v a r i o u s e m e r g e n c e m e c h a n i s m s m a y e x i s t a c r o s s t h e d i t r y s i a n c l a d e . T h u s , t h e r i s e o f a n e w 

W c h r o m o s o m e m a y b e a c t u a l l y a r e l a t i v e l y f r e q u e n t e v e n t . 

S u c h a s t a t e m e n t i s n o t e x a g g e r a t e d i n v i e w o f t h e a m a z i n g W c h r o m o s o m e v a r i a b i l i t y a c r o s s 

L e p i d o p t e r a . O n t h e o n e h a n d , i t s e e m s l o g i c a l t h a t a n u n c o o r d i n a t e d a c c u m u l a t i o n o f 

r a n d o m r e t r o t r a n s p o s o n s l e a d s t o t h e e m e r g e n c e o f d i f f e r e n t W c h r o m o s o m e s , w h i c h t h e n 

f o l l o w u n p r e d i c t a b l e e v o l u t i o n a r y t r a j e c t o r i e s . O n t h e o t h e r h a n d , t h e r e a r e s t i l l n o t e n o u g h 

h i g h - q u a l i t y c h r o m o s o m e - l e v e l a s s e m b l i e s f r o m b o t h s e x e s w h i c h w o u l d a l l o w t o c o n f i r m o r 

d i s p r o v e t h i s c l a i m , s o i t s h o u l d b e t a k e n w i t h a g r a i n o f s a l t . 

A l l t h e s e f i n d i n g s s h e d n e w l i g h t o n t h e r o l e o f t h e W c h r o m o s o m e i n t h e s e x d e t e r m i n a t i o n 

o f D i t r y s i a . W h i l e i t i s k n o w n t o b e a s e x - d e t e r m i n i n g c h r o m o s o m e i n s o m e s p e c i e s ( K i u c h i e t 
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a l . 2 0 1 4 ; V i s s e r 2 0 2 1 ) , i t i s i r r e l e v a n t ( Y o s h i d o e t a l . 2 0 1 6 ) o r a b s e n t ( Y o s h i d o e t a l . 2 0 0 6 ; 

H e j n i c k o v a e t a l . 2 0 2 1 ) i n o t h e r s . I n c o n c l u s i o n , t h e e v o l u t i o n , c o n t e n t a n d t h e i m p o r t a n c e o f 

t h e W c h r o m o s o m e i n L e p i d o p t e r a r e m a i n t o b e s t u d i e d . 
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Wasteland of opportunities 

There is rise and there is fall, 

one element might rule it all. 

Fusion which may follow fission, 

ammunition for transposition. 

Seek the truth and unmask lie! 

What is dead may never die. 

Embrace chaos, keep with it. 

Place your bets: what is it? 

I am certain and so are you: 

it's chromosome W. 
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