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1 Uvod
Uz pfed vice nez sto lety bylo z dédi¢nosti vazané na pohlavi pozorované u

pidalky angrestove, Abraxas grossulariata, vyvozeno, ze motyli, druhy nejpocCetnéjsi
hmyzi fad, maji na rozdil od jinych skupin organismu, samici heterogametické urceni
pohlavi WZ/ZZ. Podle pidalky angreStové byl tento zpusob ureni pohlavi
pojmenovan jako typ Abraxas. Klasicka cytogenetika si s chromosomy motyll, kvali
mnoha jejich zvlastnostem, nedokazala poradit, a tak trvalo dalSich témér devadesat
let, nez bylo mozné jejich pohlavni chromosomy podrobné analyzovat. Teprve dnes,
v nové éfe genomiky, v8ak mame moznost odhalit také evolu¢ni puvod pohlavnich

chromosom( motyld.

1.1. Vznik a diferenciace pohlavnich chromosomu
Evoluéni puvod pohlavnich chromosomu je Uzce spjat s oddélenim

rozmnozovacich funkci v plvodné hermafroditické populaci. Tento proces vzniku
geneticky uréeného samciho a sami€iho pohlavi ma dva kroky. Nejdfive v populaci
dojde k recesivni mutaci vyvolavajici samci sterilitu, ktera zabrani vzniku potomstva
s nizkou reprodukéni uUspésSnosti samooplozenim a umozni vétSi investice do
produkce samiciho potomstva. Rostouci frekvence této mutace nasledné zvysi
selekéni tlak na mutaci zpasobujici samici sterilitu. Pokud je mutace pro samici
sterilitu dominantni a oba lokusy budou v dostateCné tésné vazbé, v populaci
prevladnou homogametické samice a heterogameticni samci (Charlesworth a
Charlesworth, 1978; Ayling a Griffin, 2002). Tato ranna faze evoluce pohlavnich
chromosomU byla recentné popsana u jahodniku Fragaria virginiana, v jehoz
populaci koexistuji jednodomé, samci i samicCi rostliny. Sam¢&i a sami€i pohlavi je
urCovano dvéma geny v tésné vazbé, mezi nimiz jesté neni zcela zablokovana
rekombinace (Spigler a kol., 2008). Protoze rekombinace naruSuje vazebnou
nerovnovahu alel téchto genu, existuje zde selekéni tlak na uzsi genetickou vazbu a
restrikci rekombinace v lokusu chromosomalnimi pfestavbami (Ming a Moore, 2007;
Bergero a Charlesworth, 2009). Pfedpoklada se, Ze nasledna akumulace sexualné
antagonistickych gend, tj. gend prospéSnych pro jedno ale Skodlivych pro druhé
pohlavi, na pohlavnich chromosomech vede k zastaveni rekombinace i mezi dalSimi
lokusy. Vysledkem je uplné zablokovani rekombinace mezi pohlavnimi chromosomy,

které nastartuje procesy vedouci vkone¢ném dasledku k Uplné degeneraci



heteromorfnich chromosomt Y a W (Bergero a Charlesworth, 2009). Nejvyznamné;si
roli v upadku pohlavnich chromosomu( hraje patrné Mullerova rohatka, tj. nevratné
hromadéni Skodlivych alel v disledku genetického driftu, a tzv. “hitchhiking”, kdy
vyhodna mutace zapfiCini fixaci vSech Skodlivych mutaci na chromosomu.
Vysledkem je vznik pseudogent a hromadéni repetitivnich sekvenci, které
zprostfedkovavaji ektopickou rekombinaci zpUsobujici Cetné delece. Fixace
Skodlivych alel v mnoha Y/W vazanych lokusech vyvola selek¢ni tlak na zvySeni
exprese prislusnych alel na X/Z chromosomu. Pokud toto navySeni genové exprese
neni omezeno pouze na heterogametické pohlavi jako je tomu napf. u octomilky,
patrné existuje selekCni tlak na kompenzaci genoveé davky, tj. jeji sniZeni, u pohlavi
homogametického napf. epigenetickym mechanismem inaktivace transkripce
znamym u savcl (Charlesworth, 1996; Larsson a Meller, 2006). To vSak neni
pravidlem. Bylo prokazano, Ze ptaci globalni kompenzaci genové davky postradaji a
exprese jejich genu je regulovana individualné, gen od genu (“gene-by-gene”) (Mank
a Ellegren, 2009).

Dobrym pfikladem diferenciovaného heteromorfniho chromosomu je Y
chromosom c¢lovéka. Geny, které na ném lezi, dokladaji jeho spole¢ny autosomalni
puvod s chromosomem X. Jen 30 z vice nez tisice genl vazanych na chromosom X
pretrvava v nehostinném prostiedi Y chromosomu patrné diky své pohlavné
specifické funkci. Jak ukazuji pfipady deleci ¢asti chromosomu Y spojené s absenci
nebo abnormalitami spermii, alespofi nékteré z nich jsou nezbytné pro spravny
prubéh sparmatogeneze (Graves, 2000). Mezi né patfi i dva geny (DAZ, CDY),
jejichz homology lezi na autosomech. Oba jsou exprimovany ve varlatech a nachazi
se na Y chromosomu v mnoha kopiich. Ne vSechny jejich kopie jsou aktivni a jejich
amplifikace je tedy patrné vysledkem selekce zabezpecujici dostate€nou expresi
téchto genu v prostfedi s vysokou mutaéni rychlosti (Skaletsky, 2003; Graves, 2006).
Srovnani Y chromosomu cClovéka a Simpanze odhalilo inaktivaci 5 z 16 studovanych
genu aktivnich u ¢lovéka (Hughes a kol, 2005). U nékterych vacnatcl je chromosom
Y velky pouze 10 Mb, jini ho dokonce béhem embryonalniho vyvoje v somatickych
bunikach eliminuji. V extrémnim pfipadé se da olekavat ztrata poslednich genu
vazanych na Y chromosom spojena se vznikem nového systému urCeni pohlavi a
zanikem chromosomu Y (Graves, 2000). Podle poslednich odhadl by lidsky
chromosom mohl zaniknout v horizontu 7 miliona let (Veyrunes a kol., 2008). Nejde
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pfitom o nerealny scénaf, jak dokazuji napf. ryposi rodu Ellobius (Graves, 2000; Just
a kol., 2002).

1.2. Pohlavni chromosomy a evoluce
Vyznam pohlavnich chromosomu je obecné spojovan s jejich roli v ur€eni

pohlavi. Hemizygotni stav chromosom( X a Z v heterozygotnim pohlavi ma vSak z
pohledu evoluce dalekosahlé disledky a patrné je zodpovédny za rozmanitost zivota,
tak jak ho zname dnes.

V roce 1984 wvytvofil Wiliam R. Rice model, podle kterého pohlavni
chromosomy usnadfuji Sifeni sexualné antagonistickych gent v populaci, ¢imz
spousti evoluci pohlavné dimorfnich znakl. Frekvence recesivni alely takového
genu, prospésné pro heterogametické pohlavi (XY) a S$kodlivé pro pohlavi
homogametické (XX), v populaci poroste, pokud bude vazana na pohlavni
chromosom X. To proto, ze na ni v heterogametickém pohlavi diky jeji hemizygotické
expresi bude puUsobit pozitivni selekce, zatimco v homogametické populaci bude
pfed negativni expresi maskovana divokou alelou. Dominantni alela sexualné
antagonistického genu se bude v populaci Sifit jen v pfipadé, kdy bude prospésna
pro homogametické pohlavi. Podle tohoto modelu by tedy mély byt sexualné
antagonistické geny ve zvySené mife zastoupeny na chromosomech X a Z (Rice,
1984).

Tento predpoklad byl o Etvrt stoleti pozdéji skute¢né potvrzen. Saifi a Chandra
(1999) vyhledali ve vefejnych databazich geny, jejichz mutace u Clovéka zpUsobuiji
poruchy diferenciace pohlavi, vyvoje genitalii a plodnosti. Zjistili, Zze ze 72 téchto
genl jich celkem 46 lezi na chromosomu X. Podobnym pfistupem se podafilo
prokazat, ze X chromosom c¢lovéka obsahuje ve srovnani s autosomy vice gend,
jejichz mutace zpulsobuji mentalni retardaci, tj. genu zodpovédnych za vyvoj
kognitivnich schopnosti (Zechner a kol., 2001). Tato nenahodna distribuce urcitych
skupin genl se neomezuje jen na Clovéka. Také geny specificky exprimované béhem
rané spermatogeneze v mySich varlatech a spermatocytech jsou nadmérné
zastoupeny na chromosomu X (Wang a kol., 2001; Khil a kol., 2004). Distribuce genu
s pohlavné specifickou expresi v genomu byla zatim studovana u jediného druhu se
systémem urCeni pohlavi typu WZ, kura bankivského (Gallus gallus). Bylo zjisténo,

2e chromosom Z je vyrazné obohacen o geny exprimované v saméim mozku,



zatimco geny s expresi v mozku samice jsou na ném podreprezentovany. To
odpovida Riceovu teoretickému modelu pouze v pfipadé, Ze je mutantni alela
prospédna homogametickému pohlavi alespon ¢aste€né dominantni (Kaiser a
Ellegren, 2006; Storchova a Divina, 2006).

Vysoky obsah genl zodpovédnych za diferenciaci pohlavi a plodnost
poji pohlavni chromosomy X a Z s dost mozna nejvyznaméjSim evolucnim procesem
vubec, speciaci. Speciace je Uzce spojena stvorbou prezygotickych a
postzygotickych rozmnozovacich bariér, které slouzi k zamezeni toku genl mezi
dvéma druhy. Da se tedy oCekavat, Ze geny zodpovédné za formovani téchto bariér
nejsou v genomu rozmistény rovnhomeérné, ale jsou obzvlast hojné na pohlavnich
chromosomech (Servedio a Saetre, 2003).

Mezi postzygotické bariéry, tj. bariéry uplatiujici se az po oplozeni vajicka,
patfi inkompatibilita hybridl, ktera ma za nasledek snizeni jejich Zivotaschopnosti a
reproduk&ni uspésnosti. Kfizeni jedincu z riznych populaci nebo linii stejného druhu
odhalila zajimavy fenomén. Bylo zjiSténo, ze pokud se v potomstvu F1 generace
vyskytne sterilita nebo neZivotaschopnost, postihuje zpravidla vice heterogametické
pohlavi a to jak samci (XY) tak sami¢i (WZ). Tento fenomén je znam jako Haldanovo
pravidlo a byl dosud zaznamenan u vSech studovanych skupin zivoCichl. Vznika po
oddéleni dvou populaci postupnou fixaci novych alel. Pokud dojde k druhotnému
kontaktu téchto populaci a jejich kfiZzeni, recesivni alely vazané na pohlavni
chromosom X/Z se v hybridu heterogametického pohlavi ocithou v hemizygotnim
stavu. Pokud je fenotyp téchto alel podminén jejich interakci s autosomalnimi geny,
jejich produkty budou v proteinovych komplexech inkompatibilni s polovinou svych
partneru (Jiggins a kol., 2001; Naisbit a kol., 2002; Presgraves, 2002; Qvarnstrom a
Bailey, 2009).

Prezygotické bariéry plasobi uz v rané fazi reprodukéniho cyklu a jak uz sam
nazev napovida, patfi mezi né vSe, co snizuje pravdépodobnost setkani dvou jedincu
rizného druhu, jejich pafeni ¢&i UspéSného oplozeni. Z pohledu pohlavnich
pohlavnimi znaky, mezi které patfi napf. pohlavni organy nebo proteiny zajisStujici
interakci spermie s vajiCkem, a sekundarnimi pohlavnimi znaky, které jsou
predmétem pohlavniho vybéru (Qvarnstrom a Bailey, 2009). VSechny tyto znaky maji
pohlavné specificky vliv na reprodukéni uspésnost a ¢asto také pohlavné specifickou
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expresi. Jak uz bylo uvedeno vyse, tyto atributy zvySuji pravdépodobnost jejich vazby
na pohlavni chromosomy (Saetre a kol., 2003; Vicoso a Charlesworth, 2006). Roli
pohlavnich chromosom( v pohlavnim vybéru je mozné stanovit na zakladé
reciprokych kfizeni. Reinhold (1998) na zakladé analyzy dat dostupnych v literatufe
dospél k zavéru, Ze geny vazané na chromosom X znacnou mérou ovliviuji znaky
podléhajici pohlavnimu vybéru. Podle prehledu recentnich dat vSak vazbé& znaku
zodpovédnych za prezygotickou izolaci na pohlavni chromosom X nic nenasvédcuje
(Qvarnstrom a Bailey, 2009). Jina je situace u taxonu se sami¢im heterogametickym
pohlavim. Vice nez polovina znakl sledovanych u Sesti dobfe prostudovanych
druhovych komplext motyll (Lepidoptera) lezi na chromosomu Z (Sperling, 1994;
Prowell, 1998). U zavijeCe kukuficného (Ostrinia nubilalis) byly na chromosomu
Z zamapovany hlavni faktory urc€ujici rozdily v dobé postdiapausniho vyvoje a samci
behavioralni odpovéd k sami€imu feromonu (Dopman a kol.,, 2005). DalSim
prikladem muaze byt samice pfastevnika Utetheisa ornatrix ktera se prednostné pafi
s vétSimi samci. lyengar a kol. (2002) ukazali, ze se i tato samici preference dédi
spole¢né s chromosomem Z. Geny zodpovédné za prezygotickou izolaci vazané na
chromosom Z jsou znamé také u ptakd. U lejskll Ficedula hypoleuca a F. albicolis
spole€na vazba genu zodpovédnych za asortativni parovani (barva pefi a samici
preference) a inkompatibilitu hybridd na chromosomu Z podporuje proces
adaptivniho posileni prezygotické izolace (“reinforcement of prezygotic isolation”) v
zoné jejich druhotného kontaktu (Servedio a Saetre, 2003; Saether et al., 2007).
Obdobny pfipad byl zaznamenan také u zlutasku Colias eurytheme a C. philodice.
Samice téchto druhu si vybiraji samce na zakladé druhové specifickych visualnich a
feromonovych signall. Bylo prokazano, ze vétSina genu zodpovédnych za samici
pohlavni vybér je spole¢né s velkou &asti genl kontrolujicich samci signaly
lokalizovana na chromosomu Z (Grula a Taylor,1980).

Reeve a Pfennig (2003) formulovali hypotézu, podle které je nachylnost
nékterych skupin zivo€ichu k pohlavnimu vybéru dasledkem jejich systému
chromosomalniho ur€eni pohlavi. Podle jejich modelu je pro vzacnou alelu
zodpovédnou za pohlavné selektovany znak vazba na Z chromosom vyhodna,
protoZe ve srovnani s autosomalni dédi¢nosti nebo vazbou na chromosom X znaéné
snizuje pravdépodobnost jeji nahodné ztraty z populace. Klicovym predpokladem
autoru je vazba samici preference pro sekundarni pohlavni znak na chromosom Z.
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Kirkpatrick a Hall (2004) metodicky pfistup i zavéry Reeva a Pfenninga (2003)
zpochybnili. Také v jejich modelu v8ak vazba na pohlavni chromosomy zvySuje

pravdépodobnost fixace alely podminujici pohlavné selektovany znak v populaci.

1.3. Cytogenetika motylu

1.3.1. Karyotyp motyla
Mitoticky komplement motylu (Lepidoptera) sestava zpravidla z velkého poctu

malych chromosomu, které se od sebe tvarové a velikostné pfili§ nelisi (De Prins a
Saitoh, 2003; Mediouni a kol., 2004; Fukova a kol., 2005). Za ancestraini karyotyp je,
na zakladé srovnani modalnich po¢td chromosomud motyld (n=31) a jejich sesterské
skupiny, chrostikd (Trichoptera) (n=30), povazovan haploidni pocet chromosomd
n=31 (Suomalainen, 1966; De Prins a Saitoh, 2003). Tomu odpovidaji i pocty
chromosomU pozorované u basalnich skupin motylt (Luktanov, 2000). Chromosomy
motyld nemaji centromeru (Wolf a kol.,, 1997) a v anafazi se jejich sesterské
chromatidy rozchazi paralelni disjunkci (Murakami a Imai, 1974). Jsou tedy
povazovany za chromosomy holokinetického typu, tj. kinetochor pokryva vétSinu
jejich povrchu (Suomalainen, 1969; Murakami a Imai, 1974). Motyli maji
chromosomalni samiCi heterogametické uréeni pohlavi ZZ/Z0 nebo ZZ/WZ.
Chromosom W, pokud je pfitomen, je u motyll zpravidla dobfe diferenciovan a
sklada se prevazné z vSudypfitomnych repetitivnich sekvenci odvozenych z
mobilnich elementd (Sahara a kol., 2003; Abe a kol., 2005; Fukova a kol., 2007;
Vitkova a kol., 2007). V interfaznich jadrech somatickych bunék tvofi chromosom W
pohlavné specificky heterochromatin (tzv. "sex chromatin”) (Traut a Marec, 1996).
Motyli, podobné jako ptaci (viz. kap. 1.1), postradaji mechanismus kompenzace
genové davky (Suzuki a kol., 1998, 1999; Koike a kol. 2003). Béhem meidzy
nedochazi u samic motyll k rekombinaci (Marec a Traut, 1993; Traut a kol., 2007).
Tato tzv. achiamaticka meioéza je spoleCna motylim i chrostikim (Suomalainen,
1966) a patrné tedy nesouvisi s potfebou zablokovani rekombinace mezi pohlavnimi
chromosomy (viz. kap. 1.1). Absence jakychkoli morfologickych znak( (Mediouni a
kol., 2004; Fukova a kol., 2005) a selhani prouzkovacich technik (Bedo, 1984, De
Prins a Saitoh, 2003) znemoZzhujici identifikaci jednotlivych mitotickych chromosomu
dlouhou dobu omezovalo cytogenetické studium motyld na prosté pocitani

chromosomU. Karyotypovou analyzu motyld usnadnilo az vyuziti pachytennich
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chromosomd, které jsou mnohem delSi, tvofi bivalenty a maiji vyrazny chromomerovy
vzor. DalSi vyhodou je, Ze na pachytennich bivalentech je, na rozdil od mitotickych
chromosomU mozné stfibrem detekovat transkripéné aktivni jadérko (Fukova a kol.,
2005). Toho bylo vyuzito k identifikaci 6 z celkem 28 pachytennich bivalenti bource
morusového (Bombyx mori) (Traut, 1976), pfi studiu karyotypové evoluce stétconosu
rodu Orgyia (Traut a Clarke, 1997) a diferenciace pohlavnich chromosomu motyla
(Traut a Marec, 1997).

1.3.2. Zlaty vék molekularni cytogenetiky
Zavedeni modernich molekularnich metod, jmenovité fluorescencni in situ

hybridizace (FISH) a jejich modifikaci, do cytogenetického vyzkumu pfedstavovalo
pro studium chromosomi motylt prfelomovy okamzik. Traut a kol. (1999, 2001),
inspirovani uplatnénim komparativni genomové hybridizace (CGH) v nadorové
diagnostice, vyuzili tuto metodu pro identifikaci molekularné diferenciovanych
pohlavnich chromosomU(l. Podobné vyuziti nasla také jednodussi genomova in situ
hybridizace (GISH) pouzita poprvé u motyll ke studiu pohlavniho chromosomu W a
jeho aberaci u bource moruSového (Sahara a kol., 2003a). Obé tyto metody nasly
Siroké vyuziti pfi identifikaci pohlavnich chromosomU Fady druhd motyla (Sahara a
kol., 2003b; Mediouni a kol., 2004; Fukova a kol., 2005; Yoshido a kol., 2005b;
Vitkova a kol., 2007). Fluorescenéni in situ hybridizace s telomerickou sondou
(TTAGG), pfispéla k objasnéni evolu€¢niho puvodu hmyzi telomerické sekvence
(Sahara a kol., 1999; Frydrychova a kol., 2004; Vitkova a kol., 2005) a v kombinaci s
tyramidovou amplifikaci signalu odhalila pfitomnost intersticialnich telomerickych
sekvenci v genomu motyld (Rego a Marec, 2003). Spole¢né s GISH umoznila
telomericka FISH studium evoluce neo-pohlavnich chromosom( motylti rodu Orgyia
(Lymantridae) a Samia (Saturniidae) (Yoshido a kol., 2005b). Dal§im milnikem byla
jisté pfiprava W-specifickych malovacich sond metodou laserové mikrodisekce
(Fukova a kol., 2007; Vitkova a kol., 2007). Hybridizace W-specifické malovaci sondy
zavijeCe moucného, Ephestia kuehniella, (Pyralidae) na pfibuzné druhy zavijecu
potvrdila rychlou divergenci chromosomu W motylt (Vitkova a kol., 2007). Tento
experiment bohuzel také ukazal, ze se W-specifické malovaci sondy nehodi pro
studium evoluce pohlavnich chromosom( motylu. Velké nadéje jsou v tomto ohledu

vkladany do vyuziti malovacich sond specifickych pro chromosom Z. Jejich



konstrukce se v8ak k dnesnimu dni kvili metodickym prekazkam nezdafila (Sichova,
2009). Mapovani geni metodou FISH je vzhledem k jeji nizké rozliSovaci schopnosti
omezeno na Cleny velkych genovych rodin. U motyll byla zatim studovana pouze
distribuce klastrd gend pro hlavni ribosomalni RNA (18S, 5.8S a 28S rRNA) (Nguyen

a kol.,v oponentnim fizeni).

1.3.3. Novy svét srovnavaci genomiky
Zverejnénim predbézné sekvence genomu bource morusového, B. mori, (Mita

a kol.,, 2004; Xia a kol. 2004) se nam doslova oteviel svét novych moznosti.
Vzhledem k relativné malému pokryti vSak zlstal genom bource fragmentovan, coz
znacné zkomplikovalo jeho anotaci a dalSi studie. Pro podrobnou analyzu genomu
bource bylo tedy nezbytné integrovat fyzické a genetické mapy. Proto sestauvil
Yoshido a kol. (2005a) pomoci fluorescencni in situ hybridizace umélych
bakterialnich chromosomu, tzv. BAC (“Bacterial Artificial Chromosome”) FISH,
karyotyp bource morugového. Slo vlastné o fyzickou mapu vytvofenou na zakladé jiz
existujici mapy genetické (Yasukochi, 1998), kterd umoznila pfifazeni vazebnych
skupin bource k jednotlivym chromosomium. Tato mapa byla nasledné pouzita
k ukotveni 523 BAC kontigi nesoucich 342 znamych gent a 85 EST (“Expresed
Sequence Tag”) sekvenci (Yasukochi a kol., 2006).

Srovnani takto ziskané mapy s vazebnou mapou babolky Heliconius
melpomene (Nymphalidae) (Jiggins a kol., 2005) obsahujici 19 jadernych gen
odhalila syntenii genu &tyf vazebnych skupin (Yasukochi a kol., 2006). Pringle a kol.
(2007) obohatili genetickou mapu H. melpomene o 64 konzervovanych genu, ¢imz
ziskali celkem 72 ortolognich markerd zamapovanych u H. melpomene i B. mori.
Porovnani jejich map odhalilo zachovalou syntenii chromosomu obou druh(l. Beldade
a kol. (2009) provedli vazebnou analyzu EST sekvenci okace Bicyclus anynana
(Nymphalidae) a ziskanou mapu srovnali s mapou “referencniho” druhu, bource
moruSového. Take tito autofi zjistili velkou miru syntenie mezi vazebnymi skupinami
B. anynana a B. mori.

Diky znacné konzervované organizaci motyliho genomu jsou genomova data
bource velkym pfinosem pro budouci studium syntenie a evoluce genomu u
nemodelovych druhd motyld. Tomu ale stoji v cesté obtiznost a pracnost konstrukce

genetickych map. Vzhledem k vysokému pocétu chromosoml motyll vyzaduje



vazebna analyza velké mnozstvi polymorfnich markerd. Na druhou stranu, pokud
chceme vyslednou mapu srovnavat s referenCnim druhem, musime jako markery
pouzit konzervované geny. Protichtidnost t&chto poZadavki je zfejma. Redenim
tohoto problému muze byt alternativa k vazebné analyze, fyzické mapovani metodou
BAC-FISH, ktera byla s uspéchem vyuzita pfi sestaveni BAC karyotypu liSaje
tabakového, Manduca sexta, (Sphingidae) (Sahara a kol., 2007; Yasukochi a kol., v

oponentnim Fizeni).

1.3.4. Evoluce pohlavnich chromosomu motylt

Jak uz bylo uvedeno vyse, motyli maji, spoleCné se svou sesterskou skupinou,
chrostiky (Trichoptera), samiCi heterogametické ureni pohlavi. Samci pohlavi je
ur€eno chromosomalni konstituci ZZ, samici konstituci Z0 nebo WZ. V interfaznich
jadrech  polyploidnich  bunék tvofi chromosom W pohlavné specificky
heterochromatin, ktery muze byt pouZit jako nepfimy dikaz pro pFitomnost
chromosomu W v sami¢im genomu. Pfitomnost pohlavné specifického
heterochromatinu v samicich interfaznich jadrech byla prokazana u 81 procent z 238
vySetfenych druhtd (Traut a Marec, 1996). Naprosta vétSina motyld ma tedy
mechanismus ur€eni pohlavi WZ/ZZ. VVSechny tyto druhy jsou fazeny do rozsahlého
taxonu Ditrysia, ktery zahrnuje 98% vsSech Zzijicich druhd motyld. Naopak pohlavné
specificky heterochromatin nebyl zji§tén u chrostikl (Marec a Novak, 1998) a
bazalnich skupin motylu (Traut a Marec, 1996; Traut a Marec, 1997). Nékteré druhy
Ditrysii vykazuji jeho druhotnou ztratu (Traut a Marec, 1996; Traut a kol., 2007). Na
zakladé téchto informaci byla formulovana hypotéza o evoluci pohlavnich
chromosom( motyld. Podle ni je mechanismus ur€eni pohlavi Z0/ZZ spoleény pro
sesterské skupiny motylt (Lepidoptera) a chrostikl (Trichoptera). U spolec¢ného
predka vétve motyll Ditrysia doSlo patrné k fuzi chromosomu Z s autosomem, ¢imz
vznikly chromosomy neo-Z a neo-W. Lukhtanov (2000) vySetfil na pfitomnost
pohlavné specifického heterochromatinu samice tfi druhd chrostiki a osmi druhu
“primitivnich” motyl( nepatficich do skupiny Ditrysia. Potvrdil absenci chromosomu W
u chrostikt a “primitivnich” motylU s vyjimkou druhu Tischeria ekebladella, ktery patfi
do infrafadu Tischeriina, sesterské skupiny Ditrysia. Chromosom W se tedy musel v
karyotypu motyll objevit uz o néco dfive, nez predpokladali Traut a Marec (1996).

Lukhtanov (2000) na zakladé tohoto zjisténi a modalnich poctl chromosomi



jednotlivych bazalnich skupin motyld (Obr. 1) formuloval tfi hypotézy vzniku
pohlavniho chromosomu W. (i) Systém urCeni pohlavi ZZ/ZW vznikl u spole¢ného
predka skupin Tischeriina a Ditrysia fuzi chromosomu Z s autosomem. Vzhledem k
tomu, ze u “primitivnich” Ditrysii nedoslo disledkem fuze ke snizeni ancestralniho
poctu chromosomU n=31, povazuje Lukhtanov tuto hypotézu za nepravdépodobnou.
Nelze vSak vyloucCit, Ze u spole¢ného pfedka Tischeriina a Ditrysia doslo kromé fuze
chromosomu Z s autosomem také k obnoveni puvodniho karyotypu n=31 rozpadem
jiného chromosomu. (ii) U prfedka skupiny Glossata doSlo ke zvySeni poctu
chromosoml z n=31 na n=32 rozpadem jednoho chromosomu. Systém urceni
pohlavi WZ/ZZ pak vznikl u spoleéného predka skupiny Heteroneura (Nepticulina +
Incurvariina + Tischeriina + Ditrysia) fuzi chromosomu Z s autosomem, ktera
druhotné obnovila puvodni poet chromosomu n=31. Vzhledem k tomu, Ze u
zastupcll  skupin  Nepticulina a Incurvarina nebyl pohlavné specificky
heterochromatin nalezen, je i tento scénar vysoce nepravdépodobny. (i) W
chromosom vznikl de novo z nadpocCetného chromosomu, tzv. B chromosomu,
podobné jako Y chromosom mery Cacopsylla peregrina (Homoptera, Psylloidea)
(Nokkala a kol., 2003) a octomilek rodu Drosophila (Carvalho, 2002; Carvahlo a
Clark, 2005; Graves, 2005). Tyto tfi scénare predstavuji testovatelné hypotézy. Jejich
testovani vSak umoznilo az osekvenovani genomu bource moruSového a soucasny

rozvoj komparativniho fyzického mapovani.

Trichoptera n=30 -~

Zeugloptera B -
(Mfcro,go fen'gidae ) n=31

Dacnonypha n=32 -

n=31 (Eriocraniidae)
iy n=32 -
Nepticulina n=31 -
Incurvariina n=31 -
— Tischeriina n=21 +
7/ L— Ditrysia n=31 +
W
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Obr. 1. Fylogenetické vztahy bazalnich skupin motyll, jejich modalni pocty
chromosoml (n) a pfitomnost (+) nebo absence (-) pohlavné specifického
chromatinu. Sipka oznaduje pravdépodobny vznik chromosomu W u spole&ného

predka skupin Tischeriina a Ditrysia (vice v kap. 1.3.4).
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2 Cile prace

Evoluéni pavod chromosomu W, tedy to, zda vznikl z autosomu nebo B
chromosomu, je mozné studovat prostfednictvim jeho partnera, chromosomu Z.
Pfipadnou fuzi ancestralniho chromosomu Z s autosomomem odhali porovnani
molekularniho sloZeni chromosomu Z mezi “primitivnimi” motyly a zastupci skupin
Tischeriina a Ditrysia. Toto srovnani je mozné provést dvéma metodickymi pfistupy,
které byly s uspéchem pouzity napf. pfi studiu evoluce pohlavnich chromosomu
obratlovcu: (i) komparativni barveni chromosomu (“comparative chromosome
painting”) nebo také ZOO-FISH, pfi které chromosomalné specifickou malovaci
sondu hybridizujeme na chromosomy jiného druhu (Shetty a kol., 1999; Itoh a Arnold;
2005) a (ii) komparativni mapovani gent (Nanda a kol., 2000; Itoh a kol., 2006;
Kawai a kol., 2007; Veyrunes a kol., 2008).

Tato prace v ramci studia evoluce pohlavnich chromosomud motyld vyuziva
dostupnosti BAC knihovny obalece jable€ného, Cydia pomonella (Tortricoidea). Jejim
cilem je ovéreni syntenie genli chromosomu Z obaleCe jableéného s jinymi druhy
motyla fyzickym mapovanim gend metodou BAC-FISH. Dil¢imi cili této prace je: (i)
izolace genl obaleCe jableCného ortolognich k Z-vazanym gendm bource
morusSového, (ii) pfiprava hybridizaCnich sond, které budou pouZity k prohledani BAC
knihovny obalece jable¢ného, (iii) ovéfeni syntenie ziskanych genl obalece
jable€ného metodou BAC-FISH.

12



3 Material a metody

3.1. Modelové organismy

V této praci byla pouzita laboratorni linie obaleCe jable€ného, Cydia
pomonella, Krym-61. Jeji pavod a chov v€etné umélé potravy jsou podrobné
zpracovany v praci Fukova a kol. (2005). DalSim druhem motyla, ktery byl v této praci
pouzit je zavije€ moucny, Ephestia kuehniella, z laboratorni linie WT-C. Podrobnosti

o plvodu této linie je mozné najit v praci Marec (1990).

3.2. lzolace nukleovych kyselin
RNA obalece jable€ného byla izolovana z hlavicek, stfeva a centralni nervové

soustavy. Organy byly vypitvany ve fyziologickém roztoku (Mediouni a kol., 2004) a
skladovany v roztoku RNAlater (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) v -20°C
do vlastni izolace. RNA byla extrahovana pomoci RNA blue (Top-Bio, Praha, CR) dle
doporuceni vyrobce. Vyizolovana RNA byla 15 minut inkubovana pfi 37°C s DNazou
| (USB Corporation, Cleveland, OH, USA) (10 pyL reakce obsahovala 1x pufr, 2 U
DNazy |, 10 U SUPERase In™ RNase Inhibitor od firmy Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). RNA byla nasledné precisténa fenol-chlororoformovou extrakci (fenol
pro purifikaci RNA, pH 4,7; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Syntéza prvniho
vldkna cDNA byla provedena pomoci SuperScript™ Il reverzni transkriptazy
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) dle protokolu vyrobce. Po tepelné inaktivaci reverzni
transkriptazy bylo k reakci pfidano 5 U RNazy H (USB Corporation, Cleveland, OH,
USA). Reakce byla inkubovana 20 minut pfi 37°C. RNaza H byla tepelné
inaktivovana zahfatim na 65°C po dobu 20 minut.

DNA pro potieby Southernovy hybridizace, BAC-FISH (kompetitor) a PCR
byla izolovana standardni fenol-chloroformovou extrakci. SamcCi a samici DNA byla
izolovana samostatné. Ve struCnosti, tkan byla homogenizovana v tekutém dusiku a
inkubovana s extrakénim pufrem (0,1 g tkané/3 mL extrakéniho pufru: 100 mM NaCl,
50 mM EDTA, 100 ug/mL proteinaza K, 0,5% Sarkosyl, 10 mM Tris-HCI, pH 8) pfes
noc. Druhy den byla pfidana RNaza A (kone¢na koncentrace 10 ug/mL) a po
hodinové inkubaci byla provedena fenol-chloroformova extrakce. DNA byla
precipitovana pfidanim 1/10 objemu 3M octanu sodného a 7/10 objemu isopropanolu

a rozpusténa v pfislusném mnozstvi vody nebo 1x TE pufru. Kvalita izolované DNA
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byla ovéfena Stépenim restrikénimi enzymy. Koncentrace DNA byla stanovena na
fluorometru DyNA Quant 200 (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK).

DNA z klont BAC byla izolovana ze 100 mL bakterialni kultury v LB mediu s
12,5 pg/mL chloramfenikolu pomoci kitu Quiagen Plasmid Midi Kit (QUIAGEN,
Dusseldorf, SRN) dle protokolu dostupného na internetovych strankach vyrobce
(“Isolation of BAC DNA using the QIAGEN Plasmid Midi Kit”).

3.3. Polymerasova retézova reakce

Kandidatni geny pro mapovani syntenie chromosomu Z obaleCe jableCného
byly vybrany na zakladé prace Provaznik (2008). Primery pouzité pro amplifikaci
téchto gend byly prevzaty z literatury, poskytnuty Y. Naitou (Univerzita Hokkaido,
Sapporo, Japonsko) nebo navrzeny podle srovnani (“alignment’) sekvenci
dostupnych v databazi GenBank. Seznam vSech primerd pouzitych v této praci
vCetné jejich sekvenci a puvodu je uveden v Tab. 1. Specifické primery byly
navrzené s pomoci volné dostupnych programd FastPCR (http://primerdigital.com/) a
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/; Rozen a Skaletsky, 2000). Degenerované primery
byly navrzené “ru¢né” na zakladé srovnani aminokyselinovych sekvenci podle
standardniho genetického kodu.

Polymerazova fetézova reakce o objemu 20 uL standardné obsahovala 1x Ex
Taq pufr, 0,2 mM dNTP mix, 20 ng gDNA nebo 2 pyL cDNA, 0,25 U Takara Ex Taq
Hot Start polymerazy (Takara, Otsu, Japonsko). Pfi PCR se specifickymi primery a
RT-PCR byla finalni koncentrace pouzitych primerd 0,5 pM. Pfi PCR s
degenerovanymi primery (DOP-PCR) se osvédcCila koncentrace primertu desetkrat
vy$si, tedy 5 uM. Teplotni profil PCR sestaval z pocateéni denaturace pfi 94°C
dlouhé 2 minuty a 35 cyklu slozenych z dentaturace pfi 94°C trvajici 30 sekund,
nasednuti primerd (30 sekund) a syntézy pfi 72°C. Teplota nasednuti (Ta)
specifickych primert se pohybovala kolem 50°C. PCR s degenerovanymi primery
byla provadéna v gradientovém cykléru. Ve snaze omezit vznik nespecifickych
produktd u nich byla Ta zvySovana na nejvy§§i moznou mez. Empiricky zjisténé
teploty nasednuti pro degenerované primery uspésné pouzité v této praci jsou
uvedeny v Tab. 2. Doba extenze se v zavislosti na prfedpokladané délce produktu
pohybovala od 30 sekund do 1,75 minuty. Poslednim krokem byla finalni syntéza pfi

72°C trvajici 3 minuty.
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Tab. 1.

Sekvence a plavod primeru pouzitych v této praci.

Lokus Kéd primeru 5’-3’ sekvence primeru Typ® Plivod primeru
6-pgd 6PD-5.3dop AAYGGNATHGARTAYGGNGAYATGCA Deg, F Y. Naito
Pgd_F_014-019 GCIGTIATGGGICARAA Deg, F tato prace, dle NM001047060, NM057512, BC011329, NM002631
6PD-6.5dopA TCRTCNARYTCNCCYTTRTTCCAATC Deg, R Y. Naito
Pgd_R_190-184 ATICCRTTRTGIACCATYTT Deg, R tato prace, dle NM001047060, NM057512, BC011329, NM002631
Pgd _Sp F2 CCTCAACATGGATTCTAAAG S, F tato prace
Pgd Sp R3 TGCAACCATATCTTCTAAGG S,R tato prace
aterous  Ap4.3dopT TGGCAYGCNAGYTGYCANCARTGYTATGC Deg, F Y. Naito
Ap6.3dopA GGNAGRCCNAGRAARAGRAARCCNAAAGA Deg, F Y. Naito
Ap7.5dopG AGRTCYTTNGCRTCNGGRTTRTGGTT Deg, R Y. Naito
Ap.8.5hedop CCATTTNGCNCGNGCATTCTGRAACC Deg, R Kronforst (2005)
Ap_Sp_F1 CGAAGTAGGACTTCATGGTGC S, F tato prace
Ap Sp R1 ACCGATCGTTTTTGCATCGC S,R tato prace
kettin kettin4.3dop2T GAYATHATHGCNGARTCNCARCATCC Deg, F Y. Naito
kettin5.3dopT ATGAGRGTNGARTGGTTYTGYAATGG Deg, F Y. Naito
kettin5.5dop2 CCRTTRCARAACCAYTCNACYCTCAT Deg, R Y. Naito
kettin7.5dopT TCDATNCGRCAYTCRTARTGNGCRCTTTG  Deg, R Y. Naito
KET_RO01_1602 ATTGGGTATTATCGGAACG S,R tato prace, dle AB079865, EU109282
KET_FO01_1243 GTCACAGGCAGACCTTACC S, F tato prace, dle AB079865, EU109282
KET_F_158-163 AARGTIGAYACITTYGARTA Deg, F tato prace, dle AB079865, EU109282
Ldh Ldhbm_65F ATCGCCAGTAACCCCGTGG S, F Dopman a kol. (2005)
Ldhbm 255 R CGCTGCTGTCTCCGTGTT S,R tato prace, dle EU000385
Tpi Tpiexon3.3edop CTNGGNCAYTCNGARAGRAG Deg, F Y. Naito
Tpiexon4.3edop TAYGARCCNGTNTGGGCNATHGG Deg, F Y. Naito
tpi4.5dop2 TCYCTYTCYTCNAGNGTYTCNCCDATRCA  Deg, R Y. Naito
Tpiexon5.5edop TTANCANCNGTNACNGANCCNCCRTA Deg, R Y. Naito
TPI_F_009-015 GGIAAYTGGAARATGAAYGG Deg, F tato prace, dle NM_001126258, U23080, DM_DMU60860, L07390
TPI_R_170-164 ATIGCCCAIACIGGYTCRTA Deg, R tato prace, dle NM_001126258, U23080, DM_DMU60860, L07390
Tpi_Sp_F2 TTGGTGTGCCTGCCATCT S, F tato prace
Tpi Sp R2 TCCAGCAGTTTTGGGCAG S,R tato prace
period Cp_per_F379 CCAATGAGGCGATTGAAGA S, F Fukova a kol., 2009
Cp_per R545 CTGCCTTGCTTGACGATG S, R Fukova a kol., 2009
EF1a 135F CAAATGYGGTGGTATYGACAAACG S, F Kandul a kol., 2004
570R ACACYTCCTTCTTGATTTCCTC S,R tato prace, dle D13338, U85672, AY870510, AY496822

*Typ: Deg, degenerovany primer; S, specificky primer navrzeny, pokud neni uvedeno jinak, podle sekvence obale¢e jable¢ného; F, forward; R, reverse.
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Tab. 2. Seznam genu obaleCe jableéného a zavijeCe moucného, jejichz Castecné
sekvence se podafilo ziskat v ramci této prace. V tabulce jsou dale uvedeny primery
pouzité pro jejich amplifikaci vCetné jejich koncentrace v PCR (podrobnosti v kap.

3.3), délka jejich produktu a jejich empiricky zjiSténa teplota nasednuti (Ta).

Gen primery (F,R) produkt (bp) Ta(°C) Konc. primeru

6-pgd Pgd_F_014-019, Pgd_R_ 190-184 ~ 3500 53 5 uM
6pd-5.3dop, 6pd-6.5dopA 710 63,5 5 uM

S | apterous Ap4.3dopT, Ap7.5dopG ~ 1200 65 5uM
% kettin Ket_F_ 158-163, Ket_R01_1602 930 45 5 uM
g Ket_F01_1243, Ket_R01_1602 540 50 0,5 uM
g Ldh LdhBm_65F, LdhBm_255R 200 55 0,5 uM
Tpi Tpiexon3.3edop, Tpi4.5dop2 540 58 5uM
Tpi_F_009-015, Tpi_R_170-164 430° 45 0,5 uM

< | apterous Ap6.3dopA, Ap.8.5hedop ~ 1000 60 5uM
S | kettin Kettin4.3dop2T, Kettin5.5dop2 ~800 60 5 uM
£ Kettin5.3dopT, Kettin7.5dopT ~600 60 5 uM
2 Tpi Tpiexon3.3edop, Tpiexon5.5edop ~ 800 60 5 uM
L Tpi F 009-015, Tpi R 170-164 ~ 1500 55 5 uM

@Produkt amplifikovan z cDNA.

3.4. Klonovani a sekvenovani
PCR produkty byly extrahovany z agarozového gelu pomoci kitu Wizard SV

Gel and PCR Clean Up System (Promega, Madison, WI, USA) dle protokolu vyrobce.
Takto ziskané sekvence byly bud pfimo osekvenovany specifickymi primery nebo dle
protokolu vyrobce vloZzeny do plazmidu Promega pGEM T Easy Vector (Promega),
ktery byl nasledné pouzit k transformaci chemicky kompetentnich bunék DH5a.
Plazmidova DNA byla izolovana pomoci kitu Quiaprep Spin Miniprep Kit (QUIAGEN,
Dusseldorf, SRN) dle protokolu vyrobce. K sekvenovani byly pouzity kity BigDye
Terminator v1.1 nebo v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a univerzalni
sekvenacni primery T7 (5-TAATACGACTCACTATAGG-3) a SP6 (5-
ATTTAGGTGACACTATAGAA-3’) nebo M13-M4 (5-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’) a
M13 reverse (5-GGAAACAGCTATGA-CCATG-3’). Ziskané sekvence byly editovany
ve volné dostupném programu BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/). K hledani
homologii v databazich NCBI (National Center for Biotechnology Information,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) byl pouzit nastroj BLASTn.
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3.5. Znaceni sond

Sondy urcené pro prohledani BAC knihovny obalece jableéného byly metodou
PCR naznaCeny alkali-labilnim digoxigeninem (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, SRN). Znacici 10 yL reakce obsahovala 1x Ex Taq pufr, smés nukleotidu
(0,08 mM dGTP, dCTP, dATP; 0,052 mM dTTP a 0,028 mM DIG-11-dUTP), 0,5 pM
primery (viz. Tab. 3), ca. 2 ng PCR produktu extrahovaného z gelu a 0, 3 U Takara
Ex Taq Hot Start polymerazy (Takara). Teplotni profil stejny jako u klasické PCR (viz.
kap. 3.3).

Sondy pro BAC-FISH byly naznaceny fluorochromy SpectrumGreen-dUTP,
SpectrumOrange-dUTP, SpectrumRed-dUTP (Abbott Molecular Inc., Des Plaines, IL,
USA) a Cy5-dUTP (Amersham Biosciences, Tokyo, Japonsko). Znacici reakce byla
provedena kitem Nick Translation Labeling System (Invitrogen, Tokyo, Japonsko) dle

pokynu vyrobce. Alternativné byl pouzit Nick Translation Mix (Roche Diagnostics).

Tab. 3. Primery pouzité ke konstrukci hybridizacnich sond (a jejich délka) pouzitych
k prohledani BAC knihovny obalece jablecného (BAC) a Southernovym hybridizacim
(Southern).

Gen Primery (F,R) Délka (bp) Pouziti
6-pgd Tpi_Sp_F2, Tpi_Sp_R3 220 Southern
apterous Ap_Sp_F1, Ap_Sp_R1 170 Southern
Ldh LdhBm_65F, LdhBm_255R 200 BAC
kettin Ket_F01_1243, Ket_R01_1602 540 BAC
Tpi Tpi F 009-015, Tpi R 170-164 430 BAC

3.6. Prohledani BAC knihovny

Vlastni prohledani BAC knihovny obaleCe jableéného probihalo v ramci staze
M. Dalikové a M. Vitkové v laboratofi Lisy G. Neven (Yakima Agriculture Research
Laboratory, Wapato, USA) a nebylo tedy souclasti této prace. Knihovna byla
prohledavana hybridizaci sond znacenych alkali-labilnim digoxigeninem na Hybond-
N* nylonovou membranu, na kterou byly naneseny v3echny klony knihovny, tzv.
“high-density BAC colony filter’. Podrobné informace o zplsobu prohledavani BAC

knihovny obalece jable€ného je mozné nalézt v praci Dalikova (2009).

17



3.7. BAC-FISH
Chromosomalni preparaty pachytennich spermatocytd pro BAC-FISH byly

pfipraveny tzv. “spreading” technikou ztestes larev obaleCe jableného podle
Mediouni a kol. (2004). Samotna BAC-FISH byla provadéna podle Yoshido a kol.
(2005a). Ve stru€nosti, chromosomosomalni preparaty byly odvodnény v etanolové
fadé (70%, 80% a 96% etanol) a po oschnuti denaturovany 3,5 minuty pfi 68°C v
70% formamidu v 2x SSC. Hybridizacni smés pro jedno sklicko obsahovala
fluorescenéné znacCené sondy (viz nize) a 3 ug neznacené sonikované samci
genomové DNA obalece jable€ného v 10 yL 50% formamidu a 10% dextransulfatu v
2x SSC. Mnozstvi pouzité sondy zaviselo na fluorochromu, kterym byla naznacena
(50 ng sondy znacené SpectrumOrange, 100 ng sondy znacené SpectrumGreen,
200 ng sondy znacené Cy5a 500 ng sondy znafené SpectrumRed). Skla byla
inkubovana s denaturovanou hybridizaéni smési (denaturace 5 minut pfi 90°C) ffi
dny pfi 37°C a nasledné promyta v 0,1x SSC s 1% Tritonem X-100. Preparaty byly
zakapnuty mediem Vectashield Mounting Medium obsahujicim DAPI (Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA). Preparaty byly vyhodnoceny a
zdokumentovany na fluorescenénim mikroskopu DM6000B vybaveném DFC350FX
CCD kamerou (Leica Microsystems CMS, GmbH, Wetzlar, SRN).

Sondy byly odmyvany dle protokolu v praci Shibata a kol. (2009). Po
dokumentaci vysledkl bylo opatrné odstranéno kryci skliCko a preparat byl na 10
minut ponofen do stripovaciho roztoku (50% formamid a 1% triton X-100 v 0,1x SSC)
vyhfatého na 70°C a nasledné oplachnut v destilované vodé, dehydratovan v
etanolové fadé a po oschnuti skladovan v -20°C pro opétovnou hybridizaci (tzv.

“reprobing’”).

3.8. Southernova hybridizace
Samci a samici genomova DNA byla souasné nastépena dvéma restrikEnimi

enzymy, EcoRl a Pstl (Takara). Stépici reakce o objemu 20 uL obsahovala 5 ug
genomové DNA, 1x H pufr (dodany vyrobcem spole€¢né s enzymy) a 20 U kazdého
enzymu. Enzymy byly pfidany ve dvou krocich, nejdfive 10 U a po hodinové inkubaci
ve 37°C bylo pfidano zbylych 10 U. Reakce byla ponechana ve 37°C pfes noc a poté
zastavena pfidanim nanaSeciho pufru. Na 1% agarozovy gel v 1x TBE pufru bylo
naneseno po 5 ug samci a samici nastépené DNA a DIG znaceny velikostni DNA
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marker (DNA Molecular Weight Marker Ill, DIG labeled; Roche Diagnostics).
Fragmenty DNA byly elektroforeticky separovany rychlosti 5V/cm gelu. Pfeneseni
DNA na membranu, jeji hybridizace se sondou a nasledna chemiluminiscencni
detekce probihala s drobnymi zmé&nami podle prace Fukova a kol. (2007). DNA byla
pfenesena na nylonovou membranu Hybond N* (GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK) a fixovana ve Stralinker UV Crosslinkeru (Stratagene, La Jolla, CA, USA). Potom
byla membrana hodinu promyvana hybridizacnim roztokem DIG Easy Hyb (Roche
Diagnostics) pfi 42°C a nakonec inkubovana pfes noc pfi stejné teploté v 10 mL
roztoku DIG Easy Hyb se 100 ng pfedem denaturované digoxigeninem znacené
sondy. Po skonceni hybridizace byla membrana promyvana 0,1% SDS v 2x SSC pifi
pokojové teploté a 0,1%SSC v 0,2x SSC pfi teploté 68°C. Po proplachnuti v 0,3%
Tweenu 20 v 1x TBS (25 mM Tris-HCI, 0,2 M NaCl, pH 7,5) byla membrana
blokovana v 5% odtu¢néném suSeném mléce (Difco Skim Milk, Becton, Dickinson
and Company, Francie) a ve stejném blokovacim roztoku inkubovana s protilatkou
proti digoxigeninu konjugovanou s alkalickou fosfatazou (Anti-Digoxigenin-AP Fedény
1:10000) (Roche Diagnostics). Po dukladném promyti membrany v 0,3% Tweenu 20
v 1x TBS byla membrana oplachnuta v detekénim pufru (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl,
pH 9,5) a inkubovana s chemiluminiscenénim substratem CDP-Star, ready-to-use
(Roche Diagnostics). Chemiluminiscence byla snimana CCD kamerou systému
Lumi-lmager LAS-3000 (Fujifilm Life Science, Stamford, CT, USA).
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4 Vysledky

4.1. lzolace ortologtl obalece jableéného
Hybridizacni sondy urCené pro prohledani BAC knihoven by nemély

obsahovat repetitivni sekvence, které mohou zvySit mnozstvi faleSné pozitivnich
klona. Proto byly ortology gent zpocatku izolovany z cDNA, ktera neobsahuje
intronické sekvence. RNA byla izolovana zriznych tkani housenek obaleCe
jable€ného a exprese vSech zajmovych genu v téchto tkanich byla ovéfena v EST
databazi bource morusSového, B. mori, SilkBase (http://morus.ab.a.u-tokyo.ac.jp/cgi-
bin/index.cgi). Pro ovéfeni spravného prubéhu izolace RNA a reverzni transkripce byl
pouzit elongacni faktor EF7a, ktery se, coby tzv.“housekeeping” gen se stalou
expresi, bézné pouziva jako vnitfni kontrola pfi kvantitativni RT-PCR (Nicot a kol.,
2005). Jeho uspésna amplifikace vyloucila moznost degradace RNA nebo selhani
prepisu RNA do jednovlaknové cDNA. Presto se pomoci RT-PCR s degenerovanymi
primery s ruznou uspésSnosti dafila pouze amplifikace jediného genu, triosa fosfat
téchto genl pfi pouziti stejného templatu ale se specifickymi primery (neukazano)
naznacuje, ze za problémy s RT-PCR s degenerovanymi primery stoji patrné nizsi
hladina exprese zajmovych genu v kombinaci s vysokou degenerovanosti primera.
Soucinnost téchto dvou faktort zfejmé znacné sniZzila efektivitu RT-PCR. Amplifikace
genl 6-fosfoglukonat dehydrogenaza (6-pgd), apterous (Ap), kettin (Ket), laktat
dehydrogenaza (Ldh) a triosa fosfat isomeraza (Tpi) obaleCe jableCného se podafilo
vyizolovat také tfi geny, jmenovité Ap, Ket a Tpi zavijeCe moucneého, Ephestia
kuehniella. Seznam ziskanych sekvenci jednotlivych genl spoleéné s pouzitymi
primery, reakénimi podminkami a empiricky zjiSténou teplotou nasednuti primerd (Ta)

je uveden v Tab. 2.

4.2. Mapovani ziskanych ortologl obalece jableéného metodou BAC-FISH
Jak jiz bylo zminéno v kap. 3.6, klony BAC nesouci ortology zajmovych genu

byly ziskany M. Dalikovou a M. Vitkovou v ramci pracovni staze v laboratofi Lisy G.
Neven. K prohledani BAC knihovny obaleée jableéného byly pouzity sondy pro Ket,
Ldh a Tpi pfipravené z exonl (Ket, Ldh) nebo cDNA (Tpi). Primery pouzité pro

pfipravu téchto sond jsou uvedeny v Tab. 3. Klony BAC identifikované hybridizaci
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téchto sond byly nasledné ovéfeny polymerazovou fetézovou reakci. Pfestoze byly
jako sondy pouzity vyhradné kodujici sekvence, odhalila PCR velké mnozstvi faleSné
pozitivnich klont (Tab. 4). Z BAC-DNA takto ovéfenych kloni nesoucich ortology
genl Ket, Ldh a Tpi a klonu BAC obsahujiciho ortolog genu period, Cpper, ktery byl
u obaleCe jableCného nedavno izolovan (Fukova et al., 2009), byly nasledné
pripraveny hybridizacni sondy pro BAC FISH.

Pfi FISH bylo mozné pouzit souCasné sondy znaCené az Ctyfmi ruznymi
fluorochromy (viz. kap. 3.7). Emisni spektrum fluorochromu SpectrumRed se vSak
Castecné prekryvalo s emisnimi spektry fluorochrom Cy5 a SpectrumOrange, a
proto nebyl tento fluorochrom pfi FISH s vétSim poétem sond pouzivan. Namisto
toho byly po FISH zdokumentovany na sklech vSechny hodnotitelné komplementy
pachytennich bivalentll a v pfipadé potieby byla skla odmyta a nasledné
hybridizovana s dalSimi sondami.

Nejdfive byly na samcéi chromosomalni preparaty obaleCe jableCného
hybridizovany sondy pro Ket, Per a Tpi. VSechny sondy hybridizovaly k jedinému
pachytennimu bivalentu (Obr. 2a). Signaly byly lokalizovany v oblasti odpovidajici asi
jedné jeho tretiné v pofadi od konce Ket — Tpi — Per. Preparaty byly odmyty a
opétovné hybridizovany se sondou pro Ldh. Tato sonda hybridizovala ke stejnému
paru chromosomu jako sondy pro Ket, Tpi a Per. Signal byl umistén na opacném
konci bivalentu (Obr. 2b). Na samcich chromosomalnich preparatech se vedle
pachytennich jader pfileZitostné vyskytovala také jadra mitoticka. V nich sondy
hybridizovaly ke dvéma nejvétSim chromosomim mitotického komplementu
(Obr. 2d). Tyto dva nejvétsi elementy v sam&im karyotypu obalecCe jableéného byly
v praci Fukova a kol. (2005) oznaCeny jako chromosomy Z.

Sondy byly pfipraveny také z BAC klonu 9L-23, 13-L23 a 28-B2, které byly
podle PCR kontroly faleSné pozitivni pro gen Ldh. Tyto sondy byly spole¢né s Ldh
sondou 34-N14 hybridizovany k sam¢&im chromosomalnim preparatam. Sklicko bylo
nasledné odmyto a znovu hybridizovano se sondou pro Ket (Obr. 2c). Sondy pro Ket
a Ldh (34-N14) dle oCekavani lezely na stejném chromosomu. Signaly zbylych tfi
klonih BAC vSak lezely v intersticialnich oblastech tfi dalSich chromosomu.

V budoucnu by tedy mohly poslouzit jako chromosomalné specifické markery.
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Obr. 2. Vysledky fyzického mapovani genl obalece jable€ného metodou BAC-FISH. Sondy

byly znaceny fluorochromy SpectrumGreen (zelena), SpectrumOrange (zluta), Cy5 (fialova)
a SpectrumRed (Cervena, pouzita jen na Obr. 2d). Chromosomy jsou podbarveny DAPI
(modra). a Sam¢i pachytenni jadro se signaly klonid BAC nesoucich Ket (33-L16), Per (23-
C16) a Tpi (32-P12) lokalizovanych na jediném bivalentu. b Detail pachytenniho bivalentu
nesouciho geny Ket, Ldh, Per a Tpi. Po hybridizaci sond pro Ket (33-L16), Per (23-C16) a
Tpi (32-P12) bylo sklicko odmyto a opétovné hybridizovano se sondou pro Ldh (34-N14).
¢ Samc¢i pachytenni jadro po hybridizaci BAC klonl selektovanych sondou pfipravenou
zgenu Ldh (9-L23, 13-L23, 28-B2, 34-N14). Klony 28-B2 a Ldh jsou naznaCeny stejnym
fluorochromem. Pro identifikaci chromosomu Z byl preparat odmyt a opétovné hybridizovan
s BAC klonem nesoucim gen Ket. Na periferii jadra je patrny chromosom nesouci na obou
koncich organizatory jadérka (N). d Hybridizace sond pro Ket a Ldh k sam&im mitotickym
chromosomum obalece jable¢ného. Sondy oznacily dva nejvétSi elementy mitotického
komplementu. Mé&fitko = 10 pm.
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Tab. 4. Klony ziskané z BAC knihovny obalece jable¢ného.

Gen BAC klon Ovéieno PCR s primery Vysledek®

kettin ;2'_512 Ket FO1_1243, Ket RO1_1602 -
laktat dehydrogenaza 28-B2 -
193'_LL2233 LdhBm_65F, LdhBm_255R
34-N14 +
period 23-C16
triosa fosfat isomeraza 32-P12
14-G3
44-023 Tpi_Sp_F2, Tpi_Sp_R2
12-G20
10-P22

1 1 1 1 -+

®Vysledek: +, pfitomnost pfisludného genu byla potvrzena PCR se specifickymi primery; -, fale$né
pozitivni klon.

4.3. Ovéreni vazby geni na chromosom Z pomoci Southernovy hybridizace
Sekvence genl 6-pgd a Ap byly vyizolovany pfili§ pozdé na to, aby mohly byt
pouzity k prohledani BAC knihovny obaleCe jable¢ného, a tak nebylo mozné jejich
lokalizaci v genomu fyzicky stanovit. Vazbu genu na pohlavi je vSak také mozné
nepfimo prokazat Southernovou hybridizaci (Nanda a kol., 2000; Itoh a Arnold, 2005;
Fukova a kol., 2007, 2009). Hybridizace 6-pgd sondy (podrobnosti v Tab. 3) se samci
a sami¢i genomovou DNA stépenou restrikénimi enzymy Pstl a EcoRI ukazala jediny
prouzek liSici se svou intenzitou mezi pohlavimi. Prouzek v draze se samcCi DNA byl
mnohem vyraznéjsi, nez prouzek samici (Obr. 3a). To naznacCuje, ze gen pro 6-pgd
lezi na chromosomu Z. Southernova hybridizace Ap sondy se samci a samiCi
genomovou DNA S&tépenou restrikénimi enzymy Pstl a EcoRIl odhalila hned ftfi
prouzky. VSechny se liSily svou intenzitou mezi samcCi a sami¢i genomovou DNA
(Obr. 3b). Jim odpovidajici sekvence tedy patrné lezi na chromosomu Z. Podrobné;si
analyza pouzité sondy (viz. Tab. 3) odhalila, Ze jeji sekvence kdduje konzervativni
homeodoménu. Prohledani genomové databaze bource moruSového, KaikoBase,
aminokyselinovou sekvenci proteinu Apterous octomilky (pfistupové Cislo v databazi
GenBank: acc. no. NP_724428) nastrojem tBLASTn odhalilo na chromosomu Z Ctyfi
homologické sekvence. Kromé& genu apterous zde lezi tfi dalsi homeoboxy
(identifikacni Cislo genu v KaikoBase: ID BGIBMGA002125-7). Hybridizace sond ke
konzervativnim sekvencim kédujicim proteinové domény bude patrné zodpovédna

také za faleSnou pozitivitu klont BAC izolovanych z BAC knihovny obalece.
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Obr. 3. Vysledky Southernovy hybridizace sond pfipravenych z genu a) 6-pgd a b)
Ap k5 pug samci a sami¢i genomové DNA Stépené soucasné restrikEnimi enzymy
Pstl a EcoRI. Prestoze byla nanaska samci i samiCi genomové DNA stejna, liSi se
signaly svou intenzitou. Ta zavisi na pocCtu kopii dané sekvence v genomu. V obou
pfipadech vyraznéjSi prouzky u samcl obaleCe jable€ného naznaduji vazbu téchto
gend na chromosom Z. Sonda pro Ap patrné hybridizovala k sekvencim

konzervativnich homeodomén nalezenym v genomu bource (podrobnosti v kap. 4.3).
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5 Diskuse
Cilem této prace bylo ovéfit syntenii chromosomu Z obaleCe jablecného,

Cydia pomonella (Tortricoidea), pomoci srovnavaciho mapovani genu fluorescencni
in situ hybridizaci s bakterialnimi umélymi chromosomy (BAC-FISH). Za timto u€elem
byly z genomu obalecCe jableCného polymerazovou fetézovou reakci (PCR) ziskany
CasteCné sekvence péti ortologd gend vazanych na chromosom Z bource
moruSového, B. mori (Bombycoidea). Na zakladé sekvenci genl kettin (Ket), laktat
dehydrogenaza (Ldh), period (Per) a triosa fosfat isomeraza (Tpi) byly zkonstruovany
hybridizaéni sondy, s jejichz pomoci byla prohledana BAC knihovna obalece
jable€ného. K vylou€eni faleSné pozitivity byla pouzita PCR. Takto vyselektované
BAC klony byly hybridizovany k sam&im chromosomalnim preparatim obaleCe
jable€ného. VSechny Ctyfi sondy hybridizovaly k jednomu pachytennimu bivalentu
v poradi Ket — Tpi — Per — Ldh, které odpovida vzajemné poloze téchto genu na
chromosomu Z bource morusového (Obr. 4). V jiném experimentu sondy pro Ket a
Ldh oznalily par dvou nejvétSich chromosomu mitotického komplementu,
oznacenych v praci Fukova a kol. (2005) jako chromosom Z. Vazba genu kettin na
chromosom Z byla také nezavisle ovéfena hybridizaci BAC klonu pro Ket spolu
s klonem specifickym pro chromosom W obalece jableného k samicim pachytennim
jadrdm. Oba klony oznadili v sami€im pachytennim jadfe jediny bivalent (Dalikova,
2009). Vazba genl 6-fosfoglukonat dehydrogenaza (6-pgd) a apterous (Ap) na
chromosom Z byla prokazana Southernovou hybridizaci. Na zakladé ziskanych
poznatkl Ize tedy konstatovat, Ze mezi chromosomy Z obalece jable¢ného a bource
moruSového existuje znacna mira syntenie. Také pofadi zkoumanych gena zustalo
na téchto chromosomech zachovano, nelze vsak vylou€it, Ze na chromosomu
Z obalece jablecného doslo k intrachromosomalnim pfestavbam malého rozsahu, tak
jak to bylo zjisténo u jinych druhd motylt (Beldade a kol., 2009; Yasukochi a kol., v
oponentnim Fizeni).

Srovnani syntenie mezi chromosomy Z obaleCe jable€ného a dalSimi druhy
motyll je mozné diky datim pochazejicim ze studia hybridnich zén a dostupnosti
genetickych map u modelovych druhd (Obr. 4 a 5). U druhl Papilio glaucus a P.
canadensis tvoficich hybridni zénu na vychodé& Spojenych statid americkych bylo

identifikovano nékolik znakl vazanych na chromosom Z. Vedle lokust kontrolujicich
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pupalni diapauzu, polymorfismus ve zbarveni samic a ovipozi¢ni preference to byly
také allozymy Ldh a 6-pgd (Papilionidae, Papilionoidea) (Hagen a Scriber, 1989;
Sperling, 1994). Pozdéji byly u téchto druht na zakladé odhadnuté doby divergence
péti genll vazanych na chromosom Z, Ket, Ldh, Per, Tpi a titin, testovany alternativni
speciacni modely. Vazba téchto genu na chromosom Zbyla vtomto pfipadé
prokazana pouze pritomnosti a absenci heterozygotnich mist v sekvencich samcu a
samic (Putnam a kol., 2007). Také srovnani vazby genl Ket, Ldh, Per a Tpi u
obalece jableéného a otakarku rodu Papilio tedy potvrzuje syntenii chromosomu Z,
tentokrat mezi nadCeledmi Tortricoidea a Papillionoidea (Obr. 4). Poloha genu titin
neni sice u obaleCe jableCného znama, u bource morusSového ale také on lezi na
chromosomu Z (Koike a kol., 2003).

Také zavijeC kukuficny, Ostrinia nubilalis, (Crambidae, Pyraloidea)
predstavuje se svymi dvéma liniemi liSicimi se produkci sami¢iho feromonu a
behavioralni odpovédi samce na tento feromon vyjime&ny modelovy systém pro
studium genetické podstaty speciace. Bylo zjisténo, Ze faktor ovliviiujici behavioralni
odpovéd samce a Tpi obaleCe kukuficného lezi na chromosomu Z (Sperling, 1994;
Prowell, 1998; Dopman a kol.,, 2004). Dopman a kol. (2005) vytvofil pozdéji
vazebnou mapu chromosomu Z zavijeCe kukuficného obsahujici geny Ket, Ldh a Tpi
a faktory, které ovliviuji sam¢i behavioralni odpovéd k samicimu feromonu (Resp) a
délku post-diapauzniho vyvoje (Pdd). Syntenie chromozomu Z véetné poradi gend, je
tedy, zda se, zachovana i v nadCeledi Pyraloidea (Obr. 4).

Vyznamnym modelem pro studium ekologické speciace jsou také mimetické
baboCky rodu Heliconius (Nymphalidae, Papilionoidea). Pfi studiu speciace,
Haldanova pravidla a sterility hybridd mezi rGznymi populacemi H. melpomene nebo
H. melpomene a H. cydno byl pro vazebnou analyzu jako marker vazany na pohlavni
chromosom Z pouzit gen Tpi (Jiggins a kol., 2001; Naisbit a kol., 2002). Pozdé&ji
Jiggins a kol. (2005) sestavil také genetickou mapu H. melpomene, ktera vedle AFLP
a mikrosatelitovych markerl obsahovala také 19 jadernych genl. Ke chromosomu
Z byl vedle genu Tpi pfifazen i gen apterous, jeho pfesnou pozici se vSak nepodafilo
urcit (Obr. 4). Tato mapa byla nasledné obohacena o dalSi geny, zadny z nich v8ak
k chromosomu Z pfifazen nebyl (Pringle a kol., 2007). Srovnani genetické mapy
baboCky H. melpomene obsahujici 72 genl s mapou bource moruSového tak
odhalilo vysokou miru zachované syntenie mezi jejich chromosomy, chromosom
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Z nevyjimaje (Yasukochi a kol., 2006; Pringle a kol., 2007). Bylo také prokazano, ze
gen period, ktery hraje vyznamnou ulohu v fizeni cirkadiannich rytmu, lezi na
chromosomu Z martinaCe Antheraea pernyi (Saturnidae, Bombycoidea) (Gotter a
kol., 1999; Obr. 4).

Pap Hel Bm Cp On Ap
ephrin. receptor CyP303a1
(i) e —_— kettin =——— -
apterous
EGF receptor
IDGF4 Tpi
katalasa
p-glykoprotein
period
6-pgd
Ldh
NADH ubichinon
oxidoreduktasa
henna y
kettin, titin  apterous 6-pgd period
Tpi, period Tpi apterous
6-pgd, Ldh

Obr. 4 Schematicky prehled genu u nichz je znama vazba na chromosom Z.
Syntenie a srovnani poradi gend, pokud je znamo, lezicich na chromosomu Z mezi
obaleCem jableénym, Cydia pomonella (Cp) (tato prace) a zavijeCem kukufi¢nym,
Ostrinia nubilalis (On) (Sperling, 1994; Prowell, 1998; Dopman a kol., 2004),
otakarky Papilio glaucus a P. canadensis (Pap) (Hagen a Scriber, 1989; Sperling,
1994; Putnam a kol., 2007), babo¢kami rodu Heliconius (Hel) (Jiggins a kol., 2001;
Naisbit a kol., 2002; Jiggins a kol., 2005) a martinalem Antheraea pernyi (Ap)
(Gotter a kol., 1999). Chromosom bource moruSoveého je mozné pouzit jak referenéni
bod pro srovnani syntenie mezi vdemi druhy. Poloha a pofadi gend na chromosomu

bource byla ziskana z genomové databaze bource KaikoBase.

DalSim cennym zdrojem informaci o syntenii chromosomu Z pro nas mohou
byt nejnovéjsSi vazebné a fyzické mapy postavené na EST markerech, které umoznuji
srovnani pozice ortolognich genu s referenénim genomem bource morusového (Obr.
5). Ve vazebné mapé okace Bicyclus anynana (Nymphalidae, Papilionoidea), ktery je
pfednim motylim modelem pro evoluéni a vyvojovou (tzv. “evo-devo”) analyzu

27



komplexnich znakl, bylo k chromosomu Z pfifazeno celkem devét EST markeru.
Chromosomalni pozici tfi markeri se nepodafilo uréit, ortolog jednoho z nich
(BaC1211) v mapé bource morusového nelezi na chromosomu Z. Syntenie zbylych
genu je mezi bourcem moruSovym a B. anynana zachovana. Vzajemna poloha genu
v8ak nasvédCuje tomu, Ze chromosom Zu okacCe B. anynana prodélal nékolik

intrachromosomalnich prestaveb (Beldade a kol., 2009).

Ac Ms Bm

ephrin. receptor CyP303a1
titin ken‘m
—— apterous
— EGF receptor
Toi — [DGF4
———— katalasa

p-glykoprotein
— period
6-pgd —
—_— | dh
NADH ubichinon

oxidoreduktasa

henna ——rv

BaC2817', BaC5197'
BaC1211”°, BaC2745°, Bac5904
Obr. 5. Schematicky pfehled genu u nichz je znama vazba na chromosom Z.
Syntenie genu zjisténa na zakladé srovnani genetické mapy okace Bicyclus anynana
(Ba) (Beldade a kol., 2009) a fyzické mapy liSaje tabakového Manduca sexta (Ms) a
liSaje svlaCcového Agrius convolvuli (Ac) s genomem bource moruSového (Bm)
(Yasukochi a kol., v oponentnim fizeni). Chromosom bource moruSového je mozné
pouzit jako referencni bod pro srovnani syntenie mezi vS8emi druhy. Poloha a poradi
genl na chromosomu bource byla ziskana z genomové databaze bource KaikoBase.
! Ortology téchto gentl se autorovi této prace nepodafilo v genomu bource najit a
nebylo tedy mozné uréit jejich polohu vii&i ostatnim gendm; 2 ortolog tohoto genu
v genomu bource neleZi na chromosomu Z; ® poloha téchto gent na chromosomu

Z neni znama.
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Zatim nejnovéjsi, tentokrat fyzickou mapou je BAC karyotyp liSaje tabakového,
Manduca sexta (Sphingidae, Bombycoidea). Na chromosom Z je v ném zamapovano
pét gend, jejichz ortology jsou v genomu bource moruSového ve vazbé& na
chromosom Z (Obr. 5). | vtomto pfipadé je zde vSak patrna rozsahla inverze
(Yasukochi a kol., v oponentnim fizeni). Stejné BAC klony byly hybridizovany i na
chromosomalni preparaty dalSiho, blizce pfibuzného, druhu liSaje Agrius convolvuli. |
zde vSechny geny nalezi k jediné vazebné skupiné (Obr. 5). Mezi liSaji A. convolvuli
a M. sexta je navic zachovano i pofadi studovanych gend na chromosomu
(Yasukochi a kol., v oponentnim fizeni). K vy8e zminéné inverzi tedy ziejmé doslo u
spole€ného prfedka obou lisaji. Ukazuje se tedy, ze mezi chromosomem Z zastupcl
nadCeledi Tortricoidea, Pyraloidea, Bombycoidea a Papilionoidea zUstala, i pres
jejich znaCnou divergenci, zachovana zna¢na syntenie genl a v nékterych
pfipadech také jejich pofadi na chromosomu. Pringle a kol. (2007) na zakladé
molekularni analyzy odhadli dobu divergence mezi bourcem morusovym a babockou
H. melpomene na 100 miliond let. Sto miliont let izolace tedy nezanechalo na
genovém obsahu chromosomU ZB. mori a H. melpomene zadné stopy.
Konzervovana syntenie genti chromosomu Z obalece jablecného zjisténa v této praci
dobu této evoluéni staze dale zvySuje.

K uchovani syntenie genu lezicich na chromosomu Z doSlo i b&hem evoluce
ptakd. Itoh a kol. (2006) odhalil pomoci BAC-FISH syntenii 14 genu mezi
chromosomy Z zebfiCky Taeniopygia guttata a kurem bankivskym, G. gallus.
Syntenie celkem 23 genl byla zaznamenana také mezi chromosomy Z kura a lejska
bélokrkého, Ficedula albicollis (Backstrom a kol., 2006). Spole€ny predek téchto
druh( pfitom Zil pfed sto miliony let (Backstrom a kol., 2008). Znaénou homologii
chromosomu Z mezi kurem a pStrosem emu (Dromaius novaehollandiae) ukazalo i
komparativni barveni chromosomu (“comparative chromosome painting”), tzv. Zoo-
FISH (Shetty a kol., 1999).

Shetty a kol. (1999) vysvétluje konzervovanost chromosomu Z jako dusledek
neobycCejné stability celého karyotypu ptakl. Také Backstrom a kol. (2006) preferuje
moznost, Zze se syntenie genl u ptakl neomezuje jen na pohlavni chromosom Z, ale
je typicka pro vétsinu jejich chromosomu. To potvrzuje také porovnani vazebné mapy

lejska bélokrkého s genomem kura (Backstrom a kol., 2008), které odhalilo, ze je
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rychlost extrachromosomalnich prestaveb u ptakl podstatné nizsi (asi jedna
prestavba za 66 milionu let) nez u savcu (jedna prestavba za deset milionl let)
(Wienberg, 2004). Za mimoradné stabilni je povazovana také organizace genomu
motyld. Jak uz bylo uvedeno v kap. 1.3.1, modalni, tj. nejcastéjsi, poCet chromosomu
n=31 je souCasné povazovan za ancestralni karyotyp motyll zachovany u
primitivnich i odvozenych taxont (Suomalainen, 1966; Lukhtanov, 2000; De Prins a
Saitoh, 2003). Tuto pfedstavu podporuje také makrosyntenie geni mezi B. anynana
a B. mori. Oba druhy maiji haploidni po¢et chromosomu( n=28. Porovnani jejich map
odhalilo jen tfi velké extrachromosomalni pfestavby, nezavislé fuze, které zjevné
vedly kK jejich redukovanému poc¢tu chromosomu (Beldade a kol., 2009). | haploidni
karyotyp spolecného pfedka okaCe B. anynana a bource B. mori tedy zfejmé
sestaval z 31 elementu.

Nic v8ak nedoklada evolu¢ni konzervovanost homomorfnich pohlavnich
chromosom lépe, nez relativni nestabilita sav¢iho karyotypu. Uz Ohno, mimo jiné
také na zakladé dostupnych genetickych dat dokladajicich syntenii nékterych gend,
pFedpokladal konzervovanost genového obsahu chromosomu X savcu (Ohno, 1967;
citovan v Pathak a Stock, 1974). Komparativhi mapovani genu ukazalo, ze
chromosom X skute¢né predstavuje zdaleka nejzachovalejSi usporadani genli mezi
placentalnimi savci (Murphy a kol., 1999; Kohn a kol., 2004). Podobné také fyzické
mapovani genomu bélasku Pieris rapae (n=25) a P. brassicae (n=15) (Pieridae,
Papilionoidea) oproti vS8em ocekavanim odhalilo rozsahlou reorganizaci celého
genomu s vyjimkou chromosomu Z (Naito Y, nepublikované vysledky). Zda se tedy,
Ze je evolucni stabilita obecnou vlastnosti homomorfnich pohlavnich chromosomu.
Ohno hledal pfiCinu stability genového obsahu pohlavniho chromosomu X
v mechanismu kompenzace genové davky savcu. Translokace genu na nebo
z chromosomu X podle jeho hypotézy zplsobi nevyvazenost genové davky mezi
dvéma pohlavimi, ktera bude pravdépodobné pod silnym selekénim tlakem (Ohno,
1967, citovan v Backstrom a kol., 2006). Jak uz bylo zminéno vySe (kap. 1.2 a 1.3.1),
ptaci a motyli postradaji kompenzaci genové davky. To vSak neznamena, Ze by
Ohnova hypotéza zcela ztracela na platnosti. U ptakd kontrola exprese genl
vazanych na chromosom Z probiha individualné a liSi se v zavislosti na tkani a
vyvojovém stadiu. Samci ptakl jsou schopni tolerovat vysSi hladiny exprese vétsiny
genul lezicich na chromosomu Z a genovou davku kompenzuji dle potfeby jen u
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nékterych genud (Mank a Ellegren, 2009). Pravé ty budou patrné hrat roli v kliGovych
vyvojovych procesech a budou tedy vuci zméné genové davky obzvlast citlivé. Také
akumulace sexualné antagonistickych a specia¢nich genl na chromosomech X a
Z (viz. kap. 1.2) jisté ovliviiuje jejich stabilitu. Translokace genl z pohlavnich
chromosom( pravdépodobné povede k naru$eni vazebné nerovnovahy vytvorené
dlouhym procesem jejich diferenciace. Vzhledem k tomu, Ze jsou na pohlavnich
chromosomech akumulovany geny uzce souvisejici s reprodukéni uspésnosti
jedince, bude takova zména pod silnym selekénim tlakem. V této souvislosti je
zajimava mutantni linie ASF-3 zavijeCe mouéného, Ephestia kuehniella, nesouci
zafenim indukovanou translokaci ¢asti chromosomu Z na autosom. U této linie byla
zaznamenana embryonalni letalita samcl nesoucich translokovany fragment (Marec
a kol., 2001). Embryonalni letalita by tak mohla byt zplUsobena trisomii Casti
chromosomu Z. Alternativnim vysvétlenim maze byt naruSeni vazebné nerovnovahy
genu s pohlavné specifickou expresi a jeho cis-modifikatoru (Hurst a Randerson,
1999; Vicoso a Charlesworth, 2006).

Stabilita chromosomu Z je zakladni podminkou pro budouci studium evoluce
pohlavnich chromosomuU motylld. Tato prace prokazala zachovalou syntenii genu
chromosomu Z mezi obaleCem jable€nym, patficim do nadceledi Tortricoidea, jedné
z bazalnich linii skupiny Ditrysia (Grimaldi a Engel, 2005), a druhy z nadCeledi
Pyraloidea, Bombycoidea a Papilionoidea. Podporuje tedy hypotézu o spoleCném
puvodu chromosomu Z druhl skupiny Ditrysia a otevira cestu k odhaleni evolu¢niho

puvodu chromosomu W motylu.
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6 Souhrn

Tato prace se zabyva studiem syntenie genu pohlavniho chromosomu
Z obaleCe jable¢ného, Cydia pomonella, ktery je fazen do nadcCeledi Tortricoidea,
jedné z bazalnich linii skupiny Ditrysia. Celkem bylo v ramci této prace izolovano a
sekvenovanim ovéfeno Sest ortologu ke genim lokalizovanym u modelovych druh(
motyll na chromosomu Z, jmenovité ortologu pro 6-fosfoglukonat dehydrogenazu (6-
pgd), apterous (Ap), kettin (Ket), laktat dehydrogenazu (Ldh), period (Per), triosa
fosfat isomerazu (Tpi). S vyjimkou genu titin byly tedy u obalecCe jableného ziskany
sekvence vS8ech znamych genu vazanych na chromosom Z nadcCeledi Pyraloidea a
Papilionoidea. To spolecné s osekvenovanym genomem bource morusového
(Bombyx mori) umoznilo srovnani syntenie chromosomu Z napfi¢ skupinou Ditrysia,
zahrnujici 98% Zzijicich druhd motyld. Ctyfi z téchto genl poslouzily jako sondy
k prohledani BAC knihovny obalece jable¢ného. Ziskané klony BAC byly pouzity k
fyzickému mapovani gent metodou BAC-FISH. Vazba dal$ich dvou ortologu obalece
jable€ného na chromosom Z byla potvrzena Southernovou hybridizaci. Vysledky této
prace spolu s udaji dostupnymi v literatufe prokazaly zachovanou syntenii genu
chromosomu Z mezi skupinami Tortricoidea, Pyraloidea, Papilionoidea a
Bombycoidea. Vyznamné tak podpofily hypotézu o spole€ném plavodu a stabilité
chromosomu Z skupiny Ditrysia. Prokazani spole¢ného puvodu nam umozni vyuziti
chromosomu Z pro studium evoluéni historie pohlavnich chromosom( motylt obecné

a napomuze k odhaleni pavodu chromosomu W.
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