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1. Uvod

1.1 Evoluce pohlavnich chromozomu

Pohlavni chromozomy vznikly u zvifat a rostlin n€kolikrat nezavisle na sobé&. Existuji
dva hlavni systémy: systém WZ/ZZ (samice/samec) a systém XY/XX (samec/samice).
V systému WZ/ZZ je heterogametickym pohlavim samice. Tento typ se vyskytuje u motyla,
ptakad, nékterych druht plazi, ryb a obojzivelnikt (Gianaroli et al., 2013). Druhym systémem
je systém XY/XX, ktery je typicky pro savce. V tomto piipadé je heterogametickym pohlavim
samec. U nékterych druht dochazi ke ztraté chromozomu Y nebo W. Vznika tak systém
XO/XX nebo ZO/ZZ. Ke ztraté chromozomu W doslo napfiklad u vietnamské populace druhu

martina¢e pajasanového Samia cynthia ricini (Yoshido et al., 2011).

Predpoklada se, ze chromozomy Y a W byly ptivodné autozomy, na kterych se objevil
faktor urcujici pohlavi. Pobliz tohoto faktoru se zaCaly shromazd’ovat pohlavné antagonistické
geny, které pfinasi vyhodu danému pohlavi a mizou znevyhodiniovat druhé pohlavi. Kvili
uchovani kombinace vyhodnych gena oblast pobliz faktoru determinujiciho pohlavi prestala
rekombinovat s homolognim chromozomem a postupné se rozsifovala. Kvili potlaceni
rekombinace dochazi ke shromazd’ovani repetitivnich sekvenci, mutaci, a vzniku pseudogenti
na tomto chromozomu. Chromozom W nebo Y, ktery pfestane rekombinovat, je tvoren
predevsim heterochromatinem a nenachazi se na ném mnoho aktivnich genti. Po urcité dobé
a v piipadé€, Ze se nerekombinujici oblast rozsifi po celém chromozomu, muze dojit k jeho

zaniku (Rice, 1996; Wright et al., 2016).

1.2 Pohlavni chromozomy motyli

Samici heterogametni systém Z/ZZ se nachazi u chrostik (Trichoptera) a bazalnich
motylt a je pavodnim systémem (Traut et al., 2008). Z néj se vyvinul systém WZ/ZZ, ktery
se u motyld vyskytuje Castéji. Predpoklada se, ze chromozom W vznikl nezavisle
u minovnickovitych (Tischeriidae) a u pokrocilych Ditrysia s vyjimkou Celedi vakonoSovitych
(Psychidae) a molovitych (Tineidae), které chromozom W postradaji. Chromozom W
u Tischeriidae pravdépodobné vznikl fuzi chromozomu W s autozomem a u Ditrysia vznikl
osvojenim B chromozomu (Dalikova et al., 2017; Hejnickova et al., 2019). Dalsi skupinou,

ktera je fylogeneticky starsi nez Tischeriidae a Ditrysia a u které nezavisle vznikl chromozom



W, je Celed” hrotnokfidlecoviti (Hepialidae), ktera patfi mezi bazalni motyly (Volenikova

2015).

Kromeé nejcastéjSich systémt WZ/ZZ a Z/ZZ se u nékterych druh@i objevuji i
komplikovangjsi varianty s multivalenty, k jejichz vzniku muze dojit spojenim chromozomu
W nebo Z s jinym autozomem, nebo chromozomalnim $tépenim (Sahara et al., 2012). Jedna
se napiiklad o systém W W2Z/ZZ (napt. u Witlesia murana) (Suomalainen, 1969) nebo
WZ125/7:7:7>7> (napt. u Trabala vishnu) (Rishi et al., 1999); u raznych populaci druhu
martindCe pajasanového S. cynthia se vyskytuji tii odlisné systémy (Z/ZZ, WZ/ZZ a
WZ17Z2/7:17.7272) (Yoshido et al., 2005).

O obsahu chromozomu W se toho vi relativné malo. Od chromozomu Z se vyrazné lisi
tim, ze u néj béhem samici achiasmitické meidzy nedochazi ke crossing overu, a tudiz se na
ném hromadi repetitivni sekvence. Akumulace repetitivnich sekvenci muze zpusobovat
rychlej§i vyvoj chromozomu W a jeho CasteCnou €i Uplnou heterochromatizaci, zatimco
chromozom Z je spise podobny autosomiim a ma pomérné zachovanou syntenii genti (Beldade
et al., 2009). Zaroven se na chromozomu W nachazi velmi malo gent; jednim z nich je
naptiklad Fem faktor, ktery byl objeven u bource morusového Bombyx mori a hraje dulezitou
roli v determinaci pohlavi (Kiuchi et al., 2014). U ostatnich motylt se systémem WZ/ZZ neni
jisté, zda je pohlavi uréeno podobnym determinujicim faktorem nebo poctem Z jako je tomu

u systému Z/ZZ (Sahara et al., 2012; Traut et al., 2008).

Diky pfevazné heterochromatinizaci chromozomu W ¢asto vznika béhem interfaze
v samic¢ich somatickych polyploidnich jadrech heterochromatické télisko nebo téliska, ktera
se také nazyvaji sex chromatin nebo W chromatin a jejich pfitomnost se ovétuje
z malpighickych trubic (Traut & Marec, 1996). Posledni vyzkum vSak ukazuje, ze sex
chromatin u samic je spiSe orientacnim znakem, a jeho velikost, tvar ¢i pocet télisek miize

kolisat v zavislosti na kompozici ¢i po¢tu W chromozomu (Hejnickova et al., 2021).

1.3 Repetitivni DNA

Repetitivni DNA tvofi vyznamnou c¢ast veskeré DNA nachézejici se v jadfe eukaryot.
Mezi nejcastéjsi skupiny, které se fadi mezi repetitivni DNA patii satelitni DNA sekvence a
transpozibilni elementy (transpozony). Transpozony jsou nejcastéji rozmisténé po celém

genomu. Satelity tvofi velkou cast konstitutivniho heterochromatinu, ktery je dualezity



pii zakladani a uchovani centromerickych, subtelomerickych a telomerickych oblasti. Satelity
se daji rozpoznat diky Stépeni restrikénimi enzymy a nasledné elektroforéze, kdy se useky
rozdeli podle délek nasStépenych sekvenci, jejichz velikosti jsou vzajemné nasobitelné

(Biscotti et al., 2015).

Satelity se skladaji z fady za sebou opakujicich se sekvenci DNA (monomeru), které
mohou dosahovat velikosti v rozsahu nékolika desitek az stovek bazi (Palomeque & Lorite,
2008). Satelity byly fazeny mezi nekddujici ,,junk™ DNA, ale ukazuje se, ze nekteré maji
dilezitou roli v regulaci chromatinu nebo genti. Mohou byt velmi variabilni jak v délce, tak
v jejich slozeni. Zaroven se stejné rodiny sateliti mohou objevovat u pfibuznych druhd nebo

mohou byt satelity specifické pro urcity druh (Garrido-Ramos, 2017).

Do soucasné doby jich bylo u motylt analyzovano relativné malo. Mezi prozkoumané
satelity patfi satelitni sekvence AmTFR, ktera je rovnomérné distribuovana na vSech
chromozomech motyla Antheraea mylitta (Mahendran et al., 2006). Dal§im objevenym
satelitem je satelit CpSAT-1, ktery se nachazi u obalece jablecného Cydia pomonella
v rizném mnozstvi na v§ech chromozomech. Na chromozomu W se vyskytuje ojedinéle a
zaroven je pomérne hojny na chromozomu Z (Véchtova et al., 2016). Satelit MBSAT1 mury
zelné Mamestra brassicae se nachézi jak na chromozomu W, tak na chromozomu Z
(Mandrioli et al., 2003). Satelitni sekvence FR u blyskavky kukuti¢né Spodoptera frugiperda
se hojnéji vyskytuje na chromozomu W nez na chromozomu Z (Lu et al., 1994). Satelitem,
ktery je obohaceny na chromozomu W, je sekvence PiSATI, ktera se mize objevit i na
autozomu nebo na chromozomu Z zavijeCe paprikového Plodia interpunctella (Dalikova et

al., 2017).

Studie chromozomu W u obaleCe jable¢ného C. pomonella (Fukova et al., 2007),
bource morusového B. mori (Abe et al., 2005) 1 zavijeCe moucného Ephestia kuehniella (Traut
et al., 2013) potvrdila, Ze nejCastéjsi slozku chromozomu W téchto druht tvori

retrotranspozibilni elementy.

Neékteré znich byly popsany naptiklad ve studii Fukova et al. (2007), kde se
analyzovalo 17 opakujicich se sekvenci (sequence motifs) u obalece jable¢ného C. pomonella,
ze kterych 2 sekvence CpW2 a CpWS5 jsou specifické pro samice. Ostatni byly nalezeny
prevazné na chromozomu W a/nebo na chromozomu Z nebo na autozomech. U tfi z nich byla
nalezena podobnost s popsanymi retrotranspozibilnimi sekvencemi v genové bance

u octomilky obecné Drosophila melanogaster a bource moruSového B. mori. U ostatnich



nebyla nalezena shoda s zadnou popsanou sekvenci (Fukova et al., 2007). U bource
moruSového B. mori bylo zatim vyizolovano 12 nahodné amplifikovanych polymorfnich
DNA (RAPD) markeru, které jsou specifické pro chromozom W. Pomoci poCitacové databaze
BLAST (Altschul et al., 1990) byla zjisténa podobnost sekvenci s jiz diive popsanymi
sekvencemi retrotranspozibilnich elementt jinych druhd. Tyto specifické RAPD sekvence
jsou tvoreny strukturami, které se skladaji z vice do sebe inzertovanych elementd. Diky
shotgun osekvenovani 14 kloni W-specifickych bakterialnich umélych chromozomu
(W-BAC) bylo na chromozomu W objeveno mnoho riznych transpozibilnich elementa.
Zaroven bylo pozorovano, Ze se transpozibilni elementy hromadi na chromozomu W a tvofti

vrstvy (strata) (Abe et al., 2002, 2005).

Pomémé neddvno byl vytvofen efektivni bioinformaticky online nastroj
RepeatExplorer (Novak et al., 2013), ktery dokaze identifikovat repetitivni sekvence
na zakladé vytvareni grafi sestavenych diky podobnosti mezi jednotlivymi kratkymi
sekvencemi genomu. Pomoci programu bylo naptiklad nalezeno 34 rodin satelitii u zakefnice
Rhodnius prolixus (Montiel et al., 2021) a 29 rodin satelitt u slunécka pestrého Hippodamia
variegata (Mora et al., 2020). Cabral-de-Mello et al. (2021) vyuzil jako prvni u motylu
RepeatExplorer k identifikaci sedmi sateliti nachazejicich se u Celedi travarikoviti
Crambidae. Trii satelity u zavijeCe zimostrazového Cydalima perspectalis a zavijeCe
kukufi¢ného Ostrinia nubilalis byly obohaceny na chromozomu W. Satelity motyla Diatraea

postlineella byly nalezeny pouze na autozomech.

1.4 Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

FISH se vyuziva k detekci a lokalizaci specifickych sekvenci DNA na chromozomech
vcetné repetitivnich sekvenci na pohlavnich chromozomech, k identifikaci chromozomu nebo

k detekci chromozomalnich abnormalit (Trask, 1991).

Metoda je zalozena na hybridizaci znacené DNA sondy s komplementarni sekvenci
nachazejici se v tkanich na chromozomech, které jsou zafixovany na sklicku. Sondy mohou
byt znaCeny pifimo zaclenénim nukleotidi s navazanym fluorochromem do vlakna, nebo
nepiimo, kdy se do sondy zacleni nukleotidy s navazanym haptenem (latka s antigennimi
vlastnostmi, napf. biotin), na ktery se nasledné vazou znacené protilatky. Vyhodou piimého
znaceni je, ze lze signal pozorovat pfimo po hybridizaci, ale nelze ho zesilit — na rozdil

od nepfimého znaceni, jehoz vyhodou je amplifikace signalu. Pfed hybridizaci musi byt
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sklicka i sonda zdenaturovana. Po hybridizaci jsou ze sklicek fadou promyvacich krokt
odstranény nezadouci nespecificky navédzané sekvence a chromozomy jsou obarveny
barvivem DAPI (4°,6-diamidin-2-fenylindol), které se vaze na AT oblasti. Vysledky jsou
vyhodnoceny pod fluorescencnim mikroskopem vybavenym piisluSnymi filtry (Volpi &
Bridger, 2008). Diky FISH bylo napfiklad zji§téno, Ze zuniverzalnich cytogenetickych
markert je ke zkoumani evoluce karyotypu motyli vhodny histon H3 (Provaznikova 2021).
Existuje i spousta riznych variant FISH. Mezi nejznaméjsi patfi komparativni genomova
hybridizace (CGH) a genomova in situ hybridizace (GISH) (Sahara et al., 2012). Jednotlivé
techniky se vzajemné muazou kombinovat. Spojeni FISH s telomerickou sondou a s GISH
objasnilo slozeni pohlavnich chromozomu samic u riznych motyld, napfiklad u $tétconoSe
trnkového Orgyia antiqua, Orgyia thyellina nebo martinaCe pajasanového S. cynthia (Yoshido
et al., 2005). Diky kombinaci téchto metod spolecné s CGH byly objeveny multivalenty
pohlavnich chromozomd u tfi druhtt motylta Celedi bélaskovitych Leptidea — bélaska luéniho
Leptidea juvernica, bélaska hrachorového Leptidea sinapis a bélaska Realova Leptidea reali,
které byly tvofeny 3-4 chromozomy W a 3-4 chromozomy Z (Sichova et al., 2015). FISH
muze byt také pouzita spolené s tyramidovou amplifikaci signalu (TSA-FISH), jako tfeba
v piipad€, kdy byly mapovany single-copy geny na chromozomu Z u obaleCe jable¢ného
C. pomonella. TSA-FISH muze také soucCasné detekovat dva markery zaroven (Carabajal

Paladino et al., 2014).

1.5 Pohlavni chromozomy u pid’alkovitych

Pid’alkoviti (Geometridae) je druha druhové nejpocetnéjsi skupina motylu.
Do soucasné doby bylo popsano 24 000 druha zahrnujicich osm podrodin (Sihvonen et al.,
2011). Geometridae patii mezi Ditrysia, pro které je charakteristické, ze se v polyploidnich
jadrech samic béhem interfaze formuje sex chromatin. U pomémeé velkého poctu druht
Geometridae se vSak vyskytuje neobvykly sex chromatin: mize byt rozptyleny, muaze se lisit
poctem, velikosti nebo tvarem. Zaroven se li§i i poCty chromozomu u jednotlivych druht
(Traut & Marec, 1996), a Casto se zde vyskytuji i odliSné systémy pohlavnich chromozomi,
napiiklad systém WiW2W3Z/ZZ u pidalky obecné Epirrhoe alternata a pidalky podzimni
Operophtera brumata nebo systém W Z1Z,/ZZ u kropenatce jetelového Chiasmia clathrata

(Hejnickova et al., 2021).



U nami zkoumaného druhu tmavoskrvnace viesovového (Hypomecis atomaria, diive
znamy jako Ematurga atomaria, Ennominae; Murillo-Ramos et al., 2021) maji obé pohlavi
stejny diploidni poCet chromozomu a to 2n = 62. Samice H. atomaria maji normalni, kulaty,
viditelny sex chromatin, ktery se vyskytuje pouze u samic. Chromozom W u H. atomaria je
maly a plné€ heterochromatizovany a Casto je cely obklopen chromozomem Z. Zaroven diky
rovnomeérné hybridizaci samci a samici genomické sondy na chromozom W se predpoklada,
ze je slozen prevazné z bézné repetitivni DNA, ktera se vyskytuje u obou pohlavi stejné asto
(Hejnickova et al. 2021). Cilem této prace bylo pokusit se charakterizovat repetice nachazejici
se na chromozomu W tmavoskvrnae viesového a pfipadné ovéfit, je-li jejich vyskyt

na chromozomu W castéj$i v porovnani s autosomy.



2. Cile prace

1. Na zakladé vysledkd nastroje RepeatExplorer vytipovat potencialné zajimavé
(na chromozomu W obohacené) repetitivni sekvence

2. Amplifikovat vytipované sekvence PCR a vybrany fragment zaklonovat
Oveérit totoznost zaklonovaného fragmentu pomoci bioinformatickych nastroju

4. Danou repetici lokalizovat na chromozomech pomoci FISH



3. Material a metody

3.1 Sbér materialu

V této praci se vyuzivaly dospélé samice tmavoskvrnace viesového H. atomaria,
(Murillo-Ramos et al., 2021), které se fadi mezi pidalkovité (Geometridae). Hmyz byl
odchycen do sité na loukach v okoli Ceskych Bud&jovic béhem kvétna az Gervence v letech
2020-2021. Samice snesly vajicka oddélené ve vlhkych plastovych krabickach, které
obsahovaly zivné rostliny. Larvy byly ponechany na zivnych rostlinach do doby, nez dosahly
posledniho instaru nebo kukly. Poté byly vypitvany, z pohlavnich organti byly pfipraveny
chromozomalni preparaty a jejich zbyvajici tkan byla zmrazena v tekutém dusiku a uschovana

v -20 °C do dalsiho pouziti.

3.2 Priprava preparatu

Sam¢i a samici gonady byly z larev vypreparovany ve fyziologickém roztoku (0,9%
NaCl, 0,042% KCl, 0,025% CaCl2, 0,02% NaOH3, Lockwood 1961). Pouze samci pohlavni
organy byly pred fixaci vlozeny na 10 minut do hypotonického roztoku (0,075M KCl). Poté
byl material z ovarii a testes 15 minut fixovan ve fixacnim roztoku Carnoy (etanol, chloroform
a kyselina octova v poméru 6:3:1). Material byl pomoci wolframovych jehel pfemistén na
etanolem vycisténé sklicko do kapky 60% kyseliny octové, kde byl rozmélnén. Sklicko bylo
presunuto na plotynku pfedehtatou na 45 °C, kde byla kapka posouvanim po sklicku rozettena.
Sklicka s chromozomy byla odvodnéna v etanolové fade (70%, 80% a 100% etanol, v kazdém

30 sekund) a po uschnuti skladovana pti -20 °C.

3.3 Izolace genomové DNA z tkani

Genomova DNA byla izolovana z tkdni pomoci CTAB (cetyltrimethylammonium
bromid, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Némecko). Extrakéni pufr o objemu 10 ml
byl pfipraven z 5,33 ml vody, 1 ml 1M TrisHCI (pH 8), 2,8 ml 5M NaCl, 0,8 ml 0,5M EDTA
(pH 5), 0,2 g CTAB, 20 pl B-mercaptoethanol (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Svycarsko),
50 ul proteinazy K (0,1 mg/ml) (Macherey-Nagel GmbH & Co KG, Diiren, Némecko).

V 800 pl extrakénim pufru byla pomoci tlou¢ku zhomogenizovéana tkan z larvy, ktera se



nechala inkubovat za mirného tfepani pfes noc v 60 °C. Nasledujici den bylo pfidano stejné
mnozstvi chloroformu, které se s roztokem promichalo prevracenim zkumavky a poté bylo
centrifugovano 10 minut pfi 14 000 rpm v 4 °C. Pomoci pipety byla presunuta vodna faze
do nové zkumavky. Extrak¢ni krok s chloroformem byl zopakovan. Poté bylo do zkumavky
pfidano 3 pl RNazy A (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a smés se nechala
inkubovat v 37 °C po dobu 30 minut. Bylo pfidano 2/3 objemu isopropanolu. Obsah byl
promichan pfevracenim zkumavky za vzniku vldken vysrdzené DNA a byl inkubovan
30 minut v pokojové teploté. Nasledné byl 10 minut centrifugovan pii 14 000 rpm ve 4 °C.
Prebyvajici supernatant byl odsan. K peletu bylo napipetovano 500 ul 70% etanolu. Opét byl
supernatant peclivé odsan a pelet v oteviené zkumavce se nechal oschnout. Poté byl pelet
rozmichan vevodé a byl ulozen v -20 °C. Koncentrace DNA byla zméfena pomoci
fluorometru Qubit 3.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a cCistota byla zjiSténa pomoci
spektrofotometru Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

3.4 Bioinformaticka analyza

Z celkem 600 000 readl ze 3 samic a ze 3 samci, které byly ziskany nahodnym
vzorkovanim sekvena¢nich dat, které pfipravila firma Novogene (Hong Kong, Cina)
na platformé Illumina HiSeq 4000, byly pomoci komparativni analyzy RepeatExplorer2
(Novak et al., 2013) vytipovany sekvence repetic potencialné obohacené na chromozomu W.
Tato cast byla provedena Skolitelkou. Primery k repetici Ema25 byly navrzeny pomoci
programu Geneious prime version 2022.0.1. a jsou uvedeny v Tabulce 1. Konsenzualni

sekvence dané repetice ma 761 bazi a je uvedena v Ptiloze 1.

Tabulka 1: Primery.

Nazev primeru Sekvence
Ema25 - F CGGTGGTTATGTGGGAGTCT
Ema25 - R GTGGGTTCCCGCCTTGTC

3.5 PCR (Polymerazova retézcova reakce)

Reak¢ni smes pro PCR o objemu 25 pl byla pfipravena smichanim 15,3 pl vody, 2,5 ul
10 x ExTaq pufru (TaKaRa, Otsu, Japan), 2,5 ul od kazdého z primerd F a R (10 uM)



(TaKaRa, Otsu, Japonsko) 2 ul dNTPs (kazdy nukleotid 2.5 mM), 0,2 ul ExTaq polymerazy
(TaKaRa) a 1 ul gDNA templatu o koncentraci 10 ng/ul. Pocatecni teplota PCR byla
nastavena na 94 °C na 3 minuty. Poté nasledovalo 30 cykld skladajicich se z denaturace pfi
94 °C na 30 sekund, annealingu pii 57 °C na 30 sekund a extenze pii 72 °C na 1 minutu.
Posledni faze zahrnovala tfiminutovou finalni extenzi pii 72 °C. Po ukonCeni programu se

teplota zchladila na 4 °C.

3.6 Elektroforeticka separace DNA fragmentu

Pro vizualizaci vysledka byla pouzita elektroforeticka separace DNA fragmentl. Byl
ptipraven 1,5% agarozovy gel v TAE pufru. Elektroforéza probihala pfi 100 V 30 minut. Gel
byl nasledné barven v ethidium bromidu po dobu 20 minut. Vzorky byly prohlédnuty pod UV

svétlem a zdokumentovany.

3.7 1zolace DNA z agarozového gelu

Vybrané fragmenty byly vyfiznuty z gelu a nasledné byla DNA vyizolovana z gelu
pomoci kitu Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison WI, USA) podle
uvedeného navodu a jeji koncentrace byla zméfena pomoci fluorometru Qubit 3.0

(Invitrogen).

3.8 Ligace a klonovani

Pti ligaéni reakci byl vyuzit kit pGEM-T easy vector (Promega). Do 10 pl ligacni smési
bylo pfidano 5 pl 2x ligacniho pufru, 1 pl plasmidu (50 ng), 1 pl T4 ligazy a 3 ul DNA (50 ng).
Smés byla inkubovana 18 hodin v ledniéce (4 °C).

LB médium o objemu 1 litr se skladalo z 20 g LB broth (Thermo Fisher Scientific) a
10 g agaru (Thermo Fisher Scientific). Bylo sterilizovano autoklavovanim. Po vychladnuti
na 50 °C do n¢&j bylypfidany 2 ml ampicilinu o koncentraci 50 mg/ml. Petriho misky byly
nejprve vysviceny pod UV (20 minut) a poté bylo do nich nalito 20 ml LB média. Nasledn¢
byly plotny opét vysviceny pod UV (30 minut), zaparafilmovany a ulozeny do lednice (4 °C).
Aby mohlo dojit kmodro-bilé selekci, bylo hokejkou, ktera byla namocena
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do etanolu a opalena nad kahanem, rozetfeno na kazdé plotné 14 pul X-Galu
(50 mg/ml) (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranosid) a 70 ul 100mM IPTG
(isopropyl-B-D-thiogalactosid). Nasledovala transformace DNA do kompetentnich bun¢k
(E. coli, kmen DH5a) nasledujicim zptisobem. Bunky byly presunuty z -80 °C na led, kde se
nechaly 15 minut. 50 pl bunék bylo rozpipetovano do 1,5 ml zkumavek a do kazdé bylo
ptidano 2,5 pl ligaéni smési a mix se nechal inkubovat na led€¢ po dobu 30 minut. Poté se
zkumavky nechaly inkubovat 90 sekund na termobloku predehiatém na 42 °C. Pak byly
presunuty na led. Po dvouminutové inkubaci bylo do zkumavek ptidano 800 ul LB média a
nasledovala inkubace pii 37 °C na 50 minut. Pak byly buiiky zkoncentrovany centrifugaci pfi
7500 g 30 s. VétSina supernatantu byla odstranéna, ve zbyvajicich cca 100 pl byl pelet
s burikami resuspendovan. Na kazdou plotnu byla pfidana polovina smeési s bakteriemi, ktera
byla rozetfena pomoci hokejky, namocené do etanolu a poté opalené nad kahanem. Plotny se

nechaly inkubovat pies noc v termoboxu (37 °C).

Nasledujici den byly bilé pozitivni kolonie pfeockovany pomoci 10 pl §pic¢ky na plotnu
s ampicilinem. Zaroven byl proveden i test jednotlivych kloni pomoci PCR pro ovéfeni
spravné velikosti zaklonovanych inzertl. Byla namichana PCR reakce o celkovém objemu
10 ul, ktera obsahovala 6,1 pl vody, 2 pl (10x) OneTaq pufru (New England Biolabs, Ipswich,
MA, USA), 0,8 ul dNTPs, 0,5 ul od kazdého primeru M13 (10uM), 0,1 pl OneTaq
polymerazy (New England Biolabs) a templat byl pfidan pomoci dotyku §picky do kolonie
bakterii. SoucCasné byly vybrané kolonie pfeoCkovany na novou plotnu. Vysledky byly

ovéefeny pomoci elektroforézy.

Plazmidy byly vyizolovany pomoci kitu NucleoSpinPlasmid (Macherey-Nagel) podle
navodu vyrobce. Koncentrace plazmidi byla zméfena pomoci spektrofotometru

Nanodrop2000 (Thermo Fisher Scientific).

Plazmidy byly ptecistény pomoci kitu ExoSap-IT™ (Thermo Fisher Scientific)
smichanim 5 ul DNA a 2 ul ExoSap. Smés byla spusténa v PCR termocykleru na program,
ktery byl nastaven 15 minut na 37 °C a dalSich 15 minut na 80 °C. Poté se do 7 pl smési
pridaly 3 ul primeru M13. Vzorky byly pfipraveny podle pozadavka firmy SEQme (Dobfis,

Ceska republika), kam byly odeslany na osekvenovani Sangerovou metodou.
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3.9 Fluorescencni in situ hybridizace

Sonda byla znaCena neptimo biotinem pomoci PCR. Smés o objemu 25 ul byla
pfipravena smichanim 14,8 ul vody, 2,5 pl ExTaq pufru (TaKaRa), 4 pl high dNTPs (0,25 mM
dATP, 0,25 dCTP mM, 0,025 mM dGTP, 0,09 mM dTTP, 0,16 mM biotin-16-dUTP; Jena
Bioscience, Jena, Némecko), 10 ng plazmidové DNA, 1,25 ul od kazdého z primert (10 uM)
a 0,125 ul ExTaq polymerazy (TaKaRa). PCR probihala za podminek popsanych vyse.

Pfi neptimé FISH se postupovalo podle navodu Cabral-de-Mello & Marec (2021),
ve kterém byly nékteré kroky upraveny.

Pro kazdé sklicko byla smichana sonda znacena biotinem (50 ng/skli¢ko) s 2,5 ul DNA
ze spermii lososa o koncentraci 10 mg/ml (Thermo Fisher Scientific). Byla pfidana 1/10
objemu 3M octanu sodného a 2,5 objemu 100% etanolu. Smés byla 15 minut centrifugovana
pii 13000rpm v4 °C. Byl odsan supernatant a do zkumavky bylo pfidano 400 pl
vychlazeného 70% etanolu. Znovu byla smés zcentrifugovana pti stejnych otackach ve 4 °C
na 10 minut. Opét byl peclivé odsan supernatant. Pelet usazeny na dné€ byl rozpoustén v 37 °C
po dobu 30 minut v 5 ul predehfatého deionizovaného formamidu. Déle bylo pfidano 5 ul
20% dextran sulfatu v 4x SSC predehratého na 37 °C. Sonda byla zdenaturovana v 90 °C

po dobu 5 minut a ihned byla ochlazena na ledu alespori na 3 minuty.

Soucasné byla pripravovana sklicka s preparaty z testes a ovarii. Sklicka byla vyndana
z lednice z -20 °C a ihned vlozena do 70% etanolu, kde byla nechana 2 minuty. Poté byla
presunuta na 30 vtefin postupné do 80% etanolu a do 100% etanolu. Sklicka byla 30 minut
zapékana v 65 °C. Dale byla sklicka inkubovana po dobu 5 minut v 37 °C v Ix PBS, které
obsahovalo 4 ml 10x PBS, 36 ml vody a 2 pl proteinazy K o koncentraci 20 mg/ml. Pak byla
dvakrat na 5 minut promyta v 1x PBS v 37 °C. K odstranéni RNA bylo na kazdé sklicko
napipetovano 100 ul RNazy A (Sigma-Aldrich), ktera se skladala z 2 ul RNazy o koncentraci
10 mg/ml, 10 ul 20x SSC a 88 ul vody. Sklicka se nechala inkubovat hodinu v 37 °C.
Nasledné byla dvakrat na 5 minut promyta v 2x SSC v pokojové teploté. Sklicka prekryta
krycim sklickem o velikosti 24x50 mm byla denaturovana v 100 pl 70% formamidu v 2x SSC
po dobu 3,5 minut v 68 °C. Po denaturaci byla kryci sklicka odstranéna a sklicka byla vlozena
do studeného 70% etanolu (-20 °C) na 1 minutu. Poté byla sklicka dehydratovana v 80%

etanolu a 100% etanolu v kazdém 30 sekund a osuSena na vzduchu.
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Na kazdé sklicko bylo napipetovano 10 ul hybridiza¢ni smési a vSe bylo piekryto
krycim sklickem o velikosti 24x32 mm a uté€snéno lepidlem. Sklicka byla pfes noc inkubovana

v 37 °C ve vlhké komirce (plastova krabicka s ubrouskem vlhéenym v 2x SSC na dné¢).

Nasledujici den byla po odstranéni kryciho skla provedena fada promyvani. Byly
ptipraveny roztoky: 2x SSC, 0,1x SSC a WBB (washing blocking buffer), ktery byl pfipraven
z 48 ml 20x SSC, 190 ml miliQ H>O, 240 ul Tweenu a 2,4 g suSeného odtu¢néného mléka
(Lab M, Heywood, UK). Nejprve byla sklicka promyvana dvakrat v 2x SSC v 42 °C po dobu
5 minut, poté dvakrat v 0,1x SSC v 42 °C po dobu 5 minut, jednou v 2x SSC v 42 °C na
5 minut a jednou v 2x SSC po dobu 10 minut v pokojové teploté. VSechny promyvaci kroky
probihaly v kyvetach za mirného tiepani. Poté se sklicka nechala 15 minut inkubovat ve WBB
v pokojové teploté. Byl pfipraven roztok ze Streptavidinu-Cy3 (Jackson ImmunoRes. Labs.
Inc, USA) ve WBB o finalni koncentraci 9 pg/mL. Na sklicka bylo naneseno 100 pl této smési
a poté byla prekryta krycim sklickem a inkubovana ve vlhké komurce v 37 °C 1 hodinu.
Nasledné byla sklicka dvakrat promyta ve WBB na 5 minut v 45 °C v kyveté za mirného
tfepani. Sklicka byla obarvena 25 pl smési DAPI (Sigma-Aldrich) a DABCO (1.,4-
diazabicyklo[2.2.2]oktan) (Sigma-Aldrich) o koncentraci 0,5 pg/ml a byla pfekryta krycim
sklickem. Byly odstranény bubliny a ptebytek roztoku byl odsan filtranim papirem. Okraje
sklicek byly zalakovany lakem. Skli¢ka byla uskladnéna ve tmé v 4 °C.

Vzorky byly pozorovany pod fluorescencnim mikroskopem Zeis Axioplan 2. Snimky
byly pofizeny pomoci fotoaparatu Olympus CCD XM10 a zpracovany v programu Adobe
Photoshop version 13.0.1.
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4. Vysledky

4.1 PCR

Délka fragmentu repetice Ema25, ktery byl vyfiznut z gelu, zaklonovan do plazmidu
a vyuzit k tvorbé sondy, byla piiblizné 700 bp. Z vysledki PCR na genomové DNA byla
u odlisnych jedinct H. atomaria pozorovana vnitrodruhova variabilita. U samice 1 se objevil
kromé hlavniho fragmentu 1 produkt o délce 1500 bp, ktery nebyl nalezen u zadného
z dalSich testovanych jedincti; u samic 3 a 4 a samce 5 se vyskytoval navic produkt o velikosti
1000 bp a maly produkt o cca 100 bp byl pozorovan u samic 3 a 4 a samcti 5 a 6 a zaroven

u ostatnich chybél (obr. 1).

3

Obr. 1: PCR na genomové DNA vykazujici vnitrodruhovou variabilitu repetice Ema25

u H. atomaria. Legenda: zleva — marker, samice 1-4, samec 5 a 6, N=negativni kontrola.

4.2 Bioinformaticka analyza

Podle vysledki programu RepeatExplorer zabira repetice Ema25 0,3 % genomu.
Identita konsenzu a osekvenované zaklonované sekvence o délce 664 bazi (Ptiloha 2) je

87,9 % a je zaznamenana na obrazku 2. Pfi porovnani konsenzu a osekvenované repetice
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Ema25 bylo pozorovano 34 SNPs (jednonukleotidovych polymorfismia-single nucleotide
polymorphisms), které byly relativné rovnomérné rozmisténé. Zaroven jsme pozorovaly tfi
vyznamnéj$i insertované/deletované useky (indely): mezi 98. a 100. a mezi 527. — 529. bazi
se objevila delece v sekvenci konsenzu, a dale byly deletovany Uiseky na zaklonované sekvenci
mezi 181. a 193. amezi 564. a 571. bazi. Analyza vybrané sekvence pomoci databaze BLAST
(Altschul et al., 1990) zjistila 80% podobnost sekvence se sekvencemi na ruznych
chromozomech vcetné chromozomu Z u travarky hlinozluté Luperina testacea, ktera patfi
mezi Noctuidae (muroviti). Sekvence se také podobala druhtim, ktefi se fadi do stejné Celedi
jako H. atomaria a to Geometridae. Sekvence z H. atomaria méla 76% shodu u riznych
chromozomu véetné Z s druhem drsnokiidlec biezovy Biston betularia (Ennominae), pii¢emz
jedna zuvedenych sekvenci (pfistupové Cislo v databazi GenBank KT182637.1) byla
publikovana v ¢lanku o mutacich melanismu u B. betularia (van't Hof et al., 2016). Dale
program nasel 70% podobnost sekvence na riznych chromozomech vcetné chromozomu Z
s riznorozcem trnkovym Peribatodes rhomboidaria a 70% podobnost na chromozomech
tmavoskvrnace zlatavého Agriopis aurantiaria. Kromé vyse zminéné sekvence z B. betularia

pochazela vSechna ostatni data z genomického projektu Tree of Life (Simonson et al., 2005).

1 5 10 15 2 25 3 35 4 " 55 5 3
Consensus .ll i . S ORI NSO N NN O SN N NI B SIS . R NN ORI N DR NI N Y WA R e
Identity

1. klon_Ema25 [ — : =
2. konsensus RE -~ min 1 o | ¥ " S ———

Obr. 2: Alignment konsenzu z RepeatExplorer a zaklonované sekvence repetice Ema25.
Legenda shora: Cislované pozice nukleotidi (barevné€), identita mezi obéma sekvencemi

(zelen€), zaklonovana sekvence Ema25, konsenzus z RepeatExplorer.

4.3 FISH — vyroba sondy a mapovani repetice Ema25

Kvyrobé sondy pro FISH nepfimo znafené biotinem byl pouzit zaklonovany

fragment. Sonda byla zkontrolovana pomoci elektroforézy (obr. 3).
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Obr. 3: Sonda znacena biotinem na 1.5% agar6zovém gelu (zleva: marker, sonda).

Pomoci metody FISH byla sekvence lokalizovana na chromozomech u obou pohlavi.
Roztrousené, mnohocetné signaly se vyskytovaly na autozomech i pohlavnich chromozomech

se stejnou Cetnosti (obr. 4).
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Obr. 4: Fluorescencni in situ hybridizace sondy Ema25 na pachytennim jadie tmavoskvrnace
viesového H. atomaria. Chromozomy podbarvené DAPI; samici pachytenni jadra (a-d), detail
bivalentu WZ (c, d), sam&i pachytenni jadra (e, f), sonda znadena Gervené (b, d, f). Sipkou

oznacen bivalent WZ (a, c¢). Méftitko = 10 pm.

17



5. Diskuse

Cilem prace bylo ovéfit, zda je repetice vytipovana pomoci programu RepeatExplorer
(Novak et al., 2013) obohacena na chromozomu W. Nejprve byly k vybrané sekvenci
navrhnuty primery pomoci programu Geneious prime version 2022.0.1., které byly vyuzity
pii amplifikaci sekvence pomoci PCR. Nasledné byl pozadovany fragment vyfiznut z gelu a
zaklonovan do plazmidu. Ten byl pouzit pro vyrobu znacené sondy a sekvence byla
namapovana diky nepfimé FISH. Zkoumana repetice byla porovnana s jinymi sekvencemi
pomoci programu BLAST (Altschul et al., 1990). Diky metod€ FISH bylo zjiSténo, Ze repetice
Ema25 neni obohacena na chromozomu W, ale je rovhomémé roztrousena na vSech

chromozomech nezavisle na pohlavi.

Vysledky PCR na genomové DNA u Sesti raznych jedinci H. atomaria odhalily
vnitrodruhovou variabilitu repetice Ema25. Vnitrodruhova variabilita je u repetic béznym
jevem a muze se projevovat v riznych poctech opakovani monomeru, které mohou mutovat
rychleji nez zbyla DNA. (Ramel, 1998). Vnitrodruhova variabilita se pouziva naptiklad
k rozliseni jedinct na zaklad€ porovnavani odliSnosti v poctu opakovani monomerti v metode
DNA fingerprinting, kterd se vyuziva napfiklad ve forenzni analyze nebo k urCovani
piibuzenskych vztaht. Tyto polymorfismy lze detekovat pomoci porovnavani RFLP
(polymorfismus délky restrikcnich fragmentti), VN'TR (variabilni pocet tandemovych repetic,

minisatelity) nebo STR (kratké tandemové repetice, mikrosatelity) (Parson, 2018).

Stejné bézna je potom variabilita/divergence pfimo v sekvencich dané repetice
zpusobena Cetnymi mutacemi v prubéhu jeji evoluce. V ptipadé Ema25 c¢inila identita
konsenzu z RepeatExplorer a nami zaklonované sekvence 87,9 %. PriCinou této miry
divergence byly v nasem pfipadé Cetné SNP a nékolik inserci/deleci. Pfi srovnani sekvence
repetice a konsenzu bylo celkem nalezeno 34 SNPs a doslo ke ¢tyfem vétsim insercim/delecim
(na zaklad€ dostupnych dat nelze mezi nimi rozliSovat), kdy nejvétsi deletovana oblast méla
velikost 13 bazi. Ve studii sedmi satelitnich sekvenci u tfech druhti motyla Celedi travatikoviti
Crambidae (zavije¢ zimostrazovy C. perspectalis, D. postlineella a zavije¢ kukufi¢ny
O. nubilalis; Cabral-de-Mello et al., 2021) byla identita jednotlivych satelitnich rodin
v rozsahu pfiblizné 88,66 - 98,68 %. Zkoumané satelitni rodiny zabiraly pouze 0,019 az
0,154 % genomu, piiCemz proporce repetice Ema25 ¢inila az 0.3 % genomu, coz muze

vysvétlovat jeji vyssi divergenci.
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Zajimavé je, ze analyza repetice Ema25 pomoci programu BLAST (Altschul et al.,
1990) vyhodnotila jako nejpodobnéjsi sekvenci pochézejici z travarky hlinozluté Luperina
testacea, ktera patii do Celedi murovitych Noctuidae. Nicmén€, skupiny Geometridae a
Noctuidae jsou blizce pfibuzné, a tudiz pfitomnost podobnych typa repetitivnich sekvenci
v téchto skupinach neni moc prekvapiva (Mitter et al., 2017). Zkoumana sekvence vykazovala
podobnost i s mnoha dal§imi sekvencemi jinych druhti motyld, pfevazné se vSak jednalo
o Geometridae. Téméf vSechny sekvence kromé jedné pochazi z projektu Tree of Life, ktery
se snazi zdokumentovat v§echny druhy organismt na Zemi, poskytnout zakladni informace
o fylogenezi zivota a ziskané informace sdilet s dalSimi databazemi a analytickymi nastroji
(Maddison et al., 2007). Jedina sekvence, ktera byla identifikovana i mimo projekt Tree of
Life, pochazela z drsnokfiidlece biezového B. betularia a byla nalezena uvnitt delsiho useku
DNA, publikovaného v ramci objasfiovani pfi€in industridlniho melanismu (van't Hof et al.,

2016).

Anotace repetice Ema25 bohuzel na zakladé¢ ziskanych dat neni mozna. Automaticka
klasifikace programu RepeatExplorer ji sice zafadila mezi pravdépodobné satelity, ovSem
s nizkou mirou jistoty. Zaroven ani vysledky PCR nenaznacuji tandemové usporadani
monomeru typické pro satelity. Vysledky FISH ukazuji, Ze se hybridizacni signaly neshlukuji
ve vetsich clusterech, jak tomu byva u vétSiny satelitti. Nicméng, vyjimecn€ se satelity mohou
vyskytovat v genomu ijednotlivé diky wvnitrofetézcové homologni rekombinaci. Tyto
disperzni sekvence mohou byt roztrouseny po celém chromozomu vcetné euchromatinu
v blizkosti genu, a prispivat k regulaci genti naptiklad modulovanim chromatinu (Sproul et
al., 2020). Jednim z takovych satelitd je napfiklad Tcast2c, ktery byl nalezen u potemnika
hnédého Tribolium castaneum, ktery je soucasti rodiny satelitt TCAST2, do které se tadi i
dalsi dvé satelitni subrodiny Tcast2a a Tcast2b, které se nachazeji v tandemovém usporadani
v heterochromatinu pericentromerickych oblasti (Feliciello et al., 2014), nebo satelitni DNA
1.688 u octomilky obecné Drosophila melanogaster (Kuhn et al., 2012). Jedna se ovSem spiSe
o ojedinély jev, a je tedy nepravdépodobné Ze by podobné usporadani bylo divodem pro
pozorované vysledky u repetice Ema25. Ty nenasvédCuji ani skutecnosti, ze by se jednalo
o znamy typ mobilniho elementu, jelikoz anotace RepeatExplorer neodhalila zadné typické

funkéni domény.

Co se ty€e chromozomalni distribuce repetice Ema25, sekvence se po hybridizaci
na chromozomalnich preparatech vyskytovala roztrousené po celych chromozomech

bez rozdill, zda se jedna o pohlavni chromozom nebo autozom a vysledky se mezi samci a
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samicemi neliSily. Z toho usuzujeme, ze Ema25 neni obohacena na W chromozomu, a jedna

se tudiz spisSe o béznou vSudypiitomnou repetitivni sekvenci.
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6. Zavér

Cilem této prace byla analyza a mapovani repetitivni DNA, ktera by mohla byt
obohacena na chromozomu W u tmavoskvrnace viesového H. aromaria. Repetice Ema25 byla
vybrana na zékladé analyzy genomu tmavoskvrnale viesového H. atomaria pomoci
bioinformatického nastroje RepeatExplorer. Sekvence byla amplifikovana pomoci PCR,
nasledné zaklonovana do plazmidi a poté byla lokalizovana na chromozomech pomoci
nepiimé FISH. Vysledky odhalily, Ze repetice Ema25 se u samic i samct vyskytuje stejné
pravidelné a je rovnomérné rozptylena po vsech chromozomech. Zaroveni byla sekvence
porovnana s databazi BLAST, ktera odhalila podobnost s mnoha dalSimi druhy motyld. Z toho
lze usuzovat, ze se jednd o repetitivni sekvenci nachazejici se bézné€jak v genomu

tmavoskvrnace viesového H. atomaria tak i u ostatnich druht Lepidoptera.
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8. Prilohy

Priloha 1:

Konsenzualni sekvence repetice Ema25 vygenerovana programem RepeatExplorer.

CTAACCTAACCTTTTTTTTTTTTTTTACCAGGGGAAATCTTTTATAGATAC
CACCACACCTCGAGGGCAGGCGGGTGGTTATGTGGGAGTCTGCCGACTG
GACAGTATACCCACCAAAACCCCTGGGTGTTCCACCACTGCGCCTGGTGT
CGGGGCTACGGGCACGCTTGCGCACTCCTCCGCGGCACCCGACAGCGCT
GGCCCAACTCGGGCCCCACCACGGAGCTTCGGCTCCCGCCAGAATGACG
ATGTGCCGAACACCAGACACATCGTCATCCACCACCTGGGACCAACCAG
CACTGGGCGTCAGACAGCACCCGTGTCCGACAGCCCTGGTCCCGATGCA
ACGGGTCAATTAAAGTGGCCCCGCGCCTGCCACTACGGCTGCAGAGGAT
AGGGAGAACGGCCGTCGCGATACCGACACTCCTCTTCCCCTGCAGCCCCA
CCGCCTCCGCCAACACGTTGGCGGCACCCGTTAGGGCCGCTGGCAGGAC
GGATAGGCAGCGGCATACTCGCCGCCCGTCCATCCCGTCGCCGLCCCCCaC
CTCGATGGGCTCGGCCGCGGTATCGCGACGAGCGCGACACCGCAGTCCA
CCTCAGTCGGCAAGCCGACCTACTGGCCAGCCTCCGCACGGGCTTGTCTA
GGCCCAAGACCCGGAGAGGCCGGCCCCACCTCGGGTTCCTCTTCGTTCAC
CAGGCTGGCGAGACCTGGCTACTAAGCCCCCCCGCCACGACAAGGCGGG
AACCCACTCGGGGGGGAAC

Priloha 2:

Sekvence zaklonované Casti repetice Ema25

CGGTGGTTATGTGGGAGTCTCCGCCCATTGCTGGACGGTATACCCACCAA
AACCCCTGGGTGTTCCGCCACTGCGCCTGGTGTCGGGGCTACGGGCACGC
TTGCGCACCCGACAGTGCTGGCCTAAAGCAGGCCCCACCACGGAGCATA
GGCTCCCGCAAGAATGACGATGTGTTGAACACCAGACACATCGCCACCC
ACCACCTGGGACCAACCAGCACTGGGCGTCGGACAGCACCCGTATCCGA
CAGCCCTGGTCCCGATGCAACGGGTCAATTAAAGTGGCCCCGCGCCTGCC
ACTACGGCTGCAGAGGATAGGGAGAGCGGCCATCGCGATACCGACACTC
CTCTTTCCCTGCAGCCCCACCGCTTCCGCCAACACGTTGGCAAAACCCGT
TAGGTCCGCTGGCAGGTAGGACGGGCAGCGGCTTTCTCACCGCCCGTCTA
TCCCGTAGCCGCCCCCGCCTCGATGGGCTCGATCGCGACAAGCGCGACAC
CGCAGTCCACCTCAGTCGGCAAGCCGACCTACTGGCCAGCCTCCACACGG
GCTTGTCCAGGGCCTAGACCCGGGGTGGTGGCCCCACCACGGGTTCCTCT
TTGCTTCACCAGGCTGGTCAGACCTGGCTACTACTAAGCTACCCCGCCAC
GACAAGGCGGGAACCCAC
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